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DESCRIPCION

Se estudidé la actividad antioxidante in vitro de 5 aceites esenciales de plantas
autoctonas colombianas, a saber: Lippia alba Mill N.E. Brown ex Britton & Wills,
Aloysia triphylla (L’Héritier) Britton, Lantana armata Schauer, Xylopia aromatica
Lamarck y Satureja brownei Briq., y la de 70 compuestos sintéticos nitrogenados,
derivados de bencilaminas, tetrahidroquinolinas, 2benzazepinas y Noéxidos, que en
otros ensayos han presentado algun tipo de actividad bioldgica

La composicion quimica de los aceites esenciales y las fracciones volatiles de las
plantas fueron exhaustivamente analizadas usando diferentes métodos destilativos,
extractivos y de headspace, para caracterizar los aceites y extractos completamente,
debido a que no todas las sustancias presentes en ellos, son las responsables de su
actividad antioxidante, mientras que compuestos presentes en baja concentracion, si
pueden contribuir a dicha actividad.

Se usaron dos métodos para determinar la actividad antioxidante de las sustancias
estudiadas, el primero midié el grado de proteccién, que proporcionan las sustancias
evaluadas contra la oxidacion del acido linoleico en emulsién, acelerada por Fe* en
presencia de O,, empleando HRGGECD y HRGC-FID. El segundo método empleado,
evalué la capacidad de moléculas o mezclas (aceites esenciales) para atrapar
radicales utilizando los ensayos de decoloracion del cation -radical ABTS™ y del radical
DPPH', y la espectroscopia UV-VIS.

Los aceites esenciales estudiados por el método de la inhibicion de la oxidacion
lipidica mostraron a las mismas concentraciones, una actividad antioxidante in vitro
similar o mayor de las de la vitamina E y del BHA. De las sustancias nitrogenadas
evaluadas por este método, las nitronas mostraron mayor efecto antioxidante. Los
aceites esenciales y las sustancias sintéticas nitrogenadas presentaron una capacidad
de atrapar radicales baja, inferior a los compuestos de referencia (acido ascérbico,
vitamina E, BHA y BHT), pero se destaca la capacidad de atrapamiento de la 6-fluoro-
4-metil-2-propil-1,2,3,4-tetrahidroquinolina.

Se establecid la relacién cuantitativa entre la estructura (QSAR) de 70 compuestos
sintéticos nitrogenados y su actividad antioxidante.

*Tesis doctoral
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Elena E. Stashenko.
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DESCRIPTION

The in vitro antioxidant activity of five essential oils of Colombian native plants, that is:
Lippia alba Mill N.E. Brown ex Britton & Wills, Aloysia triphylla (L'Héritier) Britton,
Lantana amata Schauer, Xylopia aromatica Lamarck y Satureja brownei Brig., was
studied. Furthermore, 70 synthetic nitrogenated compounds derived of benzylamines,
tetrahydroquinolines, 2-benzazepines and N-oxides were studied too. They have
presented some type of biological activity in other researches.

The chemical composition of the essential oils and the volatile fractions of the plants
were analyzed using destilative, extractive and headspace methods, to characterize
the oils and extracts completely, because not all the present substances in them are
those responsible for their antioxidant activity, while present compounds in low
concentration, yes they can contribute to this activity.

Two methods were used to determine the antioxidant activity of the substances
studied, the first one measured the protecting effect against lipid peroxidation of the
linoleic acid in emulsion, induced by Fe* in presence of O, using HRGC-ECD and
HRGC-FID. The second method used, it evaluated the capacity of molecules or
mixtures (oil essentials) of radical scavenger using the ABTS™ and DPPH assays, and
UV-VIS spectroscopy.

The essential oils studied by the method of the protecting effect against lipid
peroxidation showed to the same concentrations, anin vitro antioxidant activity similar
or bigger than those of the vitamin E and BHA. Nitrogenated substances evaluated by
this method, the nitrones showed the biggest antioxidant effect. The essential oils and
the synthetic nitrogenated substances presented a low capacity radical scavenger
compared with reference compounds (ascorbic acid, vitamin E, BHA and BHT), but,
the  6-fluor-4-methyl-2-propyl-1,2,3,4-tetrahydroquinoline  exhibited the biggest
antioxidant activity

The Quantitative Structure -Activity Relationship (QSAR) was determined between the
structure of 70 synthetic nitrogenated compounds and its antioxidant activity.

* Doctoral thesis
* * Faculty of Science, School of Chemistry, Elena E. Stashenko.



INTRODUCCION

En esta investigacion se estudid la actividad antioxidante in vitro de aceites
esenciales y compuestos sintéticos nitrogenados. Para ello, se emplearon cinco
plantas autoctonas colombianas, a saber: Lippia alba Mill N.E. Brown ex Britton &
Wills, Aloysia triphylla (L'Héritier) Britton, Lantana armata Schauer, Xylopia
aromatica Lamarck y Satureja brownei Briq., cuya actividad antioxidante no ha
sido reportada hasta el momento. La composicibn quimica de los aceites
esenciales y las fracciones volatiles de estas plantas fueron exhaustivamente
analizadas usando diferentes métodos destilativos, extractivos y de headspace, ya
que es muy importante caracterizar los aceites y extractos completamente, debido
a que no todas las sustancias presentes en ellos, son las responsables de su
actividad antioxidante, mientras que compuestos presentes en concentracion baja,
si pueden contribuir a dicha actividad. @ También se estudido la actividad
antioxidante in vitro de 70 sustancias sintéticas nitrogenadas, derivadas de
bencilaminas, tetrahidroquinolinas, 2-benzazepinas y N-Oxidos, que en otros

ensayos han presentado algun tipo de actividad bioldgica.

El desarrollo industrial creciente, para satisfacer las necesidades de la sociedad y
lograr € bienestar de la poblacion, ha impulsado la busqueda de sustancias de
origen natural y/o sintético que puedan presentar algun tipo de actividad, ya sea
de tipo fungicida, bactericida, farmacoldgica y antioxidante, entre otros. Entre las
sustancias naturales con aplicacion amplia, figuran los aceites esenciales,
constituidos por una mezcla compleja de metabolitos secundarios volatiles de
plantas, de naturaleza quimica variable [1]. Los aceites esenciales son de gran
utilidad en diversas ramas de la industria, a saber: fragancias, aromas y sabores,
como biorreguladores en agroquimica, sustancias de partida en quimica organica

fina, pinturas, textiles, empaques plasticos y en la farmacologia, entre otras [2-4].
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Colombia es un pais con una flora rica, muy diversa, aun poco estudiada; por lo
gue ha sido centro de atencion de expedicionarios e investigadores extranjeros en
busca de plantas con componentes activos de utlidad principalmente en
farmacologia y medicina. A nivel nacional, sélo una pequefa parte de esta gran
riqueza vegetal ha sido explorada. Por ello, es necesario llevar a cabo la
permanente busqueda de especies vegetales promisorias, que pueden contribuir

al desarrollo tecno-cientifico del pais y al bienestar de su gente.

Las plantas de la familia Verbenaceae llaman la atencion de los investigadores no
sélo por su alta diversidad botanica, su abundante y amplia distribucion en todo el
mundo, sino también por su variable uso. La familia Annonaceae, por su parte,
comprende numerosas especies, muchas de ellas cultivadas por sus frutos
comestibles, ricos y agradables al paladar, ademas, porque varias de sus especies
tienen células oleiferas. Las especies pertenecientes a la familia Labiatae también
han sido ampliamente investigadas, porque todas, particularmente, en sus hojas,
contienen aceites esenciales [5,6]. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, se
escogieron para este estudio tres plantas de la familia Verbenaceae, a saber:
Lippia alba Mill N.E. Brown ex Britton & Wills , Aloysia triphylla (L’Héritier) Britton y
Lantana armata Schauer, una, de la familia Annonaceae, Xylopia aromatica
Lamarck, y una de la familia Lamiaceae, i.e. Satureja brownei Briq.; todas
originarias del continente americano, con extensos usos, a nivel etnobotanico,

generalmente, como plantas medicinales [5-20].

La L. alba, es conocida también como Lippia geniculata HBK o Lantana alba Milly,
en Colombia, por sus nombres populares “Pronto alivio, “Curatodo” y “Orégano de
cerro”. Esta especie es un subarbusto muy aroméatico, esta ampliamente
distribuida y crece espontaneamente en Centro y Sur América [5, 8]. La planta se

caracteriza por su olor intenso, penetrante y contiene de 0.1 a 1.2% del aceite
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volatil [5]. Los extractos y aceites esenciales de esta especie han presentado

propiedades anti-inflamatorias, bactericidas y antifungicas [7,9].

La A. triphylla, denominada también como Aloysia citriodora Ortega ex Pers.,
Verbena triphylla L’'Héritier y Lippia citriodora Kunth. En Colombia, se le llama
popularmente “Cidrén” y “Limén verbena”. Es una planta espontanea de América
del Sur. Las partes aéreas contienen 0.2-1% de aceite esencial [5]. En varios
trabajos se reportan propiedades bioldgicas del aceite esencial de A. triphylla y/o
algunos de sus componentes, a saber: antidiarréica [10], antimicotica [11],

psicotropica [12], analgésica y anti-inflamatoria [13], entre otras.

La L. armata, se conoce también como Lantana camara L., Camara vulgaris
Benth, Lantana aculeata L. y, en Colombia, popularmente, como “Venturosa”,
“Gurupacha” y “Carraquillo”; se extiende a lo largo de América Central y del Sur [5,
14]. Su aceite esencial ha presentado propiedades insecticidas, nematicidas,

bactericidas y fungicidas [8, 15-18].

La Xylopia aromatica Lamarck pertenece a la familia Annonaceae, muy comun en
América tropical; se encuentra distribuida desde América Central y las Antillas
hasta el sur de Brasil; el nombre popular, que se le da en Colombia, es “Achéon”,
“Fruta de burro”, “Malaguita” o “Sembe” [5, 6]. El aceite esencial obtenido de los
frutos de la X. aromatica ha sido usado en la preparacion de cosméticos y
productos alimenticios [19]. La planta también ha presentado propiedades

antisépticas, analgésicas y actividad insecticida [6, 19, 20].

La S. brownei., identificada también como Thymus brownei Swartz, Clinopodium
brownei Kuntze, Micromeria brownei Bentham, es una planta autoctona que
pertenece a la familia Labiatae; se distribuye desde el sur de los Estados Unidos
hasta Brasil y Paraguay. Se conoce popularmente como “Poleo” y “Ajedrea” [5, 6].

Todas las especies de esta familia contienen aceite esencial, concentrado,
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particularmente, en sus hojas. Se usa como condimento, especialmente, de
carnes; en la medicina popular se utiliza la decoccion o infusiéon de toda la planta

como antigripal, estomaquico y carminativo [5, 6].

Por ser de origen natural, la composicién quimica de las esencias varia mucho y
depende, entre otros, de los siguientes factores: el método y la duracién de la
extraccion, la temperatura de este proceso, el estado y la procedencia de la
planta, y las condiciones geobotanicas y agricolas de su cultivo, entre otros [21].
El valor econdmico y la aplicacion industrial de las esencias estan directamente
relacionados con su composicidon quimica; la que, a su vez, determina todas las
propiedades macroscopicas e.g. fisico-quimicas (olor, color, etc.) y la actividad
biolégica [21, 22]. Es por ello, que el establecimiento de la composicion quimica
de aceites esenciales es una tarea analitica importante, que requiere usar la
combinacion de diferentes métodos de extraccion y de su analisis instrumental
exhaustivo, utilizando técnicas de separacion, deteccion e identificacion, sensibles
y especificas, tales como la cromatografia de gases capilar acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Es por ello, que en esta investigacion se
emplearon y compararon varias técnicas destilativas y extractivas, tales como la
hidrodestilacion (HD), hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas
(MWHD), destilacion con vapor-extraccion simultanea con solvente (SDE) y
extraccion con fluido supercritico (SFE); ademas, para analizar la composicion per
se de la fragancia de las plantas se emplearon técnicas de headspace, dinamico
(P&T), estatico (S-HS) y la microextraccién en fase sélida (SPME) en modo

headspace.

Para estudiar la incidencia del método de extraccion sobre la composicién quimica
final del extracto, obtenido por diferentes técnicas destilativas y extractivas (HD,
MWHD, SDE y SFE) y de headspace (S-HS, P&T y HS-SPME), se llevé a cabo la
comparacion de la composicién quimica de los extractos, por medio del analisis

estadistico de componentes principales (PCA).



Muchos aceites esenciales se utilizan en medicina folclorica, aromaterapia,
industrias farmacéutica y cosmética no sélo por sus fragancias agradables y/o
como enmascaradores, sino debido a sus diversas actividades biologicas
(bactericidas, fungicidas, antiparasitarias, etc), entre las cuales se destaca la
actividad antioxidante. La Ultima fue el objeto de nuestro estudio, donde se
emplearon diferentes métodos para su medicion. EIl primero, usé un sistema
lipidico modelo, para medir el grado de proteccién, que proporcionan los
componentes de los aceites (. alba, L. armata, A. triphylla, X. aromatica y S.
brownei) contra la oxidacién del acido linoleico, acelerada por Fe?* en presencia
de O,. El segundo, permitié evaluar la capacidad atrapadora de radicales (ABTS ™

y DPPH) de los aceites bajo estudio.

Las sustancias promisorias como fuentes de antioxidantes, pueden ser tanto de
origen natural, como obtenidas por medio de la sintesis organica fina [23, 24]. La
sintesis y busqueda de nuevas y aun mas efectivas sustancias antioxidantes es
una labor dispendiosa y costosa; sin embargo, la sociedad impone y exige
antioxidantes mas efectivos, menos toxicos, su busqueda adquiere cada dia
mayor importancia y compromete a muchos laboratorios y compafias
farmacéuticas del mundo con el descubrimiento y la sintesis de tales moléculas.
Es por ello, que en este estudio también han sido estudiados compuestos
sintéticos nitrogenados, e.g. las tetrahidroquinolinas, nitronas, bencilaminas, 2
benzazepinas, para muchos de los cuales ya han sido establecidas actividades
biolégicas, tales como antifuUngica, antiparasitaria, pesticida, psicomotora,
antiinflamatoria, entre otras [25-29]. En este estudio, en particular, se evalué la
actividad antioxidante de 37 derivados de bencilaminas, 12 tetrahidroquinolinas, 7
benzazepinas y 14 nitronas, sintetizadas en el Laboratorio de Sintesis Organica
Fina de la Universidad Industrial de Santander, dirigido por los profesores Drs.

Vladimir Kouznetsov y Alirio Palma.
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Frecuentemente, los antioxidantes se adicionan a los productos alimenticios, ya
que la oxidacibn de moléculas con insaturaciones (e.g. acidos grasos
poliinsaturados) es responsable por la formacion del off-flavour, aroma y sabor
desagradables o rancidez. A los alimentos, ricos en grasas, es necesario
agregarles antioxidantes; por lo general, se afiaden compuestos sintéticos (BHA,
BHT, galato de propilo) y/o también naturales, e.g. las vitaminas A, E y carotenos,
que actuan como secuestradores de radicales o previenen la descomposicion de
los perédxidos, formados en el sistema, a compuestos oxigenados de bajo peso
molecular [30-32].

En los sistemas vivos existen multiples reacciones de Oxido-reduccion, que son
imprescindibles para la vida. Sin embargo, la oxidacion puede ser también una
fuente de enfermedades, cuando se pierde el equilibrio entre oxidantes
(generalmente, especies reactivas e oxigeno) y antioxidantes, a favor de los
primeros, lo cual se conoce como estrés oxidativo [33-35]. Muchos de los
oxidantes son radicales, especies quimicas muy inestables, reactivos y de vida
efimera, con una enorme capacidad para combinarse, inespecfficamente con la
diversidad de moléculas, integrantes de estructuras celulares, a saber:
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de
ellos [35]. La aterosclerosis, el envejecimiento prematuro y el cancer, por citar
s6lo algunos ejemplos, son una pequefia parte de una enorme lista de problemas
y padecimientos, que de alguna manera, son asociados a los oxidantes, estrés
oxidativo y los radicales [35-37]. Es por eso, que en algunas ocasiones es

necesario suministrar antioxidantes adicionales en la dieta humana.

La actividad antioxidante de una sustancia depende, entre otros factores, del
sustrato atacado por los radicales y del mecanismo de esta interaccion. En
general, los antioxidantes se dividen en tres grupos principales, a saber:
antioxidantes preventivos, secuestradores de radicales y de reparacion o de novo
[35]
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La técnica analitica para medir la actividad antioxidante, se escoge de acuerdo
con el objetivo del ensayo. Es decir, cuando se evalla el mecanismo de accion
antioxidante, se pueden emplear técnicas de estudio de atrapamiento de radicales,
pero si se evalua la capacidad de proteccion de un sustrato contra el deterioro
oxidativo, se realiza el seguimiento de compuestos, tanto degradados como
generados durante la oxidacién. Las espectroscopias, ESR (spectroscopia de
resonancia electrénica de espin) y UV-VIS (ultravioleta-visible), se usan en los
ensayos de atrapamiento de radicales, dentro de los cuales los mas utilizados son
el del cation-radical &cido 2,2-azino-bis-(3-etiltiazolina-bencenosulfénico-6)
(ABTS™) y el 22-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH); mientras que las técnicas IR,
HPLC y los métodos calorimétricos, conductimétricos y titrimeétricos, generalmente,
se usan para determinar los compuestos generados o algunos productos de
degradacioén durante la oxidacion de un sustrato [38, 39]. En general las técnicas
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y cromatografia de gases de
alta resolucion (HRGC) son ampliamente utilizadas para el analisis de aldehidos,

cetonas, alcoholes, hidroperéxidos y acidos grasos [38, 39].

Frecuentemente, las sustancias carbonilicas volétiles y semivolatiles se usan
como indicadores de la rancidez provocada por la descomposicion de peroxidos e
hidroperoxidos [32]. Desde el punto de vista analitico, la deteccion y cuantificacion
de los compuestos carbonilicos en diferentes matrices tienen marcadas
dificultades, ya que son altamente reactivos, térmicamente inestables, muy
volatiles y se encuentran en bajas concentraciones (ppt, ppb), ademas, su analisis
cromatografico con detectores convencionales tales como el FID (detector de
ionizacién en llama) o TCD (detector de conductividad térmica), genera una
respuesta baja. La solucion a este problema ha sido la derivacion de los
compuestos carbonilicos a productos méas estables, no latiles, preferiblemente,
insolubles en agua, y con grupos funcionales que permitan obtener respuesta

selectiva y sensible con detectores, e.g. NPD (detector de nitrégeno-fésforo), ECD



(detector de captura de electrones) y MS/SIM (detector selectivo de masas

operado en el modo de monitoreo del idn seleccionado) [40-45].

La actividad antioxidante de los aceites esenciales y las sustancias sintéticas
nitrogenadas se determind usando dos métodos, a saber: el primero midio la
capacidad inhibitoria de la oxidacién lipidica del acido linoleico en emulsion,
inducida por Fe?" en presencia de O, y el segundo la capacidad para atrapar

radicales (en este caso el radical DPPH y el catién-radical ABTS™).

La capacidad inhibitoria de la oxidacion lipidica se midié monitoreando el hexanal,
principal compuesto carbonilico, formado en la oxidacion de la emulsién de &cido
linoleico, que se emple6 como sistema lipidico modelo y fue sometida a un
proceso de oxidacion “acelerada” por iones metalicos (Fe?") en presencia de G,.
Para evaluar el efecto protector de los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A.
triphylla, X. aromatica y S. brownei, se determind la cantidad del hexanal,
generado durante la lipoxidacion, en la forma de su derivado hidrazénico, tanto en
la fase condensada, como en la fase vapor, empleando los métodos de extraccion
liquido-liguido y HS-SPME, respectivamente; usando la técnica analitica
instrumental GC-ECD. También se midié por GC-FID el acido linoleico remanente
en el sistema, en forma de su metiléster. Por el método de la inhibicion de la
oxidacion lipidica, los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla y X.
aromatica, mostraron a las mismas concentraciones, una actividad antioxidante in
vitro similar o mayor de las de la vitamina E y del BHA, antioxidantes natural y
sintético ampliamente usados en la industria, mientras que el aceite esencial de S.
brownei, presentd una actividad antioxidante relativamente baja. De las sustancias
nitrogenadas evaluadas en este trabajo, las nitronas mostraron mayor efecto

antioxidante, medido en la emulsion del acido linoleico.

El segundo método empleado evalué la capacidad de moléculas o mezclas

(aceites esenciales) para atrapar radicales utlizando los ensayos de



descoloramiento del cationradical ABTS™ y del radical DPPH vy la espectroscopia
UV-Vis.

Todos los aceites esenciales evaluados en este trabajo presentaron una
capacidad de atrapar radicales baja, inferior a los compuestos de referencia (acido

ascorbico, vitamina E, BHA y BHT).

Es de destacar, que una de las tetrahidroquinolinas, i.e. 6-fluoro-4-metil2-propil-
1,2,3,4-tetrahidroquinolina, presentd una capacidad de atrapar radicales igual o
superior a la de antioxidantes de referencia como la vitamina E, BHA, BHT y el
acido ascorbico; mientras que los demas compuestos nitrogenados mostraron una

capacidad de atrapar radicales mas baja que estos compuestos antioxidantes.

Para entender mejor cdmo esta relacionada la estructura de compuestos sintéticos
estudiados con su actividad antioxidante, i.e. atrapadora de radicales, se realizo
un estudio teodrico tipo QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship),
hallando las propiedades constitucionales, geométricas, topoldgicas,
electrostaticas y de energia de las moléculas, por medio de sus descriptores
moleculares, los cuales se obtuvieron empleando diferentes programas
computacionales. La actividad antioxidante “tedrica” se relacion6 con los datos
experimentales obtenidos mediante los métodos estadisticos de regresion lineal

multiple (MLR) y andlisis de componentes principales (PCA).

Los resultados de la presente investigacion, de alguna manera, pueden hacer su
modesta contribucion al desarrollo tecnoldgico y cientifico del pais, siendo de
interés para las industrias farmacéutica, de alimentos, cosmética, perfumeria y

para aquellas empresas, que produzcan y/o utlicen aceites esenciales y

antioxidantes naturales y/o sintéticos.



La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cromatografia,
adscrito al Centro de Investigacién en Biomoléculas, CIBIMOL, de la Universidad
Industrial de Santander, el cual aporto la infraestructura, equipos, bases de datos
actualizadas y elementos necesarios para la realizacion de este trabajo.

Los resultados parciales fueron publicados en revistas internacionales y
nacionales, i.e. Journal of Chromatography A, la Revista de la Academia
Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales y la Revista Arte y Ciencia
Cosmética (Véase Anexo 1). Ademas, se divulgaron en eventos cientificos de

caracter internacional y nacional, que se enumeran a continuacion:

. 24" International Symposium on Capillary Chromatography and Electrophoresis,
Las Vegas, EE.UU., mayo 20-24, 2001,

- XII' Congreso Colombiano de Quimica, Asociacion Quimica Colombiana,

Bogota, septiembre 5-7, 2001;

IX Congreso Latinoamericano de Cromatografia y Técnicas Afines COLACRO,

Cartagena de Indias, Colombia, febrero 20-22, 2002;

. 25" International Symposium on Capillary Chromatography, Riva del Garda,

Italia, mayo 13-17, 2002;

. 3 Int. Symposium on Separations in Bioscience SBS 2003, Russian Academy

of Sciences, “100 years of Chromatography”. Moscu, Rusia, mayo 13-18, 2003;

- XVI Congreso Latinoamericano e Ibérico de Quimicos Cosméticos COLAMIQC,

Cartagena de Indias, Colombia, septiembre 15-18, 2003;



- GDCh-Jahrestagung Chemie 2003, 32 Deutscher Lebensmittelchemkertag,
Miinchen, Alemania, octubre 6-11, 2003,

. 25" International Symposium on Chromatography, Paris, Francia, octubre 48,

2004.

- Tenth Latin American Congress on Chromatography and Related Techniques,

Campos do Jordéo, Brasil, octubre 18-22, 2004.

El trabajo, titulado: “Andlisis de compuestos volatiles y semivolatiles de tres
plantas de la familia Verbenaceae y evaluacion de la actividad antioxidante in vitro
de sus aceites esenciales”, presentado en el XVI Congreso Latinoamericano e
Ibérico de Quimicos Cosméticos, realizado en Cartagena del 15 al 18 de
septiembre de 2003, obtuvo el Premio de la Camara de Productos de Aseo y

Cosméticos de la ANDI.

La disertacion consta de 3 capitulos, contiene 37 tablas, 63 figuras y 4 anexos;

ademas de su respectiva lista bibliografica después de cada capitulo.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

1.1. MATERIALESY REACTIVOS

Solventes: Agua, diclorometano, hexano, trifluoruro de boro en metanol (solucion
al 20 %), ter-butiimetiléter se compraron a Merck (Darmstadt, Alemania) y fueron
grado HPLC, el metanol y el etanol se adquirieron en Riedel-de Haén de
Sigma-Aldrich (Buchs, Suiza) y el acetonitrilo a J.T. Baker de Mallinckrodt Baker,
Inc., (Phillipsburg, NJ, EE.UU.)

Compuestos patron: n-Tetradecano, (S)-(-)-a- pineno, acido ascorbico, persulfato
de potasio, ter-butil}4-metoxifenol (BHA), sulfato de hierro, sulfato de sodio,
dodecil sulfato de sodio, Tris [2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol] y cloruro

de potasio se compraron a Merck (Darmstadt, Alemania).

Limoneno, 6xidos de limoneno (97%, mezcla de cis- y trans-), (S)-(+)-carvona
(96%), (R)- (-)-carvona (98%), dihidrocarvona (98%), a-terpineol (90%), eugenol
(99%), citral (cis-isbmero, 64% vy trans-isbmero, 32%), a-terpineno (85%), o
terpineno (97%), dihidrocarveol (95%), 1,8-cineol (99%), (-) trans-b-cariofileno
(98%), geraniol (98%), farnesol (mezcla de isoméros, 90%), (-) mirtenol (97%),
hexanal (98%), vitamina E (99%), 2,6-di(ter-butil-p-cresol) (BHT),
pentafldorfenilhidracina (PFPH) (97%), acido linoleico (99%), acido 2,2’-azino-bis-
(3-etiltiazolina-bencenosulfonico-6) (ABTS), radical a,a-difenil-b-picrilhidracilo
(DPPHY) vy Trolox (acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano -2-carboxilico), se

compraron aAldrich Chemical Co. Inc.,(Milwaukee, WI. EE.UU.).

Columnas cromatograficas: Columnas HP-5 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA,

EE.UU.), de 30 m x 0.32 mm, D.l. x 0.24 nm, d;, y de 60 m x 0.25 mm, D.I.,



0.25 um, dr, con fase estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano), y una columna
capilar de silice fundida polar INNNOWAX (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA,
EE.UU.) de 50 m x 0.2 mm D.I. x 0.2 mm, ds.

Materiales: Septa, férrulas, liners (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.);
dispositivo para SPME (Supelco Inc., Bellefonte, EE.UU.), fibras para SPME con
recubrimientos de PDMS (100 um) y PDMS/DVB (65 um) (Supelco Inc., Bellefonte,
EE.UU.), placas para TLC, (Merck, Darmstadt, Alemania), plancha de
calentamiento con agitacion magnética Thermolyne, Nouva Il stirring hot plate,
Dubuque, 1A, EE.UU.), plancha de calentamiento con agitacion magnética, Schott
Gerate GMBH modelo MR106S (Hofteim, Alemania), minishaker IKA, JKMS,
(Hofheim, Alemania), balanza analitica digital Mettler Toledo AG285 + 0.00001 g
(Greifensee, Suiza), balanza de precision BA310S Sartorius Basic + 0.005 g
(Gottingen, Alemania), balanza de precision Ainsworth (Denver, EE.UU.), bafo
circulatorio de refrigeracion FISHER (Pittsburgh, PA, EE.UU.), centrifuga Compact
II Clay Adams, BRAND GMBH Co., (Wertheim, Alemania), jeringas de 10 pL
Hamilton Co. (Reno, EE.UU.) y de 5 uL HewlettPackard, Palo Alto, CA, EE.UU.).
Los tubos conicos de poli(propileno) de 1.5 mL, micropipeteadores de 2-20 y 25-
250 uL, puntas plasticas para las micropipetas, cubetas plasticas de 3 mL para
espectrofotdmetro, dispensadores para solventes y las pipetas Pasteur
desechables se compraron a BRAND GMBH Co. (Wertheim, Alemania).

Material de vidrio: Frascos de 2, 5, 50 y 100 mL (Schott, Hofheim, Alemania),
pipetas volumétricas y aforadas de 0.5, 1, 2, 5y 10 mL, balones aforados de 1, 2,
5, 10 y 25, 250 mL, vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 600 mL, Soxhlet,
balones de fondo redondo y plano de 50, 100, 250 y 500 mL se compraron a Vilab
(Bogota, Colombia).



Gases especiales: He, N, Hp, aire (99,995%, Aga-Fano S.A., Bucaramanga,

Colombia).

1.2 PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION

1.2.1 Obtencién de aceites esenciales

Hidrodestilacion (HD): se llevdo a cabo usando un equipo de destilacion tipo
Clevenger, segun los procedimientos descritos por Stashenko et al. (1993) y
Combariza et al. (1994) [1, 2]. En la Figura 1, se puede ver el hidrodestilador
empleado. Se utilizaron 100 g del material vegetal picado de trozos de 2-3 cm,
sumergido en agua; la duracién de la hidrodestilacion fue de 2 horas. El aceite
esencial se separ6 del agua, previamente saturada con NaCl, por decantacion, y
se seco6 con Na,SO,4 anhidro. Una alicuota del aceite (30 pL) se diluy6é en 1 mL de
diclorometano, para el andlisis cromatografico. Todas las extracciones se

realizaron por triplicado.

Hidrodestilacién asistida por la radiacién de microondas (MWHD). se realizé
empleando el mismo montaje descrito para HD, pero, en vez de la manta de
calentamiento, se usd un horno microondas Kendo MO 124 (Osaka, Japon,
frecuencia de microondas 2450 MHz, 120 V, potencia de salida 800 W), dentro del
cual se coloco un balén (1 L) con agua y material vegetal (100 g). En la Figura 2,
se aprecia el montaje usado en esta técnica. EIl tiempo de extraccion, a maxima
potencia del horno, fue 30 minutos. Los demés parametros del método y el modo
de preparacion de la muestra para el analisis cromatogréfico, fueron los mismos,

como estan descritos para HD y en los trabajos de Stashenkoet al. 1999 [3, 4].



Figura 1. Equipo usado para la obtencibn de aceites esenciales por

hidrodestilacién convencional.
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Figura 2. Montaje empleado para obtener los aceites esenciales por el método de

hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas (MWHD).
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1.2.2 Obtencion de extractos

Destilacion con vapor- extraccién simultanea con solvente (SDE): se llev6 a
cabo en un equipo a micro-escala para solventes de alta densidad, disefiado por
Godefroot et al. [5]. Se usaron 10 g del material vegetal, finamente picado; &
duracion de la extraccion fue de 2 horas, asi como lo describen Stashenko et al.
[3-6]. EIl solvente de extraccion fue diclorometano (grado HPLC). EIl extracto
obtenido (1 pL) se inyect6 directamente al GC. En la Figura 3 se muestra el

montaje empleado.

Extraccion con fluido supercritico (SFE): se emple6 un extractor Soxhlet de alta
presion (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.). Se uso6 la metodologia descrita por
Stashenko et al. [6,7]. Se utilizaron 10 g del material vegetal, 320 g de hielo seco
(C0O,) comercial, como fuente de fluido supercritico; la extraccion durante 2 horas,
se llevo a cabo a la temperatura de 4045 °C y a la presion de 1050-1100 psi. El
extracto obtenido fue secado con Na,SO, anhidro y disuelto en diclorometano

(30 pL en 1 mL del solvente). 1 L de la solucién se inyecté en el GC. En la

Figura 4 se aprecia el equipo usado en esta técnica.

1.2.3. Obtencioén de fracciones volatiles

Purga de espacio de cabeza con N; y trampa en solvente simultanea (P&T):
se realiz6 en un equipo de extraccion headspace dinamico, construido en el
Laboratorio de Cromatografia y similar al disefiado por Umano y Shibamoto [8],
como se aprecia en la Figura 5. EIl procedimiento de extraccion fue realizado de
acuerdo con la metodologia descrita por Stashenko et al. (1992) [9]. Se uso el
material vegetal (100 g), nitrégeno (99,995%) como gas de purga, y diclorometano
como solvente para atrapar volatiles. La duracion de la P&T fue de 2 horas. El

extracto obtenido se concentrd hasta 10 mL en un equipo Kuderna-Danish, y luego



se llevé hasta 2 mL, usando una corriente de nitrégeno seco; 1 pL del extracto

final se inyect6 al GC.

Figura 3. Equipo a micro-escala de destilacién-extraccion con solvente
simultdnea (SDE) para solventes de alta densidad, empleado para la obtencion de

extractos de plantas.
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Figura 4. Extractor Soxhlet de alta presién para la obtenciébn de extractos

vegetales con fluido supercritico (SFE).




Figura 5 Equipo de extraccion headspace dindmico (purga de espacio de

cabeza con N, y trampa en solvente simultanea, P & T).
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Headspace estatico (S-HS): se llevé a cabo en un equipo headspace sampler
HP 7694 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EE.UU.), el cual se muestra en la
Figura 6. Se emplearon los siguientes parametros operacionales: temperatura del
termostato 40 °C, tiempo de equilibrio de 15 minutos, temperaturas del loop y de la
linea de transferencia se mantuvieron a 100 y 110 °C, respectivamente. Se
usaron 5 g de planta picada, colocada en un frasco de 20 mL; 1 mL de la fase
vapor se inyecto a la columna cromatografica.

Figura 6. Equipo empleado en la técnica headspace estatico.
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Microextraccion en fase soélida de la fase vapor (headspace) (HS-SPME): se
realizé usando una fibra de poli(dimetilsiloxano) (PDMS, 100 nm de espesor). Se
llevd a cabo la extraccion de volatiles a 22 + 1 °C de la fase vapor de la planta
picada (10 g), colocada en un frasco de 50 mL. EIl tiempo de exposicion de la fibra
fue de 60 min (la seleccibn de este parametro se basdé en experimentos
preliminares). Las sustancias extraidas fueron térmicamente desorbidas a 250 °C,
durante 5 minutos, en un puerto de inyeccion del GC, usando un liner especial
para SPME, de volumen reducido. El montaje usado para HS-SPME se puede
observar en la Figura 7.

Figura 7. Montaje empleado para la extraccion por HS-SPME de los volatiles de

la planta.




1.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DE
ACEITES ESENCIALES

1.3.1. Descripcion general del sistema modelo lipidico. La oxidacion de la
emulsion del acido linoleico fue inducida por iones Fe?* en presencia de oxigeno,
segun la metodologia descrita por Tamura et al. [10,11]. La emulsion fue
preparada mezclando 2 mL de la solucion acuosa del acido linoleico (2.5 g/L) con
3 mL del buffer de Tris (pH 7.4), que contenia 0.75 mM de KCI, 0.2% de
dodecilsulfato de sodio y 2.01 mM de sulfato de hierro. Se afiadieron a la
emulsion del &cido linoleico aceites esenciales de L. alba, A. triphylla, L. armata, X.
aromatica o S. brownei, obtenidos por HD, la vitamina E y/o BHA, en
concentraciones de 1.0, 2.5, 5.0, 10.0 y 20.0 g/L (la ultima concentracion no se
uso6 para el BHA). La solucién resultante se incubd a 37 °C durante 12 horas. Al
final de la incubacion, la mezcla fue enfriada por 10 minutos en un bafio de
agua/hielo; a la emulsion simultaneamente fueron agregados 100 pL de la solucién
de BHT (antioxidante) en metanol (2%, p/v), para interrumpir la reaccién de

oxidacién en cadena, porque, una vez iniciada, ésta continda.

1.3.2 Medicion del hexanal. El hexanal, producto final principal de la degradacion
oxidativa del &cido linoleico y marcador del avance del proceso de peroxidacion [12,
13], fue medido por dos métodos independientes, asi: 1. En solucion, después de su
derivacion con PFPH (pentafliorfenilhidracina) y extraccion liquido-liquido de la
hidrazona, Cs-PFPH, con hexano, segun la metodologia descrita por Stashenko et al.
[4, 14]; y 2. En fase vapor, usando la fiora SPME (PDMS/DVB, 65 pm), previamente
saturada con PFPH a temperatura ambiente durante 40 minutos; y la extraccion-
derivacion directa del hexanal sobre la fibra, asi como se describe en los trabajos de
Stashenko et al. [15, 16]. El efecto protector de aceites esenciales se calculd, segun la

siguiente formula:

. Ag - A
Grado de proteccién, %= wxloo%
B




Donde:

Ag: Area del pico cromatogréafico de hexanal en el sistema lipidico sin antioxidante;
Aw: Area del pico de hexanal en el sistema lipidico con antioxidante.

1.3.3 Medicién del acido linoleico. El progreso de la peroxidacion se determind
también cuantificando el acido linoleico, en forma de su metil-éster, obtenido por
derivacion con BR:/MeOH, segun Stashenko et al. [4]. El acido linoleico se cuantifico
antes y después de su oxidacion inducida. La siguiente férmula se emple6 para

determinar el grado de proteccion del &cido linoleico:

[Ae- An]

ABB AB

Grado de proteccion, %= x100%

Donde:

Ag: Area del pico cromatogréfico del acido linoleico, sometido a oxidacion sin
antioxidante;

Agg: Area del pico cromatogréfico del &cido linoleico sin oxidar y sin antioxidante;

Aw: Area del pico cromatografico del &cido linoleico, sometido a la oxidacion, en

presencia de antioxidante.

La cuantificaciéon del hexanal y del &cido linoleico se realizé en ausencia (blanco) y
en la presencia de antioxidante, e.g. aceite esencial, vitamina E o BHA,
adicionandolos en diferentes concentraciones a la emulsion. El efecto protector se
determiné como la disminucion de la concentracion del hexanal en solucion y en
fase vapor, cuantificando también la cantidad de acido linoleico remanente (sin

oxidar) en el sistema.



Todas las mediciones se hicieron por triplicado; se determinaron parametros
estadisticos, tales como el promedio (X) y la desviacion estandar (s) de los valores

obtenidos.

1.3.4 Estudio de la capacidad de los aceites esenciales para atrapar
radicales. Los compuestos que tienen la habilidad para “secuestrar’ los radicales
generados durante la oxidacion, inhiben la propagacion de éstos, transfiriéndoles
protones o electrones. Hay una gran variedad de ensayos que permiten evaluar la
capacidad antioxidante, sin embargo, la mayoria de ellos se limita al analisis de
compuestos hidrofilicos. El ensayo de la capacidad equivalente al Trolox (TEAC) o
método de descoloracion del cation-radical ABTS ™, puede ser usado también en
sistemas hidrofébicos. Otro andlisis, que evalla la capacidad para atrapar
radicales tanto de sustancias hidrofobicas, como hidrofilicas, es el ensayo del
radical DPPH [17, 18].

1.3.4.1 Ensayo de descoloramiento del cation-radical ABTS". El efecto
protector de los aceites esenciales y de las sustancias de referencia se determiné
con base en el procedimiento descrito por Re R. et al. [17]. Este método se basa
en la medicidn de la habilidad de ciertos compuestos, con capacidad antioxidante
para atrapar radicales, en este caso ABTS™, el cual absorbe a una longitud de

onda de 734 nm.

La solucion del ABTS™ es de color azul, la adicion de un compuesto antioxidante
hace que se descolore, con la consiguiente disminucion de su absorbancia. La
actividad antioxidante de las sustancias de prueba se comparé con la actividad del
Trolox, un compuesto analogo a la vitamina E, pero soluble en agua. En la Figura
8, se muestran estructuras de estos dos compuestos. Todos los datos
espectroscépicos fueron obtenidos en un espectrofotometro Jenway 6300 (Jenway
Ltd. Felsted, Dunmow, U.K), en todos los casos se usaron cubetas plasticas

desechables (1 cm x 1 cm x 4,5 cm).



Figura 8. Estructuras quimicas de la vitamina E y de su anélogo hidrosoluble,

Trolox.

= = CHs
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El catién-radical ABTS™ fue preparado asi: 38.5 mg de ABTS™ se disolvieron en
agua bidestilada (10 mL), luego, se adicioné de persulfato de potasio (6.90 mg). La
solucion final se dejo reaccionar durante 20 horas a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Posteriormente, una alicuota de la solucion del ABTS* se diluyé en
etanol hasta conseguir una absorbancia de 0.70 (x 0.20) a 734 nm. Los aceites
esenciales se prepararon en tres concentraciones diferentes, dependiendo del

grado de actividad, usando etanol como solvente.

La absorbancia se midié exactamente seis minutos después de la adicion de una
alicuota de Trolox (10 L, 3,3 - 13,3 uM) o de cada uno de los posibles agentes
“secuestradores” de radicales, a la solucién diluida del catién-radical ABTS™
(1,5 mL).

El efecto protector se estimé con respecto a la capacidad antioxidante equivalente

al Trolox (TEAC). Este se define como la concentracion de Trolox (mM) que tiene
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la capacidad antioxidante equivalente a la sustancia bajo estudio en concentracion
de 1.0 mM. En el caso de los aceites esenciales, su capacidad de atrapar
radicales se determind como la actividad antioxidante total (Total Antioxidant
Activity, TAA), expresada como mmol de Trolox por kilogramo de aceite esencial.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado, al igual que los blancos de

solvente.

1.3.4.2 Ensayo de descoloramiento del radical DPPH'. El efecto antioxidante
de los aceites esenciales y de las sustancias de referencia se realizé de acuerdo
con el procedimiento descrito por Brand-Williams et al. [18]. La solucién de DPPH'
es de color violeta y la adicion de una sustancia antioxidante hace que ésta se
descolore. Para este ensayo se siguio la siguiente metodologia: a una solucion de
DPPH' (80 uM, 2.5 mL) en metanol, se le adicionaron 0,5 mL de cada uno de los
compuestos con posible capacidad “secuestradora” de radicales. Inmediatamente
después, se midio la absorbancia a 514 nm a0, 5, 10, 15 min y luego cada 15 min,
hasta la obtencion del estado estacionario en la reaccion, es decir, cuando la
absorbancia de la solucién sea constante. La concentracion inicial exacta del
DPPH: en el medio de reaccion, se determind mediante una curva de calibracion
de soluciones de DPPH medidas a 514 nm, en concentraciones de 2.5, 5.0, 7.5,
10, 25, 50 y 100 pM. La capacidad de atrapar radicales se expresd como el
namero de moles de sustancia antioxidante necesario para disminuir la
concentracion inicial del radical DPPH en un 50% y se calculd6 como la
concentracion efectiva ECso, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

EC.. = Concentragon de antioxidarte enel estadoestacionaro
> Concentragonde DPPH, _,

La concentracion del antioxidante en el estado estacionario es aquella a la cual la

absorbancia medida a través del tiempo no cambia o es menor de 10 %, y la



concentracion del radical DPPH'=, es la concentracion inicial medida antes de
agregar la sustancia antioxidante. La capacidad de atrapar el radical DPPH se
determiné con base en una gréafica de porcentaje remanente de DPPH Vs tiempo
de reaccion, en funcién de la relacion molar antioxidante/DPPH (mmol de

antioxidante/mmol DPPH).
1.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

El andlisis cromatografico de las muestras se realiz6 en un GC HewlettPackard
(HP) 5890A Series Il, equipado con un puerto de inyeccion split/splitless
(250 °C, relacion de split 1:30) y un detector de ionizacion en llama (FID)
(250 °C). Los datos cromatograficos fueron adquiridos y procesados con un
programa HP ChemStation HP Rev. A.06.03 [509]. Para la separacion de
mezclas se usaron dos columnas capilares, apolar HP -5 (Hewlett-Packard), de
60 m x 0.25 mm, D.I. x 0.25 pm, d;, con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano); y polar, INNOWAX (HP), con fase estacionaria entrecruzada
e inmovilizada de poli(etilenglicol), de 50 m x 0.20 mm, D.I. x 0.20 ym, d¢. La
temperatura del horno fue programada de 40 °C (15 min) hasta 250 °C @ 5 °C
min?, para la columna apolar, HP-5; y de 50 °C (5 min) hasta 200 °C @ 4 °C
min?, para la comuna polar, INNOWAX. El gas de arrastre empleado fue helio
(99.995 %, Aga-Fano S.A.), con una presion de entrada en la cabeza de la
columna de 200 kPa y una velocidad lineal de 26 cm s*. El gas auxiliar fue
nitrégeno (99.995%, Aga-Fano S.A.), con una velocidad de flujo de 30 mL min™.
Las velocidades de flujos para gases de combustién del FID, el aire y el
hidrégeno, fueron de 300 y 30 mL min?, respectivamente. El volumen de los

extractos inyectado fue de 1.0 pL.
Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones con

energia de 70 eV, en un cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus

acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973,
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equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250 °C, relacion split de
1:30), un inyector automatico Agilent 7863, un sistema de datos (HP
ChemStation 1.05), incluyendo las bases de datos NBS 75K, WILEY 138K y
NIST 98. Se usO una columna capilar de silice fundida, HP-5MS de 50 m

x 0.25 mm D.I., con fase estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) de 0.25 pm
de grosor. El gas de arrastre fue helio (99.995%, Aga Fano, S.A.), con una
velocidad lineal de 35 cm.s™. La temperatura del horno fue programada de

40 °C (15 min) hasta 250 °C (15 min) @ 5 °C min™. Las temperaturas de la
camara de ionizacion yde la linea de transferencia se mantuvieron a 230 y

285 °C, respectivamente. Los espectros de masas y corrientes ionicas
reconstruidas (TIC) se obtuvieron en un cuadrupolo, por medio de barrido
automatico de frecuencia (full scan) @ 4.75 scan s, en el rango de masas de
m/z 40-350. La homogeneidad de cada pico cromatografico fue revisada,
obteniendo fragmentogramas de masas, basados en iones caracteristicos de
cada compuesto. La Figura 9 muestra el equipo GC/MS utilizado. Para la
identificacion de los compuestos se usaron algunos terpenos estandar,
analizados bajo las mismas condiciones instrumentales que las muestras,
espectros de masas e indices de retencién de Kovats de componentes, que se
compararon con los reportados en la literatura [19-23].

Los indices de retencion de Kovats se calcularon teniendo en cuenta los
tiempos de retencion de una serie homologa de patrones de hidrocarburos
desde G hasta Cyg (Bio-Rad, Sadtlerd, EE.UU.), corridos en el GC bajo las
mismas condiciones operacionales que los aceites esenciales, empleando las

columnas HP-5 e INNOWAX. Para su determinaciéon se usO la siguiente

férmula:
éty -tg U
l, =100 n +100 e———"y
étRN' tRn g

Donde:



Ik: indice de retencion del compuesto de interés;

n: numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto
de interés;

N: numero de &tomos de carbono del n-alcano que eluye después del
compuesto de interés, N>n;

trc: tiempo de retencién del compuesto de interés;

trn Y trn: tiempos de retencion de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto X.

Figura 9. Cromatografo de gases (6890N), acoplado a espectrometro de

masas (5973) Agilent Technologies), usado para el analisis de los aceites
esenciales, extractos y fracciones volatiles de las plantas bajo estudio.

La determinacién del hexanal, en forma de su derivado hidrazénico, C5-PFPH,

se llevo a cabo en un cromatografo de gases HP 5890 A Series Il, equipado con
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un detector de captura de electrones (ECD), operado a 280 °C, con una mezcla
metano:argén (10%) como gas auxiliar, a la velocidad lineal de 60 mL min'; con
una columna capilar HP-5 de 30 m x 0.25 mm, D.I. x 0.25 pum, d&, con fase
estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) y un puerto de inyeccion
split/splitless (250°C, relacion split 1:10). Se usé helio (99.995 %, Aga-Fano
S.A.), con una presién de entrada en la cabeza de la columna de 200 kPa y una

velocidad lineal de 26 cm.s™.

1.4.1 Fraccionamiento de aceites esenciales por cromatografia en
contracorriente. Para el fraccionamiento de los aceites esenciales se usé6 un
cromatografo en contracorriente  MLCCC (Multi-Layer Counter-Current
Chromatography) (Multilayer, PC. Inc., Potomac, USA), con una columna
analitica de poli(tetraflioretileno) (PTFE) (160 m x 1.6 mm, D.l.), con capacidad

para 350 mL. El aspecto general del equipo se presenta en laFigura 10.

El sistema de solventes usado fue acetonitrilofer-butiimetiléter/hexano
1.5:0.2:1.0 (v/v) para los aceites esenciales de A. triphylla, L. alba y X.
aromatica. Para el aceite esencial de L. armata la relacion de solventes fue
acetonitrilofter-butilmetiléter/hexano 1.0:0.2:1.5 (v/v). Los solventes fueron
mezclados y agitados fuertemente en un embudo de separacion, luego, se
separaron las dos fases formadas. A la fase superior se le llamo fase livianay a
la inferior fase pesada. Las separaciones se llevaron a cabo a una velocidad de
800 rpm. El modo de elucién fue “cabeza-cola”, empleando la fase liviana como
la fase estacionaria. La velocidad de flujo de la fase movil (fase pesada) fue de
1.5 mL/min, a excepcion de la que se us6 para el fraccionamiento del aceite
esencial de L. armata, i.e. 2.0 ml/min, para ésto se utilizé una bomba HPLC
Biotronik BT 3020. La cantidad de aceite esencial usado para cada corrida
cromatogréafica fue de 500 mg; los aceites se disolvieron en una mezcla 1:1 de
fases liviana y pesada, que se inyectd al sistema cromatografico por un loop.

Se recolectaron fracciones cada 5 mL empleando un fraccionador LKB Bromma
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2312 Redirac Il Current status; el detector fue un UV-Vis, LKB Bromma 2238
UVICORD S IlI, con una celda analitica de 254 nm. Los cromatogramas se
obtuvieron utilizando un registrador BBC GOERZ Metrawatt SE 120.

Figura 10. Cromatografo en contracorriente, utilizado para el fraccionamiento de

los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla y X. aromatica.

Las fracciones se recolectaron de acuerdo con la secuencia de salida de los
picos cromatogréaficos y como método complementario se us6 cromatografia en
capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography). Esta se realiz6 empleando
placas de TLC de gel de silice 60 F254 (Merck, Darmstadt, Alemania), de 20 cm
x 20 cm. Las muestras se aplicaron con capilares, en bandas de 5 mm de
separacion, a una distancia de 5 mm del borde de las placas. Estas se
desarrollaron con diclorometano en una camara de vidrio cerrada. Luego, las

placas se secaron y se revelaron con la mezcla de p-anisaldehido al 0,5% en



metanol: acido sulfurico: &cido acético (85:5:10) (RdH Laborchemikalien. GmbH

& Co, Seelze Alemania), luego se calentaron en una estufa a 110 °C por 1 min.

1.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA (LCso) DE
LOS ACEITES ESENCIALES FRENTE A LA ARTEMIA SALINA

Este ensayo fue realizado por el doctor Jesus Olivero y su grupo de investigacion
de Quimica Ambiental y Computacional de la Universidad de Cartagena
(Cartagena, Colombia). Las soluciones de los aceites esenciales fueron
preparadas en agua de mar, utlizando dimetilsulfoxido (DMSO, Merck,
Hohenbrunn, Alemania) como disolvente, teniendo en cuenta que la concentracion

final de éste no fuera mayor del 2% (v/v).

Para este ensayo, se colocaron 10 larvas de Artemia salina en 10 mL de las
soluciones de aceites. EIl control negativo fue realizado empleando DMSO. El
conteo de organismos muertos se llevo a cabo 24 y 48 horas después de
inoculadas las soluciones. Para cada aceite esencial fueron ejecutados cuatro

bioensayos.

El grado de toxicidad de una sustancia contra una poblacion de organismos se
expresa como concentracion letal media (LCsp) 0 dosis letal media (LDsp); €sto es,
la cantidad de sustancia requerida para causar la muerte del 50% de un grupo
representativo de la poblacion evaluada. La determinacién de las LCsy de los
aceites esenciales de L. armata, L. alba, A. triphylla, X. aromatica y S. brownei
frente a Artemia salina fue realizada por el método de analisis Probit, segun [24].
En este método, para calcular la dosis letal media de un producto debe
determinarse primero la curva de toxicidad o curva de regresion “dosis-
mortalidad”, es decir, aquella linea que relaciona las dosis que se ensayan con las
mortalidades que se obtienen [24].



1.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE MOLECULAS
SINTETICAS NITROGENADAS Y CALCULO MECANICO-CUANTICO DE
SUS PROPIEDADES ELECTRONICAS PARA CONSTRUIR UN MODELO
QSAR

En el Laboratorio de Sintesis Organica Fina (LSOF, CIBIMOL), dirigido por los
Dres. Vladimir Kouznetsov y Alirio Palma, de la Universidad Industrial de
Santander, se sintetizaron los compuestos nitrogenados estudiados en este
trabajo, a saber: tetrahidroquinolinas, bencilaminas, 2-benzazepinas y nitronas;
segun los procedimientos descritos por Rozo, W., 1995 [25], Urbina, J.M., 2001
[26]; Vargas, L., 1998 y 2000 [27,28], Rivero, J., 2000, 2002 y 2003 [29-31];
Salas, S., 1999 [32]; Mufioz, J., 1999 [33]; Sanabria, C.M., 2003 [34], Gémez,
S., 2003 [35] y Jaimes, J, 2004 [36]. En La Tabla 1 aparecen las estructuras de

los compuestos nitrogenados, sus nombres y referencias de sintesis.

La actividad antioxidante in vitro de estos compuestos sintéticos nitrogenados

se evalud, usando los siguientes ensayos:

Inhibicion del deterioro oxidativo de la emulsién de acido linoleico, midiendo
por HS-SPME el hexanal en la fase vapor, como marcador del avance del
proceso de peroxidacion, de acuerdo con la metodologia descrita en el
Numeral 1.3.2.

Capacidad de atrapamiento de radicales: este ensayo soOlo se pudo realizar
para 37 moléculas, puesto que en varios casos no hubo suficiente cantidad
de la muestra requerida para esta prueba. Se emplearon los métodos de
decoloracion del catiénradical ABTS™ y del radical DPPH, asi como esta

descrito en los Numerales1.3.4.1y1.3.4.2.



Tabla 1.

nitronas estudiados en la presente investigacion.

Derivados de bencilaminas, tetrahidroquinolinas, 2-benzazepinas y

4-(g-piridil)-1-buteno.

[30].

N° Estructura Nombre Referencia

1 4-N-Bencilamino -4- Rivero, J., 2000
= l\{ (a-piridil)-1-buteno. [30].

5 4-N-Bencilamino -4- Rivero, J., 2000
= l\\l (b-piridil)-1-buteno. [30].

3 4-N-Bencilamino -4- Rivero, J., 2000
= N ~ (g-piridil)-1-buteno. [30].

N
4% 4-N-(4-Metilbencilamino)- | Rivero, J., 2003
= |\\| N 4-(a-piridil)-1-buteno. [30].
P
5 4-N-(4-Metilbencilamino)- | Rivero, J., 2000
= l\{ 4-(b-piridil)-1-buteno. [30].
\@\/ /% 4-N-(4-Metilbencilamino)- | Rivero, J., 2000
6*
N




Continuacion de la Tabla 1.
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4-N-(2-Clorobencilamina)-
4-(b-piridil)-1-buteno.

X
7 N 4-N-(2-Clorobencilamino)- | Rivero, J., 2003
- 'l\l | 4-(a-piridil)-1-buteno. [30].
H N .~
Cl
X

Rivero, J., 2000
[30].

l©

Q ;
Ir—=
\,_/

4-N-(2-Clorobencilamina)-
4-(g-piridil)-1-buteno.

Rivero, J., 2000
(30]

\

4-N-(Bencilamina)-2-metil-
4-(a-piridil)-1-buteno.

Rivero, J. 2003
[30].

10*
~
N
\ N
H

4-N-(Bencilamina)-2-metil-
4-(b-piridil)-1-buteno.

Rivero, J., 2003
[31].

VAENY

12* N | N
I
H ~Z
Cl N

4-N-(4-Clorobencilamina)-
4-(b-piridil)-1-buteno.

Rivero, J. 2003
[30].
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©\/N ;O
\
H N =

N-Bencil-N-[a- (a-

Rivero, J., 2003

[36].

i3 piridil)bencillamina. [30].
N/
N
14% x N-[1 «(b-Piridil)-3- Rivero, J., 2003
= butenillbencenamida. [30].
(0]
15+ Fenil3-butenil-2- Jaimes, J., 2004
- metilanilina [36].
||\| AN
H
16 /@\ N-Alil-(1-fenil-3-butenil)- | Jaimes, J., 2004
= N AN 3-metilanilina [36].
H Jaimes, J., 2004
17* N 2-Alil-N-bencilanilina. Py




Continuacion de la Tabla 1.

H AN
Lo N 2-AlikN-bencil-4- | Jaimes, J., 2004
= metilanilina [36].
19+ N-Alil-N-bencil-4- | Jaimes, J., 2004
N : metilanilina [36].
20* (1-Fenil-3-butenil)- | Rivero, J., 2003
— 4-metilanilina [29].
I =
H
N
21 N 4-Alil-1-bencil-4N- | Sanabria, C.M.,
— fenilaminopiperidina 2003 [34].
N
I
H
H X
29 ,|\| N-Bencilamino-2- | Sanabria, C.M.,
== alilociclohexano. 2003 [34].
93* N-(1-Alilcicloheptil)- | Vargas, L., 1998

©uf©

bencilamina.

[27, 28].

69



Continuacion de la Tabla 1.

@:6

N-(21-Alilciclooctil)-

Vargas, L., 1998

*
24 bencilamina. [27, 28].
N
N-(4-Metilfenil)- (4-
o5 alil-1- Sanabria, C.M.,
=2 N bencilpiperidinil)-4- 2003 [33].
)\ acetamida.
o7 |
\©\ /\© A-AlFLbenci-AN- | gonapria, C.M.,
26 (4-metilfenilamino) 2003 [34
piperidina. [34]
/\© N-(4-Metilfenil)-N-
o7 (4-alil-1- Sanabria, C.M.,
- bencilpiperidinil-4) 2003 [34].
propanamida.
— 3-(a-Piridil)-5-metil-
o8 / 2,3,4,5-tetrahidro- | Rivero, J., 2003
= \N 1H-benzo-2- [29, 31].
'}' azepina.
H
— 3-(b-Piridil)-5-metik
2,3,4,5-tetrahidro- | Rivero, J., 2003
29 \ |< 1H-benzo-2- [29, 31].
'}' azepina.
H
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— 3-(g-Piridil)-5-metil-
30 N 2,3,4,5-tetrahidro- | Rivero, J., 2003
= \_7 1H-benzo-2- [29, 31].
’|\| azepina.
H
5-Metil-1,2,4,5-
31* tetrahidroespiro Salas, S., 1999
= (3H-2-benzazepina- [33].
N 3,1’-cicloheptano].
H
5,5-Dimetil-3-
30 N= (a-piridil)-1,2,4,5- | Rivero, J., 2003
N\ // tetrahidro-3H-2- [31].
N benzazepina.
H
5,5-Dimetil-3-
33 _ (b-piridil)-1,2,4,5- | Rivero, J., 2003
— \ /) tetrahidro-3H-2- [31].
N, benzazepina.
H
5,5-Dimetil-3-
34* T (gpiridil)-1,2,4,5- | Rivero, J., 2003
= N N tetrahidro-3H-2- [29-31].
N, benzazepina.
H
1,2,3,4-
Tetrahldrc_)qum_ollna- R0z0, W., 1995
35 4-metilespiro [25]
[quinolina-2- '
N )
ciclohexano].
H
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1,2,3,4-
Tetrahidroquinolina-
36 4,6-dimetilespiro Rozo, W., 1995
o [25].
[quinolina-2-
N ciclohexano].
H
1,2,3,4-Tetrahidro-6-
37 fluoro-4-metil espiro | Rozo, W., 1995
— [quinolina-2- [25].
N ciclohexano].
H
cl 1,2,3,4-Tetrahidro-6-
38 cloro-4-metil espiro | Rozo, W., 1995
= [quinolina-2- [25].
N ciclohexano].
H
1,2,3,4-Tetrahidro-8-
39 etil-4-metil espiro Rozo, W., 1995
- [quinolina-2- [25].
N ciclohexano].
H
1,2,3,4-Tetrahidro-8-
40 isopropil-4-metil Rozo, W., 1995
— espiro [quinolina-2- [25].
N ciclohexano].
H
i 6-Fl 4-metil-2
-Fluoro-4-metil-2- .
aL* propik1,2,3,4- U;%gi"[;é'\]""
N tetrahidroquinolina. '
{
H
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42
N
CHa

N-Metil-3,4-dihidro-4-

metil espiro Rozo, W., 1995
[quinolina-2- [25].
ciclohexano].
N-Acetil-3,4-dihidro-
4-metil espiro
43 [quinolina-2- ROZO’[;/g]" 1995
N ciclohexano]. :
02\
1,2,3,4-Tetrahidro-
44 4,6-dimetil espiro-[N- | Sanabria, C.M.,
- N acetil piperidina-4’-2- 2003 [34].
H N\C/O (1H)-quinolina).
|
C
N-Acetil-1'-bencil-4,6-
45 dimetil-3,4-dihidro- Sanabria, C.M.,
— N espiro [piperidina-4'2- 2003 [34].
)\ N (1H)-quinolina].
O
1'-Bencil-4-metil-3,4 -
46 dihidro-espiro Sanabria, C.M.,
- [piperidina-4’-2- (1H)- 2003 [34].
N quinolina].
I N
H
X
A7% 0 4-N-Bencilamino -4- Mufoz, J.M.,
- N (a-furil)-1-buteno. 1999 [33].
\ \
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X
48 o 4-N-b-Fenetilamino - Mufoz, J.M.,
_ |\{ \ 4-(a-furil)}-1-buteno. 1999 [33].
} /

49 ©\ S N-(2-Tienilmetil) Gomez, S., 2003
— N anilina. [35].

| |

H
N \©\ N-(2-Tienilmetil)-4- | Gémez, S., 2003
- metilanilina .

[35].

N

N-(2-Tienilmetil)-3-
metilanilina .

Gémez, S., 2003
[35].

OMe
5o N-(2-Tienilmetil)-3- | Gomez, S., 2003
== S anisidina. [35].
)
! /
53 S N-(2-Tienilmetil)-2- | Gdmez, S., 2003
- N anisidina. [35].
| |
OMe H
- ©\N S N-AI|I-N6-1g2i|-itr|]eanllmetll) Gémez, S., 2003
2= | ' [35].
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\
55* ©\ S 4-(N-Fenilamino)-4-a- | Gomez, S., 2003
— N \ tienil-1-buteno. [35].
|
I
AN
56* \©\ 4-(N-4-metilanilina)-4- | Gomez, S., 2003
— N \ S tienil-1-buteno. [35].
|
1Ly
\ .
N-Oxido del 4-N-- | oy a0 3. 2003
27 NG AN bencilamino-4-(a- (31]
| _ | piridil)-1-buteno. :
@) N .~
N-Oxido del 4-N- | o o6, 3., 2003
58 bencilamino-4-(b- 31]
piridil)-1-buteno. '
N-Oxido del 4-N-
bencilamino-4-(g- .
59 piridil)-1-buteno. R'Vef?éi’]-’ 2003
AN o
. N-Oxido del 4-N-(4- | oi 0 5 9003
60 N> AN metilbencilamino)-4- 31]
I | (a-piridil)-1-buteno). :
@) N~
X
N-Oxido del 4-N-(4- .
61 N X | metilbencilamino)4- Rlveroéi., 2003
= | | (g-piridil)-1-buteno). [31].
o N
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Cl .
N-Oxido del 4-N-(4- RiVero. J
62* clorobencilamino)-4-(g- 2003 [él]”
piridil)-1-buteno. '
N-Oxido del 4-N-(2- Rivero. J
63 clorobencilamino)-4-(b- 2003 [él].'
piridil)-1-buteno. '
N-Oxido del 4-N-(2- Rivero. ]
64 clorobencilamino)-4-(g- 2003 [él]"
S piridil)-1-buteno. '
Cl
N-Oxido del 4-N-(4- RIVero. J
65* _ metilbencilamino)4-(b- 2003 [él]”
piridil)-1-buteno. '
X
66+ N-Oxido del 1-alil-1-N- Rivero, J.,
— P N+ bencilaminociclohexano. 2003 [31].
| _
@)
N-Oxido del 4,5-dihidro-
67+ 3H-espiro[2- Rivero, J.,
— . benzazepina-3,1’- 2003 [31].
/N\ cicloheptano].
-
N-Oxido de la 10-etil-5- Rivero. .
68 metil-5a,6,7,8,10- 2003 [él].’
L = hexahidroacridina. '
N
|
o
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N-Oxido del 2-alil-1-
69 N- Rivero, J., 2003
o bencilaminociclohe- [31].
Xano.
/’1\-1\ _ \
O
N o \
N-Oxido del 4-N- _
2 ~ bencilamino-4-(-(a- R'Ver?éi]]-, 2003
furil)-1-buteno. .
N
/ + \O_

*Compuestos nitrogenados, cuya capacidad como atrapadores de radicales fue evaluada por los
métodos del catién-radical ABTS™ y del radical DPPH.

Para el estudio QSAR, que permite relacionar la estructura de las moléculas
sintéticas con su actividad antioxidante, se realiz6 el calculo de 89 descriptores
moleculares. Los descriptores de tipo estructural, topoldgico y geométrico se
obtuvieron empleando el programa computacional Moldes (Tartu State
University, Tartu, Estonia) y los electrostaticos y de energia usando el programa
Gaussian/98W, Version 5.0 (Gaussian Inc. Pittsburgh, PA, EE.UU). La
actividad antioxidante “tedrica” se correlaciond con los datos experimentales
obtenidos, mediante los métodos estadisticos de regresion lineal multiple (MLR)
y analisis de componentes principales (PCA), usando el programaSTATISTICA,
Version 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU).

La metodologia utilizada para la obtencién de los descriptores moleculares fue

la siguiente:



- Las estructuras de las moléculas fueron “dibujadas” empleando el ChemDraw
Ultra (Chemical Structure Drawing Standar) 1985-2001 del Programa Chem-
Office 2002 CambridgeSoft Corporation (Cambridge, MA, EE.UU.).

- Las estructuras se colocaron en archivo nuevo, usando el paquete SC Chem
3D Ultra (Molecular Modelling and Analysis) 2001 del programa
CambridgeSoft Corporation (Cambridge, MA, EE.UU.). Luego, se guardaron

bajo dos extensiones (.mol y .gjf).

- Los archivos .mol de cada molécula se importaron al programa Moldes (Tartu
State University, Tartu, Estonia). Con éste, se obtuvieron 84 descriptores
moleculares de tipo topogréfico, topologico, constitucional y geométrico.

- Los descriptores de tipo electrostatico y cuantico (momento dipolar, carga
sobre el nitr6geno, energia total, HOMO y LUMO) se obtuvieron mediante el
programa Gaussian 98W (Version 5.0, Gaussian Inc. Pittsburgh, PA, EE.UU.).
Para ésto, los archivos .gjf de cada molécula se importaron a un archivo del
programa TexPad (Helios Software Solutons, Chorley, England), donde se
copiaron las coordenadas de las moléculas. Luego, este archivo fue empleado
por el programa Gaussian/98W mediante el formalismo Hartree-Fock (HF)

usando el conjunto base 6-31G (d).

- Una vez obtenidos los descriptores moleculares, se realiz6 una combinacion
lineal de la actividad antioxidante de los compuestos sintéticos y cada una de
sus propiedades, por regresion lineal multiple (MLR), utilizando el programa
STATISTICA Version 6.0, (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EE.UU). Los
mejores parametros, escogidos mediante MLR, se correlacionaron con la
actividad antioxidante mediante la Ecuacion 1, que es una expresion
matematica generalizada que establece la correlacion entre la actividad

antioxidante y los descriptores moleculares.
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Actividad antioxidante = b, + Sb; xD; Ecuacion 1.

La contribucibn de cada descriptor en la prediccion de la actividad

antioxidante estuvo dado por un factor de pesob;.

Debido a las diferencias estructurales entre las 70 moléculas estudiadas, se
escogieron subgrupos de moléculas con caracteristicas estructurales
similares, estableciéndose de este modo un modelo matematico tipo actividad
antioxidante Vs descriptores, para cada subgrupo. Para esto, se siguieron

los siguientes pasos:

- Las moléculas se clasificaron en subconjuntos similares, segun su distancia
en el espacio formado por los primeros dos componentes principales

obtenidos del conjunto de 89 descriptores moleculares, empleando PCA.

- Se hallaron los coeficientes de regresion para la Ecuacion 1, con cada uno de
los conjuntos de descriptores moleculares obtenidos y para cada conjunto de
moléculas similares, segun el analisis de PCA. La capacidad de predicion de
cada modelo se representd por medio del coeficiente de correlacion multiple
R?,
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2. ANALISIS DE RESULTADOS

2.1 OBTENCION Y ANALISIS DE EXTRACTOS Y FRACCIONES VOLATILES
DE LAS PLANTAS AROMATICAS BAJO ESTUDIO

Las plantas de Lippia alba, Aloysia triphylla, Lantana armata, Xylopia aromaticay
Satureja brownei, utilizadas en esta investigacion, se recolectaron en diferentes
jardines de la ciudad de Bucaramanga (Santander). Solamente se usaron hojas y
tallos frescos en las extracciones. La identificacion taxondmica de las plantas se
llevé a cabo en el Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia (Bogotd). Los pliegos testigo de cada planta
guedaron depositados como muestra permanente en el Herbario Nacional

Colombiano (COL, Bogota), asi:

Lippia alba Mill. N.E. Brown., Fam. Verbenaceae, N° COL 480747. Clasificada

por el doctor J. L. Fernandez.

Lantana armata Schauer, Fam. Verbenaceae, N° COL 480749. Clasificada por

el doctor J. L. Fernandez.

Aloysia triphylla (H'er.) Britton, Fam. Verbenaceae, N° COL 480750.

Clasificada por el doctor J. L. Fernandez.

Satureja brownei (Sw.) Brig., Fam. Labiatae, N° COL 48751. Clasificada por el

doctor J. L. Fernandez.

Xylopia aromatica (Lam.) Mart., Fam. Annonaceae, N° COL 480748.

Clasificada por el doctor J. Murillo.



Para obtener una informacion completa acerca de la composicién quimica
metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles de las cinco plantas bajo
estudio, se emplearon las técnicas HD, MWHD, SDE y SFE. Ademas, para
evaluar mejor la composicién quimica de la fragancia natural de la planta, se
usaron métodos de aislamiento menos “invasivos”, i.e. las técnicas headspace
(S-HS, P&T, HS-SPME), donde el calor y el agua, que pueden eventualmente

inducir la formacién de artefactos durante la extraccién, fueron eliminados.

A continuacién, se exponen las principales caracteristicas de las plantas tratadas
y los resultados obtenidos sobre la naturaleza quimica de sus metabolitos

secundarios volatiles y semivolatiles.

2.1.1 Lippia alba Mill. N.E. Brown. La L. alba es una Verbenacea ampliamente
distribuida en Centro y Sur América, @nocida también como Lippia geniculata
HBK o Lantana alba Mill, sus nombres populares en Colombia son “Pronto alivio”
(Antioquia, Valle, Viejo Caldas), “Curatodo” y “Orégano de cerro” (Magdalena) [1,

2]. Enla Figura 11 se muestra una planta de L. alba.

Esta especie se ha empleado como estomacal y antiespasmaodica en infusion
teiforme; también se ha usado como sedante, desinfectante, diaforética y
emenagoga, antiinflamatoria, antihipertensiva, bactericida e insecticida [1-7]. La
planta se caracteriza por su intenso y penetrante olor y contiene de 0.1 a 1.2%
del aceite volatil. La composicion quimica del aceite esencial de L. alba depende
sensiblemente del origen geogréfico de la planta, las condiciones de su cultivo, la
edad y la parte de la planta empleada para la extraccion, y de algunos otros
factores geobotanicos; lo que evidencian los trabajos sobre la composicion
quimica de L. alba realizados en Cuba [8], Guatemala [9], India [10,11], Uruguay
[12] y Brasil [13-15].



Figura 11. Planta cultivada de Lippia alba Mill.,, N.E. Brown, utilizada en el

presente estudio.

2.1.1.1 Metabolitos secundarios voléatiles de L. alba. En la Figura 12
aparecen perfiles cromatograficos tipicos de metabolitos secundarios volatiles,
aislados por HD, MWHD, SDE y SFE, de hojas y tallos frescos de L. alba. En las
Tablas 2y 3, se registran los compuestos identificados y sus cantidades relativas
(%) en diferentes fracciones volatiles, obtenidas por métodos destilativos (HD,
MWHD), extractivos (SDE y SFE) y de headspace (S-HS, P & T y HS-SPME).
Mas de 30 sustancias en concentraciones relativas >0.05% se encontraron en el

aceite esencial, los extractos y en la fase vapor de la planta.
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Figura 12. Cromatogramas tipicos de extractos de Lippia alba, aislados por A.
HD; B. MWHD; C. SDE y D. SFE. Columna HP-5 (30 m), split 1:30, FID. Ver la
Tabla 2 para la identificacion de los picos.
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Tabla 2. Composicion quimica de los extractos de Lippia alba, obtenidos por

diferentes técnicas de extraccion.

b

Pico® Compuesto Tipo li Cantidad relativa®, %
NO
HP-5 Innowax HD MWHD SDE SFE

1 a-Pineno* M 935 1039 0.05+0.03 0.050+0.001 0.10+0.16  0.070+0.001
2 Canfeno M 949 1066 0.14+0.03 0.10+0.05 0.26x0.07 0.2£0.1
3 b- Mirceno* M 993 1157 0.405+0.003  0.35:0.01 0.53+0.04 0.3+0.1
4 Limoneno* M 1033 1204 32.6+0.8 29.60+0.04  36.90+0.07 23.9410.1
5 (Z)-b-Ocimeno M 1043 1250 0.11+0.03 0.16+0.03 0.11+0.06 0.12+0.01
6 Oxido de pineno MO 1052 1256 0.37+0.03 0.37+0.01 0.41+0.11 0.3+0.1
7 cis-Tuyona MO 1106 1562 0.18+0.04 0.21+0.05 0.13+0.04 0.2+0.1
8 Oxido de limoneno* MO 1133 1211 0.16+0.03 0.19+0.02 0.1+0.1 0.19+0.01
9 trans-Dihidrocarvona MO 1197 1602 0.12+0.05 0.08+0.07 0.1+0.1 0.18+0.03
10 Pulegona* MO 1205 1662 0.15+0.01 0.11+0.03 0.2+0.1 0.2+0.1
11 Carvona* MO 1259 1715 51.0+0.1 57.20+0.02 45.1+0.1 40.5+0.1
12 Piperitona MO 1347 1782 0.83+0.01 1.23+0.02 0.8+0.3 1.0+0.1
13 Geranial* MO 1270 1730 0.09+0.01 0.12+0.02 0.24+0.04 0.41+0.01
14 trans-Oxido de carvona MO 1282 1800 0.13+0.11 0.19+0.02 0.12+0.03 0.1+0.1
15 trans-Acetato de carveilo MO 1341 1777 0.09+0.02 0.10+0.03 0.4+0.1 0.1x0.1
16 Piperitenona MO 1347 1782 1.5+0.1 1.81+0.02 1.1+0.4 1.6+0.7
17 b-Bourboneno S 1391 1526 0.7+0.2 0.60+0.02 1.0+0.3 1.5+0.1
18 a-Copaeno S 1393 1520 0.40+0.05 0.22+0.03 0.5+0.2 0.6+0.1
19 b-Cubebeno S 1396 1544 0.6+0.1 0.35+0.02 0.6+0.5 0.5+0.1
20 g-Elemeno S 1426 1470 0.4+0.3 0.22+0.02 0.35+0.03 0.3+0.1
21 b-Cedreno S 1436 1470 0.3+0.1 0.22+0.02 0.26+0.03 0.4+0.1
22 trans-b - Cariofileno* S 1452 1618 0.20+0.02 0.13+0.09 0.17+0.02 0.310.1
23 a-Humuleno S 1460 1670 0.4+0.2 0.19+£0.01 0.5+0.3 1.0£0.1
24 b-Farneseno* S 1469 1695 0.3+0.2 0.24+0.01 0.4+0.3 0.8+0.1
25 allo-Aromadendreno S 1475 1662 0.1+0.1 0.12+0.02 0.2+0.2 0.3#0.1
26 Germacreno D S 1486 1720 0.1+0.1 0.12+0.02 0.1+0.1 0.3+0.1
27 Biciclosesquifelandreno S 1489 1760 7.3+0.3 4.79+0.09 8.9+0.4 21.8+0.1
28 Germacreno A S 1505 1769 0.4+0.1 0.28+0.02 0.5+0.3 0.9+0.1
29 b-Bisaboleno S 1508 1745 tr tr tr 0.11+0.03
30 Cubebol SO 1514 2010 0.15+0.02 0.11+0.04 0.14+0.06 0.3+0.1
31 d-Cadineno 1520 1785 tr tr tr 0.12+0.02
32 (B) -a-Bisaboleno S 1528 1790 tr tr tr 0.1+0.1
33 Oxido de cariofileno SO 1580 1965 tr tr tr 0.22+0.04
34 Germacreno B S 1596 1776 0.3+0.1 0.2+0.1 0.1+0.1 0.20+0.03
35 Oxido de humuleno SO 1605 1970 0.3+0.2 0.19+0.04 0.20+0.04 0.2+0.1
36 Cedranona SO 1620 2030 0.1+0.1 0.2+0.1 0.1+0.1 0.2+0.1
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37 epi-a-Muurolol SO 1641 2136 - - - 0.1+0.1

Continuacion de la Tabla 2.

38  Hidrocarburo, Ces - - - - - - 0.10+0.03
39  Hidrocarburo, Czs - - - - - - 0.12+0.01
M: Monoterpenos 33.3x0.4 30.2+0.1 37.9+0.2 24.6+0.1
MT: Monoterpenonas 54.0+0.2 60.7+0.1 47 +1 43.7+£0.9
MO: Monoterpenos oxigenados® 0.8+0.1 0.97+0.04 0.8+0.5 1+1
S: Sesquiterpenos 11.3+0.5 19.03+0.04 14+1 29.4+0.1
SO: Sesquiterpenos oxigenados © 0.9+0.2 05+0.1 0.42+0.07 1.1+0.1

a. Numero del pico en la Figura 12.

b. Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas HP-5 e Innowax.

c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en columna
HP-5, promedio de tres extracciones para cada técnica.

d.  Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

e. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr  Trazas.

* ldentificado por espectrometria de masas, usando sustancia patron.

La composicion de aceites esenciales de L. albay del extracto, obtenidos por HD,
MWHD y SDE, respectivamente, es muy similar. En cambio, en el extracto
aislado por SFE, se encontraron en mayor proporcion sesquiterpenos. La
fraccion altamente volatil, i.e. monoterpenos, se recuperd mejor por el método
SDE (ca. 38% Vs 33 y 30% para HD y MWHD), mientras que la técnica SFE
permitio aislar mas eficientemente los compuestos menos volatiles, ie.
sesquiterpenoides (ca. 30% Vs 11y 19% para HD y MWHD). EI método MWHD
fue el mas ventajoso en cuanto al tiempo de extraccion mucho mas corto (30 min;
rendimiento del aceite 0.70%), en comparacion con el HD convencional (2 horas;

rendimiento del aceite 0.69%), la composicion de ambos aceites obtenidos fue
practicamente la misma, como se aprecia en la Tabla 2.



La carvona (40-57%) fue el componente mayoritario en todos los aceites (HD,
MWHD) y extractos (SDE, SFE) de L. alba, seguido del limoneno (24-37%), el
biciclosesquifelandreno (2-22%), la piperitenona (1-2%), la piperitona (0.8-1.2%)
y el b-bourboneno (0.6-1.5). La L. alba colombiana es un quimiotipo nuevo, no
descrito previamente en la literatura, que se destaca por el alto contenido de la
carvona; mientras que los otros quimiotipos de esta planta, cultivados en India
[10,11], Uruguay [12] y Brasil (S&o Paulo) [15], poseen el linalool como
compuesto mayoritario (55-85%). En el aceite esencial de L. alba de Guatemala

prevalecen el limoneno (44%) y la piperitona (31%) [9].

Para evaluar la composicién quimica de la fragancia natural de la planta, se
usaron también métodos headspace (S-HS, P&T y HS-SPME). La composicion
de las fracciones volatles de L. alba depende del método de headspace
empleado. La técnica headspace estatico, tal vez, refleja mejor el olor propio de
la planta, tal como lo percibe la nariz; los métodos de headspace dindmico y HS-
SPME incluyen la etapa de concentracion y, por ende, la composicion de las
fracciones volatiles obtenidas dependera notoriamente de los tiempos de purga
(P&T) y de la exposicion de la fibra (HS-SPME), respectivamente [16].

En la Figura 13 se muestran perfiles cromatograficos tipicos de las fracciones
volatiles aisladas por las técnicas headspace (S-HS, P&T, HS-SPME). Como se
puede observar en la Tabla 3, el numero de componentes aislados por los
métodos HS es menor que el obtenido por las técnicas extractivas (Tabla 2). El
compuesto principal en las fracciones volatiles fue el limoneno (27-77%), seguido
de carvona (14-30%), el biciclosesquifelandreno (1-33%) y el b-bourboneno (0.5-
6.5%). ElI método S-HS extrajo predominantemente los compuestos mas

volatiles, i.e. monoterpenos, y sus analogos oxigenados.
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Figura 13. Composicién quimica de la fragancia de Lippia alba, obtenida por
diferentes métodos headspace A. HS-SPME; B. P&T y C. S-HS. Columna HP-5
(30 m), split 1:30, FID. Ver laTabla 3 para la identificacién de los picos.
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Tabla 3 Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales compuestos
encontrados en las fracciones volétiles de L. alba, obtenidos por P&T, S-HS y HS-
SPME.

) Headspace
Z‘g‘; Compuesto Tipo
P&T S-HS SPME
1 a -Pineno* M 0,16 + 0,01 062 + 0,01 tr
2 Canfeno M 04 + 01 0,88 + 0,04 0,20 + 0,02
3 b-Mirceno* M 08 + 0,1 1,1 £ 01 0,3 = 0,2
4 Limoneno* M 62,7 + 0,6 77 £ 2 26,7 £ 01
5 (Z)b-Ocimeno M 0,18 =+ 0,02 0,63 + 0,05 0,28 + 0,01
6 Oxido de pineno MO 06 = 01 tr tr
7 Tujona MO 0,38 + 0,01 tr tr
8 Oxido de limoneno* MO 02 + 011 tr tr
9 trans-Dihidrocarvona MO 02 += 01 tr 02 + 01
10 Pulegona* MO 0,21 + 0,02 tr 08 + 04
11 Carvona* MO 298 + 09 139 + 05 15,45 + 0,05
12 Piperitona MO 05 = 01 0,39 + 0,01 03 + 01
13 Geranial* MO 010 + 0,03 0,35 + 0,01 tr
14  trans-Oxido de Carvona MO 011 =+ 0,02 0,30 = 0,01 tr
15 trans-Acetato de carveilo MO 008 * 0,01 059 = 0,01 0,21 + 0,05
16 Piperitenona MO 043 + 0,04 0,31 + 0,01 04 £ 01
17 b-Bourboneno S 05 + 0,1 0,49 + 0,02 6,5 £+ 03
18 a -Copaeno S 01 + 0,1 tr 0,66 + 0,04
19 b -Cubebeno S 0,20 + 0,01 tr 2 £ 1
20 Elemeno S 0,18 * 0,05 tr 0,2 =+ 01
21 Cedreno S 0,18 =+ 0,01 tr 20 = 01
22 trans-b -Cariofileno* S 011 + 0,01 tr 18 + 04
23 a-Humuleno S 0,14 + 0,05 tr 0,72 £+ 0,03
24 b-Farneseno* S 01 + 0,1 tr 49 + 0,2
25 alloAromadendreno S 0,07 + 0,01 tr 1,38 + 0,02
26 Germacreno D S 0,11 =+ 0,05 tr 04 + 03
27 Biciclosesquifelandreno S 1,14 + 0,01 22 £ 05 32,7 £ 04
28 Germacreno B S 0,12 =+ 0,05 tr 06 = 01
29 b-Bisaboleno S tr tr 0,38 + 0,04
30 Cubebol SO 0,05 + 0,01 tr tr
33 Oxido de cariofileno SO tr tr 03 £ 02
M: Monoterpenos 643 + 0,8 805 + 0,1 275 £ 03
MT: Monoterpenonas 31 +1 146 += 0,6 17,2 + 05
MO: Monoterpenos oxigenados”® 11 £ 0,1 1,20 + 0,01 0,2 + 01
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Continuacion de la Tabla 3.

0.1 546 + 0.6
0,2

S: Sesquiterpenos 29 + 01 2.6

I+

I+

SO: Sesquiterpenos oxigenados® 0,10 + 0,01 0,3

a. Numero del pico en la Figura 13.
Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.

c. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr Trazas.

*  |dentificado por espectrometria de masas usando compuesto estandar.

La composicién de la fraccidon volétil de L. alba, aislada por HS-SPME, dependi6
en gran medida del tiempo de la exposicién de la fibra, tal como se puede
observar en la Figura 14, donde se aprecia que a mayor tiempo de exposicion, se
extrajo mayor cantidad de componentes y, ademas, la fraccion aislada se saturaba
progresivamente con sustancias menos volatiles, i.e. sesquiterpenos, que poseen
coeficientes de distribucion, Kp, mas altos que los monoterpenos, pero sus

volatilidades y velocidades de difusion son mas bajas.

La diferencia en la composicion quimica de los aceites esenciales y los extractos
se ilustra en la Figura 15, en la cual los resultados de las Tablas 2 y 3, fueron
agrupados por familias de compuestos. Los monoterpenos y monoterpenonas
predominaron en las fracciones volatiles de L. alba obtenidos por métodos
headspace. La mejor recuperacion de monoterpenos y sus analogos oxigenados
se logré con las técnicas HD y MWHD, mientras que los sesquiterpenoides se

aislaron en mayor proporcion, usando la técnica SFE.

En la Tabla 4 se comparan los principales compuestos encontrados en el aceite
esencial de L. alba colombiana [16] con los obtenidos en los aceites de L. alba
cultivada en otros paises, a saber: Cuba [8] y 3 municipios diferentes de Brasil
(Belterra, Santamaria y Chaves) [14]. EIl aceite esencial de L. alba cubana se
extrajo de las partes aéreas de la planta (hojas, tallos y flores), secas y molidas,

usando el método de hidrodestilacion durante 3 horas; para obtener el aceite



esencial de L. alba de las tres provincias del Brasil, se emplearon también las
partes aéreas de la planta seca y la extraccion se llevé a cabo por el método de
destilacion por arrastre con vapor (4 horas); en el presente trabajo se utilizaron las
hojas y tallos finamente picados de la planta fresca, y para la extraccion del aceite
esencial se uso la técnica de hidrodestilacion (HD y MWHD, durante 2 horas y 30
min., respectivamente). Los datos obtenidos ilustran las diferencias en la
composicion quimica de los aceites, que depende del origen geogréafico de la
planta, las condiciones de su cultivo, la edad y la parte de la planta empleada

para la extraccion y de algunos otros factores geobotanicos [3,16-18].

Figura 4. Cantidad relativa (%) de los componentes principales, aislados por
SPME de la fase vapor, de la planta fresca de Lippia alba, en funcién del tiempo de
exposicion de la fibra (PDMS, 100 pm).
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Figura 15. Distribucion de las principales familias de los compuestos en los aceites
esenciales, extractos y fracciones volatiles de L. alba, obtenidos por los diferentes

métodos. M: Monoterpenos, MT: Monoterpenonas, MO: Monoterpenos oxigenados,
S: Sesquiterpenos, SO: Sesquiterpenos oxigenados.
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Tabla 4. Composicion del aceite esencial de Lippia alba de diferentes origenes

geograficos.

Cantidad relativa, %

Compuesto Brasil cuba Bucaramanga,
Santamaria Belterra Chaves Colombia
1,8-Cineol 35 _ 3 _ _
Limoneno 18 32 1 6 29-32
Carvona 9 32 _ 4 51-57
Sabineno 8 0.7 1 0.01 _
b-Mirceno 37 11 _ 0.3 ca.0.4
Linalool 0.7 0.7 4 1 _
Neral _ _ 14 _ _
Geranial _ _ 23 _ ca. 0.1
Germacreno D _ 21 25 _ ca. 0.1
trans - b-Cariofileno 0.5 _ 10 1 0.1-0.2
b-Guaieno _ _ _ 10 _
Piperitona 04 _ _ 4 0.8-1.2
Piperitenona _ _ _ 8 12
Biciclosesquifelandreno _ _ _ _ 4-7
b-Bourboneno 0.5 3 0.6-0.7

Para apreciar mejor la influencia del método de aislamiento sobre la composicién final
de las fracciones volatiles, obtenidas por las diferentes técnicas extractivas (HD,
MWHD, SDE y SFE) y de headspace (S-HS, P & Ty HS-SPME), se aplicé el analisis
estadistico de componentes principales, PCA. El analisis comparativo de los
diferentes extractos de L. alba indica que mas del 90% de la informacién de las
Tablas 2 y 3, puede ser representada por un subespacio de tres coordenadas
(componentes principales), construido con base en las combinaciones lineales de las
concentraciones relativas de los componentes presentes en los diferentes extractos,

tal como se aprecia en laFigura 16.
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Figura 16. Representacion grafica de las composiciones relativas de fracciones
volatiles, aisladas de la planta fresca de L. alba por diferentes métodos de
extraccion, en el espacio formado por los primeros tres componentes principales: A.
Factor 1 Vs Factor 2. B. Factor 2 Vs Factor 3. Véase el Anexo 2 (Tabla 1) para las

contribuciones de los componentes en cada uno de los Factores.
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La Figura 16 muestra que € Factor 1 involucra el 56% de la informacion y esta
representado por el 6xido de limoneno, p-ocimeno, tuyona, pulegona piperitona y
trans-acetato de carveilo, y sesquiterpenos (-bourboneno, b-cubebeno, cedreno,
trans-cariofileno, allo-aromadendreno, etc). El Factor 2 corresponde al 35% de la
informacion y estd conformado por pineno, canfeno, mirceno, limoneno; cetonas
(carvona, piperitona, piperitenona), otros compuestos oxigenados (O0xidos de
carvona Yy limoneno) y sesquiterpenos (a-copaeno, elemeno, a-humuleno,
germacreno A, biciclosesquifelandreno) La principal contribucién al Factor 3, que
constituye el 7% de la informacion, la hacen el geranial, cadineno, germacreno D,
cubebolg-bisaboleno y epi-a-muurolol. En el Anexo 2 (Tabla 1) aparecen las
contribuciones de las diferentes sustancias quimicas correspondientes a cada uno
de los factores. Como se puede observar en la Figura 16, la proximidad de los
puntos correspondientes a los métodos HD, MWHD y SDE, confirma la similitud de
las composiciones obtenidas por estas técnicas (Tabla 2), asi como las diferencias
composicionales notorias con los métodos headspace (e.g. HS estatico Vs HS

dinamico).

2.1.2 Aloysia triphylla (L'Hérit.) Britton. Esta planta se conoce también como
Aloysia citriodora Ortega ex Pers., Verbena triphylla L'Héritier y Lippia citriodora
Kunth; popularmente se llama “Limon verbena”, “Cidron” o “Cedrén”, “Verbena”,
“Yerba Luisa” o “Hierba de la princesa”, segun el pais o la region [1, 2]. Es una
planta espontdnea de América del Sur, originaria, posiblemente, del Perq,
cultivada, por ser medicinal y ornamental, en solares y jardines de los climas frios
y templados con bastante luz solar; se caracteriza por emanar una intensa y
agradable fragancia de limén. La infusidbn o decoccion de las hojas de esta
especie se usa en medicina popular como antiespasmddica, tranquilizante,

calmante nervioso, expectorante, estomacal y antipirética [1, 2, 7].

En varios trabajos se reportan propiedades biologicas del aceite esencial de A.

triphylla y/o algunos de sus componentes, a saber: antidiarreica [19], antimicotica



[20], psicotropica [21], analgésica y anti-inflamatoria [7, 22]. En la Figura 17 se

muestra la planta de A. triphylla.

Figura 17. Planta de Aloysia triphylla (L’'Hérit.) Britton.

2.1.2.1 Metabolitos secundarios volétiles de A. triphylla. En la Figura 18, se
observa un perfil cromatografico tipico del aceite esencial de A. triphylla colombiana,
obtenido por hidrodestilacion. En el cromatograma se destacan dos picos
principales, correspondientes al neral y geranial, isbmeros geométricos del citral, y
un poblado grupo de sefiales caracteristicas de sesquiterpenos (tg >34 min). En los
extractos de A. triphylla colombiana, obtenidos por HD, MWHD, SDE, y SFE se
identificaron 37, 35, 38 y 37 metabolitos secundarios, respectivamente, en
concentraciones superiores a 0.1%, asi como se aprecia en la Tabla 5, donde se
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reportan las cantidades relativas (%) y la identificacion con base en indices de

Kovats y espectros de masas de los componentes aislados.

Figura 18. Perfil cromatografico tipico del aceite esencial de A. triphylla, obtenido
por hidrodestilacion; istd = n-tetradecano. Columna HP-5 (30 m), split 1:30, FID. La
identificacién de los picos se reporta en laTabla 5.
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El principal compuesto encontrado en todos los extractos fue el geranial (33-38%),
identificado por comparacion de su espectro de masas con el de compuesto patron.
Otros compuestos encontrados en alta proporcion, fueron el neral (19-22%), nerol
(1-5%), geraniol (2-6%), los sesquiterpenoides ar-curcumeno (3-5%),
biciclosesquifelandreno (1-2%), espatulenol (3-4%), nerolidol (1-2%), trans-b-

cariofileno (3-5%) y su 6xido (ca. 1%) (Véase Tabla5).
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Tabla 5 Composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles de A. triphylla,

aislados por métodos extractivos.

>
I

Cantidad relativa, % °©

P’i\iooa Compuesto Tipo
HP-5 Innowax HD MWHD SDE SFE
1 a-Fencheno M 951 1070 0,12 + 0,02 tr 0,21 £+ 004 0,10 * 0,01
2 1-Octen-3-al HO 979 1415 0,55 + 0,01 050 + 0,01 16 + 0,1 24 + 01
3 6-Metil-5-hepten-2-ona HO 984 _ 0,37 £+ 0,01 tr 21 + 0,2 tr
4 3-Octanol HO 996 1519 0,14 + 0,02 tr 03 = 0,2 tr
5  Limoneno* M 1032 1204 06 +0,1 0,60 + 0,01 6 + 1 33 = 0.2
6 1,8-Cineol* MO 1036 1228 0,40 + 0,01 019 + 0,01 1,7 + 0,6 1,30 + 0,03
7  cis-b-Ocimeno* M 1046 1250 022 £002 030 * 001 0,21 + 005 0,16 =+ 0,01
8  Linalool* MO 1099 1508 039 +£+005 040 * 0,01 044 + 001 021 = 0,01
9  cis-Fotocitral MO 1140 1613 021 +005 050 * 0,03 0,32 + 001 0,16 =+ 0,03
10 trans-Fotocitral MO 1149 1572 09 £03 0,60 + 0,02 1.0 + 01 0,60 + 0,02
11 Mentol MO 1174 1614 05 +01 0,70 + 0,03 04 = 0,1 0,18 + 0,03
12 Terpinen-4-ol* MO 1180 1630 06 +0,2 055 + 0,04 15 + 05 048 + 0,02
13  a-Terpineol* MO 1192 1730 0,69 + 0,01 06 * 01 0,68 + 0,04 03 * 01
14  Dihidrocitronelol MO 1198 1750 1,20 + 0,02 1,7 + 01 14 + 0,1 080 + 0,01
15  Nerol* MO 1226 1755 47 £0,1 41 = 0,3 51 + 04 1,75 + 0,08
16 Neral* MO 1242 1682 19 +1 20 + 1 20 + 2 219 =+ 03
17  Geraniol* MO 1251 1795 54 +0,2 56 £ 05 59 £ 05 1,94 + 0,03
18 Geranial* MO 1271 1728 38 £ 2 38 £ 2 33 = 2 340 = 04
19 cis-Acetato de verbenilo MO 1283 1690 0,72 £0,02 070 + 0,05 07 + 0,1 090 =+ 0,05
20 a-Copaeno S 1385 1526 029 £+001 020 * 0,05 0,30 + 001 027 + 0,04
21  b-Bourboneno S 1394 1520 1,20 + 0,01 14 + 01 05 + 01 14 + 0,3
22  trans-b-Cariofileno* S 1431 1618 28 £0,1 31 £ 0,1 26 = 06 540 = 0,01
23 b-Copaeno S 1437 1628 05 +0,1 05 0,1 0,20 £+ 003 020 + 0,04
24  a-Aromadendreno S 1439 1662 0,75 £ 0,01 0,80 + 0,02 0,5 = 0,2 0,60 *= 0,01
25  ar-Curcumeno S 1481 1775 3,09 + 0,05 40 + 05 3+ 2 48 + 0,2
26  Biciclosesquifelandreno S 1487 1760 1,31 + 0,03 15 + 0,1 2+ 1 24 + 05
27  Biciclogermacreno S 1508 1768 34 +0,1 34 = 0,6 15 £ 05 0,7 £ 01
28 ¢ Cadineno S 1514 1770 0,71 + 0,01 06 + 01 05 + 01 050 + 0,01
29  b-Sesquifelandreno S 1527 1787 0,58 + 0,01 047 + 0,01 0,34 £+ 001 370 += 0,05
30  Nerolidol* SO 1564 2040 2,26 + 0,01 24 + 0,3 1,35 + 003 230 + 0,03
31 Espatulenol SO 1592 2150 36 £0,5 3+ 1 2,7 £ 05 26 = 01
32  Oxido de cariofileno SO 1599 1965 110 + 0.04 07 + 0.1 12 + 0.1 050 + 0.01
33 Cedranona SO 1617 2030 050 £ 0.01 030 * 0.05 04 + 0.1 01 + 01
34 g-Eudesmol SO 1626 2240 15 +01 12 + 01 06 =+ 03 05 + 0.1
35 a.Muurolol SO 1646 2147 03 £0.1 025 + 0.01 04 £ 03 022 + 0.05
36 a-Cadinol SO 1654 2224 050 +0.01 040 * 0.07 04 = 0.1 03 * 01
37  Cariofilenol SO 1664 2036 0.20 + 0.01 020 + 0.03 0.20 £+ 003 050 =+ o0.07
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Continuacion de la Tabla 5.

38 N.L, CisHas - - - 040 =+ 0.01 0.30 + 004 0.20 = 0.03 0.10 + 0.04
39  N.L, CisHzs - - - tr tr tr 0.60 = 0.01
40  N.L,CisH2a - - - tr tr tr 18 = 0.1
HO: Hidrocarburos oxigenados 10 = 0.1 0.50 * 0.01 40 +* 05 24 = 0.6
M: Monoterpenos 09 + 0.1 09 = 01 6.2 £+ 0.6 36 = 04
MO: Monoterpenos oxigenados 73 + 2 77 + 3 72 + 1 66.0 £+ 0.9
S: Sesquiterpenos 15 + 1 16.0 + 0.8 109 + 0.8 200 £ 05
SO: Sesquiterpenos oxigenados 104 + 0.9 9.0 £ 05 75 £ 05 95 £ 05

a. Numero de pico en la Figura 18.
indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas HP -5 e Innowax.
c. Promedio de tres extracciones independientes.
tr  Trazas.
*  Identificado por espectrometria de masas usando compuesto patron.
N.l. No identificado.

Las composiciones relativas de las fracciones volatiles, obtenidas por las técnicas
extractivas HD, MWHD, SDE y SFE, son bastante similares entre si, pero diferentes
a las aisladas por los métodos headspace. EI método S-HS, que se basa en el
estudio de un equilibrio establecido entre los volatiles presentes en la planta y en su
fase vapor, i.e., su perfume emanado, permite reflejar mas fielmente la composicién
del olor propio de la planta. La técnica S-HS de A. triphylla mostr6 el predominio en
la fase vapor de los monoterpenoides, a saber: limoneno ¢€a. 30%), 1,8-cineol
(13%), geranial (9%) y neral (6%), junto con otros compuestos oxigenados volatiles,
e.g. 3-octanol (4%), linalool (2.8%) y mentol (0.5%). EIl estudio de headspace de
plantas aromaticas tropicales puede servir de base para la creacion de aromas y
perfumes exaticos en un mercado de nuevas fragancias, tan sofisticado y altamente

competitivo.
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Tabla6. Cantidad relativa (%) de los metabolitos secundarios volatiles en las

fracciones de A. triphylla obtenidas por diferentes técnicas headspace.

P,\'Iff Compuesto P&T S-HS HS-SPME
1 a-Fencheno 02 = 01 26 = 03 tr
2 1-Octen-3-ol 169 + 0.02 tr 09 + 04
3 6-Metil-5-hepten-2-ona 322 + 004 tr 05 + 04
4 3-Octanol 0,23 +* 0.01 41 = 0.8 09 + 0.2
5 Limoneno 9.73 * 007 29 = 5 9 + 1
6 1,8-Cineol 230 = 001 13 £ 1 6 = 1
7 cis-b-Ocimeno tr 1,7 = 06 tr
8 Linalool 0,72 + 0.02 28 = 04 07 + 0.2
9 cis-Fotocitral 0,60 = 0.05 2 £ 1 tr
10  trans-Fotocitral 032 = 0.02 tr tr
11 Mentol 031 + 001 05 * 01 08 * 01
12  Terpinen-4-d 0,80 +* 0.01 tr 44 + 0.7
13  a-Terpineol 03 = 0.1 tr 71 = 0.2
14  Dihidrocitronelol 250 = 001 5 = 1 06 + 04
15  Nerol 10 + 01 1,1 + 0.2 08 + 0.1
16 Neral 22 = 1 6 = 1 14 + 5
17 Geraniol 3,20 £ 0.02 32 £ 01 13 + 0.2
18 Geranial 27 £ 2 9,2 £+ 0.2 18 + 2
19  cis-Acetato de verbenilo 032 = 001 1,00 = 0.04 5 = 3
20 a-Copaeno 091 + 001 0,8 + 0.8 3 + 1
21  b-Bourboneno 0,71 £+ 001 tr 4 + 1
22  transb-Cariofileno 38 = 03 3,80 £ 0.05 5 = 2
23 b-Copaeno 1,2 + 01 tr 022 + 0.05
24  a-Aromadendreno 020 +* 0.01 tr 03 = 01
25  ar-Curcumeno 451 = 004 23 + 0.2 6 = 2
26  Biciclosesquifelandreno 23 = 01 19 £+ 0.1 5 + 1
27  Biciclogermacreno 0,30 + 0.04 + 35 = 05
28 ¢ Cadineno 1,10 = 0.02 tr 24 = 0.7
29  b-Sesquifelandreno 1,21 + 001 tr 05 = 0.2
30  Nerolidol 3 £ 1 tr 060 =+ 0.01
31  Espatulenol 40 + 04 tr 07 = 01
32 Oxido de cariofileno 033 = 001 tr tr
33  Cedranona 03 = 01 tr tr
34  g-Eudesmol 047 + 0.01 tr tr
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Continuacion de la Tabla 6.

HO: Hidrocarburos oxigenados 19 + 05 4 + 1 14 + 04
M: Monoterpenos 10 + 1 34 + 4 9 + 1
MO: Monoterpenos oxigenados ” 64 + 3 53 + 1 61 + 5
S: Sesquiterpenos 6 £ 1 9 + 1 29 = 2
SO: Sesquiterpenos oxigenados® 8 =+ 1 1 = 1

a. Numero del pico en la Figura 18.
Oxidos, aldehidos, alcoholes y acetatos.
c. Oxidos, alcoholes y cetonas.

tr Trazas.

Los métodos P&T y HS-SPME, que involucran una etapa de concentracion,
permitieron obtener fracciones volétiles, cuya composicion se acerca mas a la del
aceite esencial de la planta (Tabla 6). Asi, el neral (14-20%) y el geranial (18-27%)
fueron los compuestos mayoritarios en las mezclas de volatiles, obtenidos por P&T
y HS-SPME.

La técnica HS-SPME (se usaron 60 min para la exposicion de la fibra a los volatiles
de la planta) permitid concentrar los sesquiterpenos en una alta proporcion, lo que
facilité luego su mejor separacion en la columna cromatogréafica y la identificacion

mas confiable con base en los indices de retencion y espectros de masas.

El alto contenido de citral €a. 60%) en la A. triphylla colombiana convierte esta
planta en una especie aromatica promisoria para su cultivo industrial, la obtencion

del aceite esencial y/o la extraccion del citral a partir de éste.

Los aceites esenciales obtenidos por HD, MWHD vy los extractos aislados por SDE y
SFE, contenian hidrocarburos oxigenados (1.1, 0.5, 4.0 y 2.1%); monoterpenos,
CioHis (1, 0.9, 8 y 5%), monoterpenos oxigenados (71, 72, 71 y 65%),
sesquiterpenos, CisHa (16, 16, 11 y 21%) y sesquiterpenos oxigenados (9, 10, 7y
7%). La diferencia en la composicion quimica de los extractos y de las fracciones

volatiles se ilustra en la Figura 19, en la cual los resultados de las Tablas 5y 6,
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fueron agrupados por familias de compuestos. Los monoterpenos y sus analogos
oxigenados predominaron en las fracciones volatiles de A. triphylla, obtenidos por
métodos headspace. La recuperacion mas eficiente de monoterpenoides se logré
con las técnicas HD, MWHD, SDE vy la de los sesquiterpenoides, con la técnica
SFE.

Figura 19. Variacion en la composicion de metabolitos secundarios volatiles en
los extractos de A. triphylla, obtenidos por diferentes técnicas. HO: Hidrocarburos
oxigenados, M: Monoterpenos, MO: Monoterpenos oxigenados,
S: Sesquiterpenos, SO: Sesquiterpenos oxigenados.

Cantidad relativa, %

HS-SPME
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Al comparar la composicion quimica de los aceites esenciales de A. triphylla

colombiana [16] con los aceites de otros origenes, e.g. de Chile [23, 24], Argentina
[25-27], Brasil [28], Marruecos [29], Turquia [30] y Corea [31], se observaron

grandes variaciones.

En la Tabla 7 se comparan los principales compuestos

volatiles del aceite esencial de A. triphylla colombiana con los encontrados en los

aceites obtenidos de plantas, cultivadas en otros paises.

Tabla 7. Principales compuestos encontrados en los aceites esenciales y fragancias

de A. triphylla de diferentes origenes geograficos.

Cantidad relativa, %

Compuesto
Marruecos Turquia Argentina Chile Colombia  Corea Colombia

* * * * * ok o
Sabineno 0.2 ca. 3 ca. 1l _ 1-9
1,8-Cineol 12 - 6 0.4
Limoneno 4 15-19 7-9 13 0.6 4-30
Neral 10 6-8 18 19 13-78 14
Geranial 10 12-19 24 38 15-34 18
Geraniol 0.5 ca.01 5 0.1-0.5 1
Nerol 0.1-0.3 ca.5 1-5 0.8
Citronelol - 5
ar- Curcumeno 5 5-6 3 0.2-5
trans- b-Cariofileno ca. 4 <1 ca.3 5
Oxido de cariofileno 6 35 6 ca.l
Espatulenol ca. 4 3-5 ca.4 0.7
6-Metil-5-hepten-2-ona 7 ca. 2 _ ca.04 0.5
a-Tuyona - 13-17
Mircenona - 31-37
Germacreno D - 0.1-4
Biciclosesquifelandreno - 1 5
Biciclogermacreno - 4 ca.3 3
Lipifoli-1(6)-en-5-ona - ca.9

*  Aceites obtenidos por HD.

** Fraccion volatil aislada por HS -SPME.
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Las composiciones relativas de fracciones volatiles, obtenidas por las diferentes
técnicas destilativas (HD, MWHD), extractivas (SDE, SFE) y de headspace (S-HS,
P & T y HS-SPME), se compararon por medio del analisis estadistico de
componentes principales. La mayoria de la informacion contenida en las Tablas 5y 6
(ca. 96%) puede ser representada por dos componentes principales. La Figura 20
muestra que d Factor 1 corresponde al 66% de la variacion y esta representado por
el 3-octanol, cis-ocimeno, mentol, terpinen-4-ol, nerol, neral, geraniol, geranial y los
sesquiterpenoides a-copaeno, trans-cariofileno, g-cadineno, espatulenol, 6xido de
cariofileno, 5-cedranona y g-eudesmol . EI Factor 2 corresponde al 29% de la
informacién y esta conformado principalmente por 1,8-cineol, limoneno, isopulegol,
dihidrocitronelol y los sesquiterpenos b-bourboneno y ar-curcumeno. En la Figura 20
aparece la representacion de estas fracciones volatiles en el subespacio formado por

las dos primeras componentes principales.

En el Anexo 2 (Tabla 2) aparecen las contribuciones de los diferentes compuestos
a los Factores 1 y 2. La proximidad de los puntos, correspondientes a las
fracciones volatiles, obtenidas por HD, MWHD y SDE se debe a la similitud de sus
composiciones quimicas, ya que como se observo en las Tablas 5 y 6, los extractos
y fracciones volétiles de A. triphylla estdn compuestos basicamente  por
monoterpenos oxigenados. De otro lado, en la grafica se observa que las técnicas
S-HS y HS-SPME permiten aislar fracciones volatiles, que poseen diferencias en su
composicion a lo largo de ambas coordenadas de componentes principales. Estas
diferencias corresponden principalmente a las variaciones en el contenido de
limoneno, neral, geranial en S-HS, y a-copaeno, b-bourboneno vy

biciclosesquifelandreno en HS-SPME (Véase Tabla 6).
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Figura 20. Representacion grafica de las composiciones relativas de fracciones
volatiles, aisladas de la planta fresca de A. triphylla, por diferentes métodos de

extraccion, en el espacio formado por los primeros dos componentes principales.
Véase el Anexo 2 (Tabla 2) para las contribuciones de los componentes en los

Factores1ly 2.
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2.1.3 Lantana armata Schauer. Se conoce ademas como Lantana camara L,
Camara vulgaris Benth y Lantana aculeata L. Los nombres populares que se le
dan en Colombia son "Venturosa”, “Gurupacha” y “Carraquillo” [1, 2]. Esta
Verbenacea se extiende a lo largo de América Central y del Sur, es una hierba de
unos 60 cm de altura, erecta, bien ramificada, hojas opuestas, flores de color
amarillo-anaranjado al principio, que luego se vuelven rojas; frutos drupaceos,
carnosos y de color morado. En la Figura 21 se aprecia una planta de la L.

armata.
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La decoccidon de las hojas de esta planta es empleada para las afecciones del
estdbmago y en los resfriados. La decoccién de la raiz se usa para purificar la
sangre y en enfermedades hepaticas [2]. Las flores y la raiz se emplean como
expectorante en la bronquitis, la tos y el asma. Toda la planta en infusion se usa
como emenagogo Yy antiséptico e inhibitorio de la trombina [1, 2, 32]. Su aceite
esencial ha demostrado propiedades insecticidas, nematicidas, bactericidas y
antifingicas [33-36].

Figura 21. Planta cultivada de Lantana armata Schauer, utilizada en el presente
estudio.
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2.1.3.1 Metabolitos secundarios volatiles de L. armata. En la Figura 22
aparece un perfil cromatografico de metabolitos secundarios, aislados
por hidrodestilacién de las hojas y tallos frescos de L. armata, que es
ampliamente difundida en el Departamento de Santander y en el
Magdalena Medio. La identificacion de los componentes y sus
cantidades relativas (%) se reportan en la Tabla 8. El aceite esencial es
de tipo sesquiterpenoide; mas del 60% de la mezcla lo representan

sesquiterpenos, C 15Hz4, y ca. 30% sus analogos oxigenados.

Figura 22. Perfil cromatografico tipico del aceite esencial de L. armata, obtenido

por hidrodestilacion. Columna HP-5 (30 m), split 1:30, FID. La identificacion de los
picos se reporta en laTabla 8.
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Tabla 8. Composicion quimica de los metabolitos secundarios de Lantana armata

Schauer, aislados por diferentes métodos extractivos.

b Cantidad relativa, %

F;\'IOCS Compuesto Tipo 5

HP-5 Innowax HD MWHD SDE SFE
1 3-Hexenol HO 853 1320 026 +* 0,03 1,14 £+ 0,03 150 * 0,03 0,20 £ 0,05
2 a-Tuyeno M 928 1035 09 + 01 19 + 05 41 = 0,1 04 = 02
3 a-Pineno* M 937 1037 09 %= 0,6 0,78 = 0,06 0,7 = 0,3 0,90 = 0,03
4 Sabineno M 976 1129 030 + 0,02 0,60 + 0,04 0,7 £+ 0,1 tr
5 3-Octenol HO 979 1418 22 = 05 26 = 06 25 +* 0.8 0,69 = 0,05
6 b-Pineno* M 982 1124 29 £ 03 25 + 03 26 £ 0,1 0,20 £ 0,02
7 b-Mirceno* M 993 1157 30 £ 0,8 31 £+ 04 39 £ 07 1,7 £ 0,2
8 3-Octanol HO 996 1515 030 * 0,03 0,10 *+ 0,01 0,10 * 0,038 tr
9 a-Felandreno M 1009 1180 093 + 0,07 0,26 £+ 0,05 10 £ 0,1 0,20 £ 0,03
10  p-Cimeno M 1027 1278 020 + 0,01 060 + 008 050 = 0,01 0,20 = 0,02
11  Limoneno* M 1032 1205 009 +* 0,03 0,10 £+ 0,04 050 * 0,01 tr
12 1,8-Cineol* MO 1036 1230 14 * 0,6 16 £ 08 20 £ 05 0,70 = 0,02
13  transb-Ocimeno M 1047 1249 07 + 04 0,50 + 0,06 14 + 03 0,10 + 0,04
14  g-Terpineno* M 1061 1253 028 + 0,01 050 * 0,04 0,7 £+ 04 0,20 = 0,05
15  Terpinoleno M 1088 1290 0,70 * 0,04 0,7 £ 01 12 £ 0,2 0,60 = 0,05
16  Linalool* MO 1098 1509 050 * 0,01 08 =+ 01 10 £ 0,1 09 + 01
17  Nerol* MO 1224 1755 060 + 0,06 0,30 + 001 040 * 0,03 0,20 = 0,05
18  Neral* MO 1239 1679 10 + 01 0,3 £+ 01 05 + 01 0,6 £+ 01
19  Geraniol* MO 1249 1795 05 %= 0,2 0,30 tr 0,03 060 * 005 05 * 01
20  Geranial* MO 1270 1728 060 * 0,01 040 * 003 09 =+ 004 08 = 01
21 d-Elemeno S 1341 1480 0,70 + 0,05 05 + 01 0,40 + 0,05 0,30 + 0,03
22 b-Bourboneno S 1382 1526 065 * 0,01 0,70 £ 0,03 070 * 0,01 0,06 £ 0,01
23 b-Cubebeno S 1385 1544 16 * 0,1 1,70 + 002 126 +* 0,01 190 * 0,03
24  a-Cedreno S 1412 1599 07 + 003 09 + 001 056 +* 002 04 = 01
25  transb-Cariofileno* S 1432 1615 14 1 14 = 2 14 + 1 15 = 3
26  Aromadendreno S 1435 1648 13 £ 01 14 = 04 1,32 £+ 0,03 0,90 = 0,02
27  a-Humuleno S 1452 1670 05 + 01 1.00 + 001 060 = 0,03 0,60 = 0,01
28 alloAromadendreno S 1465 1663 160 +* 0,02 150 + 001 040 = 001 0,3 = 02
29  g-Himachaleno S 1475 1700 050 * 0,03 080 * 0,01 060 * 0,02 0,70 = 0,02
30 Germacreno D S 1480 1720 16 += 0,2 23 £+ 003 040 = 0,04 0,60 = 0,02
31  ar-Curcumeno S 1482 1775 14 + 0,2 1,32 + 0,01 15 + 01 320 + 0,01
32  Biciclosesquifelandreno S 1490 1760 16 + 2 16 £+ 2 17 + 3 18 = 1
33 a-Zingibereno S 1494 1726 6 £ 1 6 + 1 57 + 04 5=+ 1
34 E,Ea-Farneseno S 1509 1740 3,70 = 0,01 4 = 1 34 £ 03 32 =+ 04
35  g-Bisaboleno S 1515 1758 320 % 0,01 33 = 02 30 = 05 39 = 02
36 cis-Calameneno S 1518 1842 2 =1 19 =+ 01 16 = 0,3 1,7 + 01
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Continuacion de la Tabla 8.

37 d-Cadineno S 1524 1785 19 + 0,2 14 £ 01 1,20 £+ 0,05 13 = 04
38  Nerolidol* SO 1537 2035 12 £ 0,1 0,70 + 003 06 * 01 16 = 0,2
39 a-Calacoreno S 1543 1915 09 + 0,1 10 + 02 1,0 + 0,2 1,4 + 05
40  Elemol SO 1547 2075 070 + 001 050 + 001 030 + 004 12 + 01
41  d-Calacoreno S 1558 1920 14 + 0,7 1,2 + 05 1 1 1,4 + 08
42 Ledol SO 1567 2100 12 £ 0,7 1,3 + 02 1,1 £+ 04 1,20 £ 0,03
a- Oxido de
43 SO 1571 2130 07 £ 01 0,80 + 0,03 05 + 03 0,80 = 0,02
himachaleno
44 Germacrenol SO 1575 2150 10 £ 0,1 0,9 + 001 05 % 01 12 + 01
45  Oxido de cariofileno SO 1581 1966 59 + 04 4 =1 47 = 01 88 +* 05
46  trans-b-Elemenona SO 1596 2008 20 + 0,1 19 = 04 1,8 £ 0,1 1,8 =+ 0,6
47  Oxido de humuleno SO 1604 1970 044 + 0,03 06 * 01 1,1 £ 06 1,0 £+ 01
48  Sesquilavandulol SO 1607 _ 06 = 0,1 06 = 01 02 + 0,2 1,0 + 00
b-Oxido de
49 SO 1610 _ 09 + 01 06 + 05 030 £ 005 10 %= 02
himachaleno
50 Cedranona SO 1617 2030 1,20 + 0,05 1,3 + 01 04 + 0,1 14 + 05
51  epi-g-Eudesmol SO 1622 2183 028 + 0,01 030 + 002 02 = 01 06 = 01
52 Cubenol SO 1627 2034 010 + 0,01 0,20 * 002 0,10 * 0,04 03 = 0,1
53  g-Eudesmol SO 1630 2240 028 + 001 040 + 001 04 = 02 030 %= 0,02
54  b-Acorenol SO 1635 _ 020 + 001 050 * 002 05 = 03 060 = 0,03
55  epi-a-Cadinol SO 1639 2224 059 + 0,01 0,60 + 0,05 04 + 03 0,60 = 0,02
56  Himachalol SO 1646 _ 080 + 005 060 * 003 05 = 03 060 = 0,04
57  a-Cadinol* SO 1654 _ 059 + 0,01 03 * 01 0,20 + 0,04 0,70 + 0,05
58  Dihidroeudesmol SO 1659 _ 033 + 0,01 04 + 01 01 £ 01 0,60 = 0,03
59  Isocedranol SO 1669 _ 02 *= 01 040 + 005 010 * 0,04 050 * 0,01
60 a-Oxido de bisaboleno SO 1679 _ 02 *= 01 03 * 01 01 + 01 050 £ 005
61  Acarenona SO 1685 _ tr tr tr 0,20 + 0,02
62  Germacrona SO 1688 _ 23 £ 01 2 £ 1 0,7 £ 0,3 22 £ 04
63  b-Sinensal SO 1695 2040 tr tr tr 0,80 + 0,02
64  Farnesol* SO 1740 _ tr tr tr 0,7 + 01
65  Acetato de cariofilenilo SO 1700 2038 03 =01 06 = 06 tr 09 * 01
66  N.IL _ B tr tr tr 0,50 + 0,04
67 N.L _ _ 050 + 0,01 050 * 003 010 * 0,05 0,7 = 01
HO: Hidrocarburos oxigenados 280 * 0.03 39 = 01 41 + 0.1 09 =+ 01
M: Monoterpenos 111 * 0.5 116 + 08 173 + 0.8 44 + 01
MO: Monoterpenos oxigenados 46 + 0.3 3.7 £+ 09 54 + 0.2 28 = 06
S: Sesquiterpenos 60 £ 2 59 =+ 2 56 = 2 61 £ 3
SO: Sesquiterpenos oxigenados 2 + 1 22 + 1 17 + 1 306 £+ 05

a.  Numero de pico en la Figura 22.
b.

indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas HP-5 e Innowax
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c. Promedio de tres extracciones independientes.

tr Trazas.

*  |dentificado por espectrometria de masas usando compuesto patrén.

N.I. No identificado.
Los siguientes fueron sesquiterpenos mayoritarios, aislados de la L. armata por
diferentes técnicas extractivas, a saber: el trans-b-cariofileno (14-15%) y su 6xido
(4-9%), ar-curcumeno (1-3%), el biciclosesquifelandreno (16-18%), el a-zingibereno
(5-6%), el E,E-a-farneseno (3-4%) y el gbisaboleno (3-4%). La fraccion de
monoterpenos, CioHis, fue inferior al 10%; entre éstos, el b-pineno (0.2-3%) y el b-

mirceno (2-4%) fueron los monoterpenos mayoritarios.

Las composiciones relativas de las fracciones volatiles de L. armata, obtenidas por
las técnicas headspace, fueron notoriamente diferentes a las de aceites esenciales
(HD, MWHD) yde los extractos (SDE y SFE). La composicion quimica relativa (%)
de las fracciones volatiles de L. armata, obtenidas por las técnicas headspace, se

muestra en la Tabla 9.

La fragancia de la planta, analizada por headspace estatico (S-HS), estuvo
constituida principalmente por el hexen3-ol (ca. 20%), a-tuyeno (ca. 20%) y
sabineno (ca. 16%). La composicion de la fraccion volatil, obtenida por la técnica
HS-SPME, en las condiciones experimentales empleadas (exposicion de la fibra
durante 60 min), fue mas cercana a la del aceite esencial, puesto que a mayor
tiempo de exposicion de la fibra se logra una mayor recuperacién de hidrocarburos

sesquiterpénicos (ca. 81%).

La composicion de los volatiles aislados por P&T fue mas cercana a la obtenida por
S-HS, ésto se ve reflejado en la Figura 23, donde se observa la distribucion de las
principales familias de los compuestos en los aceites y extractos de la L. armata,
obtenidos por los diferentes métodos. Afin con otras Verbenaceas (. alba y A.
triphylla), la L. armata presenta una gran variedad de quimiotipos y diferencias en la

composicion quimica de sus aceites volatiles.
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Tabla 9. Composicion quimica de las fracciones volatiles de L. armata,

aisladas por métodos headspace.

Pico Compuesto Tipo Cantidad relativa, %’
Nide P&T S-Hs HS-SPME
1 3-Hexenol HO 13,7 + 01 19 + 2 1,7 £+ 0,2
2 a-Tuyeno M 14 + 3 19 = 3 1,9 + 03
3 a-Pineno* M 7 £ 1 73 £ 0,6 04 = 01
4 Sabineno M 9,2 + 03 16 + 1 0,80 = 0,05
5 1-Octen-3-ol HO 71 £ 04 6,1 + 0,6 1,0 £+ 0,1
6 b-Pineno* M 8 + 1 6 + 1 0,7 + 01
7 b-Mirceno* M 0,60 + 0,05 19 + 0,6 1,1 + 0,2
8 Octan-3-ol HO 06 £ 02 0,3 £ 05 0,30 = 0,05
17 Nerol* MO 01 =+ 01 tr 0,20 + 0,03
18  Neral* MO 0,10 = 0,05 tr 02 %= 01
19  Geraniol* MO tr tr 09 * 01
20  Geranial* MO 06 = 01 tr 05 = 01
21 d-Elemeno S 09 + 03 tr 0,6 £ 01
22 b- Bourboneno S 0,30 + 0,05 tr 0,6 + 01
23 b-Cubebeno S 11 + 04 1,1 + 0,2 3,7 £ 01
24  a-Cedreno S tr tr 04 + 01
25  trans-b-Cariofileno* S 11 £ 2 12 + 1 28 = 2
26  Aromadendreno S 09 = 01 tr 52 + 04
27  a-Humuleno S tr tr 20 + 06
28  allo-Aromadendreno S tr tr 0,60 = 0,02
29  g-Himachaleno S tr tr 13 = 0,2
30  Germacreno D* S tr tr 39 + 03
31  ar-Curcumeno S 3 £ 1 tr 32 + 05
32 Biciclosesquifelandreno S 11 £ 2 7 = 2 12,3 + 05
33 a-Zingibereno S 05 + 01 16 =+ 0,8 7 £ 1
34 E,Ea-Farneseno S 0,6 =+ 01 tr 48 = 08
35 g-Bisaboleno S 0,40 + 0,05 tr 2,7 + 03
36  cis-Calameneno S 0,50 = 0,03 tr 14 = 0.2
37 d-Cadineno S 09 + 01 tr 1,1 + 0,3
38 Nerolidol* SO 08 + 01 tr 3 1
39 a-Calacoreno S 05 + 01 tr 09 = 04
45  Oxido de cariofileno SO 20 + 08 tr 25 + 05
HO: Hidrocarburos oxigenados 222 + 03 26 + 3.0 + 04
M: Monoterpenos 39.1 £ 01 50 =+ 41 = 05
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Continuacion de la Tabla 9.

MO: Monoterpenos oxigenados - - 1.8 + 04
S: Sesquiterpenos 32 + 2 22 + 3 81 +
SO: Sesquiterpenos oxigenados 28 + 09 - 5+ 1

NUmero del pico en la Figura 22.
Promedio de tres extracciones independientes.

tr Trazas.

Identificado por espectrometria de masas usando compuesto patrén.

Figura 23. Distribucion de las principales familias de los compuestos en los
aceites y extractos de L. armata, obtenidos por los diferentes métodos. HO:
Hidrocarburos oxigenados, M: Monoterpenos, MO: Monoterpenos oxigenados, S:
Sesquiterpenos, SO: Sesquiterpenos oxigenados.

80—‘

70—
60

50

40

30

Cantidad relativa, %

20

10

116



Varios investigadores han reportado la composicion quimica de aceites esenciales
obtenidos de hojas y/o flores de Lantana camara (sinénimo: Lantana armata)

cultivada en diferentes paises y se han encontrado marcadas diferencias entre
ellos, como se evidencia en la Tabla 10, donde se comparan los principales

compuestos encontrados en el aceite esencial de L. armata colombiana [16] con
los obtenidos en los aceites de L. armata cultivada en Brasil [37, 38], Camerun y
Madasgar [39], Egipto [40], Iran [41] e India [42].

Tabla 10. Compuestos mayoritarios encontrados en aceites esenciales de L. camara,

cultivada en diferentes paises.

Cantidad relativa, %

Compuesto
Brasil Norte de Brasil  Camerun Madag as car Egipto Iran Colombia

Sabineno - 0.1-9 0.2 9.02 10-33 7-17 0.3-0.6
b-Mirceno - - - - R R ca 3
D*- Careno - - 23 -
a-Felandreno - 0.1-16 0.02 0.3 - - 0.2-0.9
Limoneno - 0.1-17 0.1 2 1-3 - ca.0.1
1,8-Cineol - - 0.1 3 7-17 6-10 1.4-1.6
Safrol 2
g-Curcumeno 8 - 2 0.5
ar-Curcumeno 10 - 25 0.8 - - ca. 1
b-Curcumeno 2 ca.5 1
(-)-epib-Bisabolol 14 - -
(-)-epi-a-Bisabolol 1 - -
(-)-g-Curcumen-15-al 15 - -
a- Copaeno - 0.2-3 0.2 0.4 0.3-2 - -
trans-b-Cariofileno - 6-11 13 12 11-21 14-23 ca.14
Oxido de cariofileno - - - - - - 46
a-Humuleno - 1-11 1 6 4-7 6-11 0.51
Germacreno D - 13-28 0.9 1 - - 1-2
Biciclogermacreno - - - - - 8-18
arcumen g : :
a-Zingibereno - 16-19 3 0.2 - - ca6
E,E a-Farneseno - - - - - - ca. 4
g-Bisaboleno - - - - - - ca 3
Germacreno B - 3-9 - - 1-5
Biciclosesquifelandreno - - - - 10 - ca. 16
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El resultado del analisis estadistico PCA, aplicado a las fracciones volatles de L.
armata, muestra que mas de 90% de la informacién, reunida en las Tablas 8y 9,
puede ser representada por un subespacio de dos coordenadas (componentes
principales), construido con base en las combinaciones lineales de las
concentraciones relaivas de componentes en los diferentes extractos (Figura 24).
En el Anexo 2 (Tabla 3) aparecen las contribuciones de cada una de las sustancias

alos Factores 1y 2.

Figura 24. Representacion gréafica de las composiciones relativas de fracciones

volatiles, aisladas de la planta fresca de L. armata, por diferentes métodos, en el
espacio formado por los primeros dos componentes principales. En el Anexo 2

(Tabla 3) aparecen las contribuciones de los compuestos en los Factores 1y 2.
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El Factor 1 corresponde ca. 82% de la informacion y esta representado
basicamente por el trans-b-cariofileno y el biciclosesquifelandreno. El Factor 2
corresponde al 12.9% de la informacién y est4 constituido por el 3-hexenol, a-
tuyeno, a- pineno, sabineno y los sesquiterpenoides 6xido de cariofileno, E,E-a-
farneseno y gbisaboleno. Como se puede observar en la Figura 24, la
proximidad de los puntos correspondientes a los métodos HD, MWHD y SDE,
confirma la similitud de las composiciones obtenidas por estas técnicas (Tabla 8),
asi como las diferencias cuantitativas composicionales de las fracciones aisladas
por los métodos headspace (e.g. S-HS estatico Vs HS-SPME), como se aprecia
enla Tabla 9.

Es interesante hacer un analisis global comparativo de la composicién de
metabolitos secundarios volatiles de las tres plantas Verbenaceas tratadas en
esta nhvestigacion, segun las principales familias de compuestos aislados, i.e.
hidrocarburos monoterpénicos, CioHis, Yy sesquiterpénicos, CisHz4, y Sus
analogos oxigenados. Para las tres plantas se destacan visibles diferencias
(Véase Figuras 15, 19, 23). En la L. alba predominaron monotepenos (>30%) y
monoterpenos oxigenados (ca. 55%); para la A. triphylla, la familia de
compuestos mayoritarios fue la de monoterpenos oxigenados (>70%), de los
cuales, ca. 60% correspondieron al citral; mientras que la L. armata fue “pobre”
en monoterpenos y sus analogos oxigenados; la mayoria de sus metabolitos
secundarios fueron hidrocarburos sesquiterpénicos €a. 60%) y sus derivados
oxigenados (ca. 30%). De la gran variedad de metabolitos secundarios volatiles
(>60) encontrados en las tres plantas de la familia Verbenaceae, solo el
limoneno, el b-bourboneno, el trans-b-cariofileno y su oéxido, el allo-
aromadendreno y el biciclosesquifelandreno fueron comunes a las tres plantas, L.
alba, A. triphylla y L armata, siendo el ultimo, posiblemente uno de los

“marcadores” de Verbenaceas.

119



2.1.4 Xylopia aromatica Lamarck. Esta Annonacea, es una especie muy comun
en América tropical. Se encuentra desde América Central y las Antillas hasta el
sur de Brasil. En Colombia se conoce con el nombre de “Achén”, “Fruta de burro”,
“Malaguita” o “Sembe” [1, 43]. En la medicina tradicional se han utilizado las hojas
y frutos en decoccidén como astringente, aperitivo, contra los cdlicos y como tonico
del atero para disminuir las dismenorreas; el aceite esencial de los frutos de X.
aromatica se ha usado en la preparacion de cosmeéticos y productos alimenticios

[1, 44, 45]. En laFigura 25 se muestran los frutos de X. aromatica.

Figura 25. Frutos del arbol de Xylopia aromatica Lamarck.

Los extractos de X. aromatica han demostrado propiedades antisépticas,

analgésicas e insecticidas contra mosquitos y otros insectos [45-48]. Fournier y
colaboradores [48], reportaron actividad antimicrobial moderada del aceite esencial

obtenido de los tallos, hojas y corteza de X. aromatica.
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2.1.4.1 Metabolitos secundarios volatiles de Xylopia aromatica Lam. La
Figura 26 muestra el perfil cromatografico de los metabolitos secundarios volatiles

aislados de los frutos secos y molidos de X. aromatica Lam., por la técnica de
hidrodestilacién; la identificacion de los compuestos aparece en la Tabla 11.

Figura 26. Cromatograma del aceite esencial de frutos secos de Xylopia aromatica

Lam., obtenido por HD, istd = n- tetradecano. Columna HP-5, split 1:30, FID. La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 11.
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Tabla 11. Composicién quimica de los metabolitos secundarios volatiles de la

Xylopia aromatica (Lamarck), obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

l?\ilgg Compuesto Tipo 1, ° Cantidad relativa, %
HP-5 HD MWHD SDE SFE

1 a-Tuyeno M 930 0.35 + 0.04 03 £ 0.1 3.7 + 0.6 02 = 0.1
2 a-Pineno* M 939 81 + 04 73 £ 02 8.1 £ 0.2 59 = 03
3 Canfeno* M 976 1.7 £ 0.2 14 + 0.2 14 + 0,3 r

4 b-Pineno* M 980 0.04 + 0.02 tr 0.12 + 0.03 tr

5 b-Mirceno* M 991 9 =2 93 £ 03 8.2 £+ 0.6 51 = 03
6 p-Menta-1(7),8-dieno M 1004 3.70 + 0.05 31 £ 02 23 £ 03 0.05 = 0.01
7 a-Felandreno M 1005 3.44 + 0.03 23 £ 0.6 38 + 0.3 26 = 03
8 D*Careno M 1011 0.02 + 0.01 06 £ 0.1 0.2 £ 0.2 r

9 a-Terpineno* M 1021 0.10 + 0.08 tr 0.52 + 0.01 r

10 p-Cimeno* M 1029 12 + 0.1 13 + 02 23 + 04 84 = 03
11 Limoneno* M 1041 2.70 + 0.06 28 £ 05 28 £ 0.1 19 + 01
12 b-Felandreno* M 1041 61 £ 1 648 £ 04 572 £ 0.2 395 £+ 03
13 cis-b-Ocimeno M 1046 0.19 + 0.03 02 £ 01 1.07 £ 0.2 tr

14 trans-b-Ocimeno M 1050 0.04 = 0.01 0.06 + 0.01 12 + 0.3 fr

15 g-Terpineno* M 1062 0.02 + 0.01 0.05 £ 0.01 0.83 £ 0.03 r

16 cis-Hidrato de sabineno MO 1068 0.06 + 0.02 tr 0.40 = 0.05 tr

17 Fenchona MO 1087 0.02 + 0.01 tr 14 + 0.3 0.95 *= 0.05
18 a-Terpinoleno M 1088 0.06 + 0.02 0.03 £ 0.01 0.14 + 0.03 r

19 trans-Hidrato de sabineno MO 1100 0.02 + 0.01 0.02 = 0.01 0.30 £ 0.02 tr

20 Fenchol MO 1112 0.02 % 0.01 tr 15 % 0.3 ig

21 a-Canfolenal MO 1130 0.16 + 0.02 tr 0.14 + 0.02 r

22 Hidrato de canfeno _ 1149 0.02 = 0.01 0.05 + 0.01 0.81 + 0.01 tr

23 Citronelal* MO 1152 0.06 + 0.01 02 £ 01 0.8 + 0.1 tr

24 Oxido de pineno MO 1156 0.06 + 0.01 tr 1.1 + 0.3 r

25 Felandral MO 1159 0.2 + 0.1 tr 0.81 + 0.03 08 + 04
26 Tujanol MO 1159 0.02 + 0.01 0.06 £ 0.02 14 + 0.1 r

27 Terpinen-4-ol MO 1165 0.06 + 0.01 0.04 = 0.01 0.70 = 0.01 20 = 01
28 4-Isopropil-2-ciclohexenr1- MO 1176 2.7 + 0.9 13+ 0.1 13 + 0.3 19 + 0.2

ona

29 Metilacetato de bencilo BC 1178 0.14 + 0.02 0.07 £ 0.05 0.16 + 0.08 16 + 05
30 a-Terpineol MO 1189 0.05 + 0.04 02 + 01 0.80 + 0.02 09 = 0.1
31 Oxido de felandreno MO 1190 0.03 % 0.01 0.06 + 0.01 1.03 + 001 10 + 01
32 cis-Piperitol MO 1193 0.11 + 0.02 0.05 + 0.01 06 =+ 0.1 1.1 + 04
33 Mirtenol MO 1194 0.02 + 0.02 0.15 + 0.05 09 £ 0.1 16 + 05
34 Salicilato de metilo* BC 1195 1.7 £ 0.1 16 + 0.1 1.1 + 0.2 21 £ 04
35 4-Isopropil benzaldehido BC 1205 1.2 + 0.2 14 + 0.2 15 + 0.8 11 + 05
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Continuacion de la Tabla 11.

36 trans-Piperitol MO 1209 0.03 £ 0.01 0.06 + 0.02 0.34 £ 0.04 1.1 + 0.2
37 Citronelol MO 1224 0.13 £ 0.02 0.06 £ 0.02 0.71 £ 0.03 09 £+ 0.2
38 i-Pr-Bencenometanol BC 1271 0.16 * 0.06 0.02 £ 0.01 0.50 £ 0.07 20 £ 01
39 a-Cubebeno S 1351 0.05 = 0.03 04 +01 2.48 £ 0.04 19 £ 0.6
40 a-Copaeno S 1376 0.3 +0.1 tr 0.60 £ 0.02 16 + 0.2
41 a-cis-Bergamoteno S 1415 0.04 £ 0.01 0.06 = 0.01 0.15 = 0.02 1.8 £ 03
42 trans-b - Cariofileno S 1418 0.03 £ 0.01 0.20 £ 0.02 0.19 = 0.03 25 = 01
43 a-trans -Bergamoteno S 1436 0.03 £ 0.01 0.03 £ 0.01 0.28 £ 0.05 22 £ 05
44 b-cis-Farneseno S 1442 0.03 £ 0.01 0.03 £ 0.01 02+0.1 19 + 05
45 Germacreno D S 1482 0.05 £ 0.01 0.06 + 0.01 0.12 £ 0.05 1.1 + 0.3
46 d-Guaieno S 1490 0.06 + 0.02 0.06 £ 0.04 0.13 £ 0.02 1.7 + 0.7
47 Espatulenol SO 1537 0.04 = 0.01 0.09 = 0.04 0.10 = 0.04 16 = 03
48 Guaiol SO 1586 0.1 +0.1 0.16 + 0.01 tr 13 + 04
49 Sesquiterpenol, CisHxO SO 1598 0.06 * 0.02 0.06 + 0.01 tr 15 £+ 07
50 b-Eudesmol SO 1622 0.05 £ 0.01 0.05 = 0.02 0.08 = 0.03 16 = 0.1
51 Sesquiterpenol, CisHxO SO 1661 0.02 = 0.03 tr tr 24 = 05
52 Hidrocarburo, Cn>18 _ 1840 tr tr tr 1.0 £ 0.2
M: Monoterpenos 92 +3 935 = 0.7 94.0 = 0.7 63.7 = 04
MO: Monoterpenos oxigenados 3.8 09 25+ 05 44+ 04 6.4 = 0.3
S: Sesquiterpenos 0.6 £0.1 0.8 £ 0.1 1.1+ 05 146 + 0.9
SO: Sesquiterpenos oxigenados 0.22 + 0.04 0.30 + 0.01 0.18 + 0.05 83 + 0.1
BC: Bencenoides 33+0.1 32+01 3.0+ 0.2 6.8 + 0.2
a. Numero del pico en la Figura 26.
b. indices de Kovats determinados experimentalmente en la columna HP-5 (30 m)
c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos, promedio de tres extracciones.

* |dentificado por espectrometria de masas usando compuesto estandar.

tr Trazas.

El componente mayoritario encontrado en los aceites esenciales (HD, MWHD) y
extractos (SDE, SFE) de X. aromatica fue el b-felandreno (61, 65 y 57, 39%,
respectivamente). Otros compuestos encontrados en alta proporcion en los
extractos fueron: a-pineno (6-8%), b-mirceno (5-9%), p-menta-1(7),8-dieno (0.1-

4%), a -felandreno (2-4%) y 4-isopropil-2-ciclohexen-1-ona (1-3%).
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Las fracciones volétiles aisladas por HD, MWHD, SDE y SFE contenian porcentaje
de monoterpenos alto (92, 94, 94, 64%); también se hallaron monoterpenos
oxigenados, pero en menor cantidad (4, 3, 4, 6%); en los extractos obtenidos por
SFE se encontraron sesquiterpenos (15%), sesquiterpenos oxigenados (8%) y
compuestos bencenoides (7%) en una proporcién mas alta, que en las fracciones
obtenidas por otras técnicas (Véase la Tabla 11). La composicién quimica de los
aceites esenciales, obtenidos por HD y MWHD, fue muy similar, con un
rendimiento del aceite aproximado de 1.5 %. Sin embargo, la técnica MWHD
presenté una gran ventaja, ya que se obtuvo la misma cantidad del aceite esencial

en un tiempo mas corto (30 min), que el requerido por HD (2 horas).

El b-felandreno fue el compuesto aislado en mayor proporcion (54, 36 y 39%) por
las técnicas headspace, S-HS, P&T y SPME, respectivamente. Otros compuestos
mayoritarios fueron el a-pineno (14, 15, 10%), b-mirceno (13, 12, 10%), p-menta-
1(7),8-dieno (7, 11, 10%), a-felandreno (2, 5, 6%), p-cimeno (2, 5, 4%) y limoneno
(2, 1, 2%), como se muestra en la Tabla 12. La diferencia en la composicién
quimica de los aceites esenciales, los extractos y fracciones volatiles, aisladas por
las técnicas headspace, se muestra en la Figura 27, donde los resultados de las
Tablas 11 y 12 se agruparon segun las familias de compuestos. En esta figura se
puede apreciar que los monoterpenos predominaron en las fracciones volétiles de
X. aromatica, obtenidas por los métodos headspace. La recuperacién de
monoterpenos y sus analogos oxigenados mas eficiente se logré con las técnicas

HD y MWHD y la de sesquiterpenoides, con SFE.

Los metabolitos secundarios volatiles de los aceites esenciales y extractos de
frutos de X. aromatica colombiana [50] difieren de los encontrados en aceites
obtenidos de plantas de otros paises como Brasil [46], Bolivia [48] y Cuba [49].
Los principales compuestos encontrados en la esencia de flores de X. aromatica

recolectada en Manaus, Brasil, fueron de caracter bencénico [46].
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Tabla 12. Composicién quimica de los metabolitos secundarios \olatiles

obtenidos de frutos secos de X. aromatica L., por métodos headspace.

Pic(gna Compuesto Cantidad relativa, %

N S-HS P&T HS-SPME

1 a-Tuyeno 10 + 0.1 1.2 + 04 0.2 £ 0.1
2 a-Pineno* 143 + 0.1 153 + 1 103 = 1

3 Canfeno 09 = 0.1 05 + 0.3 020 + 0.05
4 b-Pineno* 014 =+ 0.01 0.62 + 0.04 0.02 + 0.01
5 b-Mirceno* 133 + 0.2 123 + 0.2 101 = 0.7
6 p-Menta-1(7),8-dieno 712 + 0.01 106 + 0.4 104 + 0.2
7 a-Felandreno 226 + 0.02 495 = 0.05 64 * 0.2
g8  D>Careno* 03 + 0.1 0.23 + 0.02 35 = 05
9 a-Terpineno* 02 = 01 0.34 £ 0.03 040 =+ 0.05
10 p-Cimeno 218 + 0.02 47 = 05 44 + 0.1
11 Limoneno* 23 = 0.1 1.1 + 05 22 + 07
12 b-Felandreno* 538 + 0.2 357 = 05 39 + 2

13  cisb-Ocimeno 11 £+ 05 12 + 0.3 0.15 * 0.05
14  trans-b-Ocimeno tr 03 + 0.3 0.96 * 0.05
15  g-Terpineno* 01 + 0.1 11 + 0.1 0.10 = 0.01
16  cis-Hidrato de sabineno 002 =+ 0.01 0.35 = 0.04 0.10 = 0.02
17 Fenchona tr 0.30 * 0.02 010 + 0.01
18  a-Terpinoleno* tr 0.24 £ 0.04 0.15 =+ 0.05
19  trans-Hidrato de sabineno tr 04 * 04 04 + 01
20 Fenchol tr 03 * 0.1 03 + 01
21 a-Canfolenal tr 06 = 0.3 01 = 0.1
22 Hidrato de Canfeno tr 04 = 0.1 01 + 01
23 Citronelal* tr tr 0.16 * 0.02
24 Oxido de pineno tr tr 01 + 0.1
25 Felandral tr tr 0.10 * 0.05
26 Tujanol tr 0.12 + 0.01 06 = 0.1
27 Terpinen-4-ol* tr tr 0.30 + 0.05
28 4-|sopropil-2-ciclohexen-1-ona 029 + 0.01 1.7 £ 01 0.80 + 0.02
29 Metil acetato de bencilo tr tr 0.10 = 0.05
30 a-Terpineol* tr 0.2 + 01 0.2 * 01
31 Oxido de felandreno tr 02 * 0.1 019 + 0.01
32 cis-Piperitol tr 01 + 0.1 028 + 0.01
33 Mirtenol* tr 0.28 + 0.02 0.10 + 0.05
34 Salicilato de metilo* 010 * 0.01 0.49 £ 0.05 11 £ 05
35 4-|sopropil benzaldehido tr 1.3 =+ 04 03 + 0.1
36 trans-Piperitol tr tr 0.10 + 0.02
37 Citronelol* tr tr 01 + 01
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Continuacion de la Tabla 12.

38 i-Pr-Bencenometanol tr 0.32 + 0.05 0.10 = 0.01
39 a-Cubebeno tr 04 + 0.1 11 + 06
40 a-Copaeno tr 0.28 + 0.05 0.30 + 0.03
41 a-cis-Bergamoteno tr 0.11 + 0.05 0.20 +* 0.02
42  trans-b-Cariofileno* tr 02 = 0.1 056 * 0.04
43 a-trans -Bergamoteno tr 0.12 + 0.02 030 + 0.01
44 b-cis-Farneseno 005 + 0.01 0.05 £ 0.02 020 + 0.01
45 Germacreno D tr r tr
46 d-Guaieno tr 0.10 = 0.04 1.0 + 0.2
47 Espatulenol - 0.12 + 0.05 tr
48  Guaiol - 03 = 0.2 tr
49 Sesquiterpenol, GsHz60 - - 05 = 0.1
50 b-Eudesmol - - 04 + 02
51 Sesquiterpenol, GisHzsO - - 03 + 01
M: Monoterpenos 99.0 * 0.6 90.3 £ 0.6 89 =+ 2
MO: Monoterpenos oxigenados 13 = 0.2 50 = 0.2 40 = 1
S: Sesquiterpenos - 12 + 0.1 37 + 01
SO: Sesquiterpenos oxigenados - - 15 + 03
BC: Bencenoides 010 + 0.01 21 = 0.6 16 + 05

a. Numero del pico en la Figura 26.

b. indices de Kovats determinados experimentalmente en la columna HP-5 (30 m)

c. Porcentajes calculados con base en las éareas de los picos, promedio de tres
extracciones.

* |dentificado por espectrometria de masas usando compuesto estandar.

tr Trazas.

Moraes y colaboradores [47] han reportado también la presencia de diterpenoides
del tipo atisano, labdano y kaurano en los frutos de X. aromatica, recolectada en
Brasil; en el aceite esencial de hojas de X. aromatica cubana, predominaron los
compuestos sesquiterpenoide, el compuesto principal encontrado fue el
espatulenol (64%), se hallaron también el ciclosativeno (1%), terpinen-4-ol (0.6%),

g-muuroleno (0.8%) y epi-globulol (2.9%) [49].
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Figura 27. Distribucién de las principales familias de los compuestos en los
aceites y extractos de X. aromatica, obtenidos por los diferentes métodos.
M: Monoterpenos, MO: Monoterpenos oxigenados, S: Sesquiterpenos,
SO: Sesquiterpenos oxigenados, BC: Bencenoides.
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La composicion del aceite esencial aislado de la corteza de X. aromatica
(recolectada en Medellin, Colombia) reportada por Fournier y colaboradores [48]
difiere significativamente de la reportada en este trabajo para el aceite esencial de
los frutos de X. aromatica. En la Tabla 13 se muestran las principales diferencias
encontradas en los aceites esenciales obtenidos de X. aromatica de diferentes

origenes.

Tabla 13. Principales compuestos encontrados en los aceites esenciales de X.

aromatica de diferentes origenes geograficos.

Compuesto Cantidad relativa, %
Brasil Bolivia Cuba Colombia, Colombia,
(flores) (hojas) (hojas) Medellin Bucaramanga

(corteza) (frutos)
Alcohol-2-feniletilico 61.4 - -
Alcohol bencilico 2.3
Acetato de 2feniletilo 2.8
Benzaldehido 0.9
3-Hexen-2-ona 4.5
3-Hexen-1-d 2.6
Limoneno 3.7 5.1 - - ca. 3
a-Pineno - - 17.2 7-8
a- Felandreno - 2-3
b-Pineno - - 7.1 0.04
b- Felandreno - - - - ca. 60
a-Canfolenal - - - 4.6 ca. 0.2
4-isopropil-2-ciclohexen-1-ona - - - 1-3
Mirtenal - - - 7.1
b-Mirceno - - - - ca. 9
trans-Pinocarveol - - - 10.3
Salicilato de metilo - - - - ca. 2
4-i-Pr-Benz aldehido - - - - ca. 1l
Verbenona - - - 5.9
Mirtenol - - - 5.1 ca. 0.1
Terpinen-4-o - - 0.6 - ca. 0.1
trans-b-Cariofileno - 5.2 - - ca. 0.2
p-Cimeno - 5.5 - - ca. 1
Espatulenol - 27.5 64.4 - ca. 0.1
Ciclosativeno - - 11
epi-Globulol - - 2.9
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El resultado de PCA, aplicado a los diferentes extractos de X. aromatica, indica
que méas de 90% de la informacion de las Tablas 11 y 12, puede ser
representado por un subespacio de dos coordenadas (compone ntes principales),
construido con base en las combinaciones lineales de las concentraciones
relativas de componentes en diferentes extractos, tal como se aprecia en la
Figura 28. La localizacion de cada fraccion en este subespacio esta determinada
por su composicion quimica. La proximidad de “puntos” correspondientes a las
fracciones volatiles, obtenidas por HD, MWHD y SDE confirma, que éstas tienen

composiciones quimicas similares.

Figura 28. Representacion grafica de las composiciones relativas de facciones
volatiles, aisladas los frutos secos de X. aromatica por diferentes métodos de
extraccion, en el espacio formado por los primeros dos componentes principales:
Factor 1 Vs Factor 2. En el Anexo 2 (Tabla 4) aparecen las contribuciones de los

compuestos a los Factores 1y 2.
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En el Anexo 2 (Tabla 4) aparecen las contribuciones de los diferentes
compuestos a los Factores 1y 2, la mayor contribucion para el primer Factor esta
dada por el b-felandreno y para el segundo Factor por a-pineno, b-mirceno y p-

menta-1(7),8-dieno .

De otro lado, en la Figura 28 se observa que las técnicas HS proporcionan
fracciones volatiles con diferencias en su composicién a lo largo de ambas
componentes principales. Estas diferencias corresponden principalmente a las

variaciones en el contenido de b-felandreno, a-tuyeno a-pineno y a-felandreno
(Tabla 12).

2.15 Satureja brownei Briq. Esta planta pertenece a la familia Labiatae y se
distribuye desde el sur de los Estados Unidos hasta Brasil y Paraguay. Se
conoce también como Thymus brownei Swartz, Clinopodium brownei Kuntze,
Micromeria brownei Bentham. Popularmente la llaman “Poleo” y “Ajedrea” [1, 25,
43]. Es una hierba semirrastrera, con estolones, todas las especies de esta
familia, particularmente, sus hojas, contienen aceite esencial. La planta, cuando
se corta, despide un olor agradable parecido al mentol. Se usa como
condimento, especialmente, de carnes; en la medicina popular se utiliza la
decoccion o infusién de toda la planta como antigripal, estomaquico y carminativo
[25, 43].

Varias investigaciones han mostrado la variabilidad composicional del aceite
esencial de esta especie. Rojas y colaboradores [51], analizaron el aceite esencial
de S. brownei de Venezuela, reportaron un rendimiento & 0.12% del aceite
esencial y como compuestos mayoritarios la pulegona (64.3%), mentona (20.2%),
isomentona (3.4%) e isopulegona (2.4%). Pino y colaboradores [52], estudiaron el
aceite esencial de S. brownei cubana, en éste, la pulegona (54.6%) y la mentona

(32.9%) fueron los compuestos mayoritarios obtenidos. EIl principal compuesto
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encontrado en el aceite esencial de S. parvifolia, procedente de Argentina [53] fue
el 6xido de piperitona (69.8%), los de S. boliviana, también de Argentina [53],
fueron gterpineno (15.4%), trans-b-cariofileno (10.2%), germacreno D (8.9%) y
biciclogermacreno (8.3%). Mientras que para otras especies peruanas como la S.

boliviana y S. brevicalix, los compuestos mayoritarios fueron la mentona (24 y
36%) e isomentona (30 y 25%), respectivamente [54]. En la Figura 29 se muestra

la planta de S. brownei, utilizada en este estudio.

Figura 29. Planta de Satureja brownei Brig., usada en el presente estudio.

2.1.5.1 Metabolitos secundarios volatiles de S. brownei. En este trabajo, se

estudio la composicién quimica del aceite esencial, extractos y fracciones volatiles
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de la Satureja brownei colombiana, empleando diferentes técnicas de extraccion.

La Figura 30 muestra un perfil cromatogréfico de metabolitos secundarios volatiles

y semivolatiles del aceite esencial de S. brownei, obtenido por HD.

Figura 30. Perfil cromatografico del aceite esencial de S. brownei, obtenido por
HD. Columna HP-5 (30 m), istd = n-tetradecano, split 1:30, FID. En la Tabla 14

aparece la respectiva identificacion de los picos cromatograficos.

14 19 istd
I 26
15
16
5
5 6 10
7 27
3 13 ||l18 0
12 21
' 10 20 30 40 50 min

Como se puede apreciar en la Tabla 14, se encontraron 23, 26, 25 y 33
metabolitos secundarios en los aceites esenciales y extractos de S. brownei en
concentraciones superiores al 0.1% aislados por las técnicas HD, MWHD, SDE y
SFE, respectivamente. Los aceites esenciales obtenidos por HD y MWHD,
contenian 23 y 26 compuestos; con un rendimiento de 0.35 y 0.27%
respectivamente; la gran ventaja que presento la extraccion por MWHD result6 en
un menor tiempo de destilacion (30 min), en comparacion con el requerido por HD

(2 horas), para obtener la misma cantidad de esencia.
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Tabla 14. Composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles de la

Satureja brownei Brig., obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

b

Pico Compuesto Tipo Iy Cantidad relativa®, %
N°* HP-5 Innowax HD MWHD SDE SFE
1 a-Tuyeno M 928 1032 0.10+0.04 0.10+0.02 0.09+0.01 tr
2 a-Pineno* M 937 1040 0.57+0.04 0.21+0.01 0.72+0.01 0.8+0.2
3 Sabineno* M 976 1128 0.3+0.1 tr tr 0.10+0.01
4 trans-p-Mentano M 978 1038 r tr tr 0.10+0.02
5 b-Pineno* M 982 1123 0.90+0.01 0.66+0.02 0.70+0.01 1.1+0.1
6 3-Octanona HO 985 1310 0.60+0.01 0.50+0.01 0.60+0.01 0.7+0.2
7 b-Mirceno* M 990 1154 0.50+0.04 0.20+0.01 0.14+0.01 0.4+0.1
8 3-Octanol HO 995 1515 0.10+0.01 0.74+0.03 0.1+0.1 0.20+0.05
9 p-Menta-1(7),8-dieno M 1007 1186 tr 0.10+0.01 tr 0.1+0.1
10 Limoneno* M 1032 1210 0.8+0.1 0.50+0.02 0.50+0.01 0.50+0.01
11 b-Felandreno M 1035 1218 0.11+0.02 tr 0.10+0.04 0.10+0.01
12 1,8-Cineol* MO 1037 1230 0.10£0.05 tr 0.10+0.05 0.10+0.01
13 Linalool* MO 1099 1504 0.10£0.01 0.20+0.02 0.4+0.1 0.40+0.01
14 Mentona MO 1164 1470 16.2+0.3 17.7+£0.5 31.5+01 27.140.9
15 Isomentona MO 1171 1465 2.5+0.3 5.1+0.2 3.80+0.03 2.5+£0.1
16 Isomentol MO 1181 1662 1.6+0.5 2.1+0.2 2.10+£0.02 1.8+0.2
17 a-Terpineol* MO 1186 1657 0.99+0.02 1.3+0.2 1.1+0.1 1.3+0.5
18 Piperitol MO 1201 1660 0.1+0.1 0.10+0.06 0.20 +0.02 0.3+0.1
19 Pulegona* MO 1235 1663 71+2 65.5+0.9 53.7+0.6 55.540.5
20 Piperitona MO 1261 1740 0.12+0.01 0.30+0.01 0.20+0.01 0.4+0.1
21 Timol MO 1289 2105 0.11+0.01 0.35£0.1 0.64+0.01 0.2+0.1
22 p-Menten-9-ol* MO 1292 1736 r tr 0.10+0.04 0.20+0.01
23 Acetato de mentilo MO 1294 1543 r 0.22+0.02 0.22+0.01 0.2+0.1
24 Carvacrol MO 1298 2161 0.09+0.03 tr 0.20+0.01 0.3+0.1
25 Acetato de terpinilo MO 1346 1689 tr tr 0.10+0.02 0.2+0.1
26 trans-b - Cariofileno* S 1402 1612 2.10+0.05 2.20+0.04 1.7+0.1 2.7+0.1
27 Geranil acetona MO 1447 1655 0.52+0.01 0.58+0.01 0.7+0.2 0.5+0.1
28 a-Humuleno S 1450 1669 r 0.10+0.03 tr 0.3+0.1
29 alloAromadendreno 1469 1680 tr 0.10+0.01 tr 0.10+0.03
30 b-Selineno S 1481 1729 0.26+0.05 0.72+0.03 0.30+0.01 0.4+0.1
31  g-Cadineno 1512 1770 tr 0.12+0.01 tr 0.13+0.03
32 Oxido de cariofileno SO 1598 2004 tr 0.3+0.1 tr 0.50+0.02
33 N.I. - - r tr tr 0.10+0.01
34 N.I. - - r 0.1+0.1 tr 0.7£0.5
HO: Hidrocarburos oxigenados 0.70+0.02 12+0.1 0.7+0.2 0.9+0.2
M: Monoterpenos 3.3:0.5 26+0.1 1.40+0.02 2.8+04
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Continuacion de la Tabla 14.

MT: Monoterpenonas 90+2 89+1 89.2+0.3 862
MO: Monoterpenos oxigenados 3.60+0.02 4.3+0.9 6.5+0.2 51
S: Sesquiterpenos 2.310.05 3.20+0.04 2.0£0.1 41
SO: Sesquiterpenos oxigenados - 0.4+0.2 - 0.50+0.02

a. Numero del pico en la ﬁgura 30.
b. Indice de Kovats determinados experimentalmente en las columnas HP -5 e Innowax.
c

Porcentajes calculados con base en las areas de los picos; promedio de tres extracciones.

*

Identificado por espectrometria de masas usando compuesto estandar.
N.l. No identificado.

tr Trazas.

El principal compuesto encontrado en todos los extractos de S. brownei fue la
pulegona (54-71%), identificada por comparacion de su espectro de masas con el
del compuesto patrén. Otros compuestos encontrados en alta proporcion fueron
mentona (16%-32%), isomentona (3 -5%), isomentol (ca. 2%) y trans-b- cariofileno

(2-3%).

Los extractos de HD, MWHD, SDE y SFE fueron constituidos por hidrocarburos
oxigenados (0.7-1.3%), monoterpenos, CioHis, (2-4%); monoterpenos
oxigenados (91-95%), sesquiterpenos, CisHps (2-4%) Yy sesquiterpenos

oxigenados (<0.5%).

La Tabla 15 muestra la composicion quimica de las fracciones volatiles aisladas
de las hojas y tallos frescos de Satureja brownei Brig., usando las técnicas de
headspace (P&T, S-HS, HS-SPME). En ellas, 11, 13 y 15 metabolitos
secundarios volatiles fueron detectados en concentraciones superiores a 0.1%.
Los compuestos fueron a-pineno (0.9-9%), sabineno &1%), b-pineno (1-8%),
limoneno (1-2%), mentona (26-54%) isomentona (3-25%), pulegona (7-42%) y

trans-b-cariofileno (0.9-3%).
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En la Figura 31 se observa la distribucién de las principales familias de

compuestos en los aceites esenciales, extractos y fracciones volatiles obtenidas

por los diferentes métodos de extraccion.

En esta grafica se aprecia que las

monoterpenonas fueron los compuestos predominantes en todos los extractos.

Tabla 15. Composicién quimica de los metabolitos secundarios volatiles de la

Satureja brownei Brig., obtenidos por técnicas headspace.

Pico Compuesto Area relativa, %’
NO a
P&T S-HS HS-SPME
2 a-Pineno 31 + 04 87 + 0.6 09 £+ 01
3 Sabineno tr 110 +* 0.01 tr
5 b-Pineno 32 + 07 84 + 0.2 2 £ 1
6 3-Octanona 31 = 0.1 27 = 04 tr
7 Mirceno 21 £ 0.2 0,78 =+ 0.02 tr
10 Limoneno 25 £ 04 27 £ 05 10 £ 03
12 1,8-Cineol tr 07 = 02 0,30 = 0.01
13 Linalool tr 04 + 0.1 0,3 +* 01
14 Mentona 36 = 4 26 = 3 54 + 3
15 Isomentona 34 = 05 15 = 2 25 = 2
16 Isomentol 27 £ 02 7 £ 1 25 £ 01
19 Pulegona 42 + 5 26 + 3 7 = 4
25 Acetato de terpinilo tr tr 15 + 02
26 trans-b-Cariofileno 20 += 0.9 091 + 0.02 3.3 £ 09
27 Geranil acetona 0,21 * 0.06 tr 06 * 01
28 a-Humuleno tr tr 04 = 01
29 allo-Aromadendreno tr tr 0,46 =+ 0.02
30 b-Selineno tr tr 0,55 * 0.05
HO: Hidrocarburas oxigenados 31 + 02 27 £ 04 -
M: Monoterpenos 108 + 0.1 217 = 0.7 32 = 11
MT: Monoterpenonas 81 + 2 67 * 3 87 * 2
MO: Monoterpenos oxigenados 29 + 03 8 + 2 52 + 04
S: Sesquiterpenos 20 =+ 01 090 + 0.02 5 + 1

a. Numero del pico en la Figura 30.

b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos; promedio de tres extracciones.

* |dentificado por espectrometria de masas usando compuesto estandar.

—

r Trazas.
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Figura 31. Distribucién de las principales familias de los compuestos en los
aceites y extractos de S. brownei, obtenidos por los diferentes métodos.
HO: Hidrocarburos oxigenados, M: Monoterpenos, MO: Monoterpenos

oxigenados, S: Sesquiterpenos, SO: Sesquiterpenos oxigenados.

Capacidad relativa, %

El resultado del PCA, aplicado a las fracciones volatiles de S. brownei, indica que
ca. 78% de la informacion de las Tablas 14 y 15, puede ser representado por un
subespacio de dos coordenadas (componentes principales), construido con base
en las combinaciones lineales de las concentraciones relativas (%) de
componentes en diferentes extractos, como se aprecia en la Figura 32. El primer
componente (Factor 1) corresponde al 57.9% de la variacion y esta relacionado

principalmente con el limoneno, a-terpineol, piperitona, piperitol y acetato de
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mentilo; el segundo componente (Factor 2) corresponde al 20.2% de la variacion y
las mayores contribuciones estan dadas por los sesquiterpenos cis-cariofileno, a-
humuleno y allo-aromadendreno. Las contribuciones de los componentes a los
Factores 1 y 2 para el analisis PCA, aparecen en el Anexo 2 (Tabla 5).

Figura 32. Representacion grafica de las composiciones relativas de las
fracciones volétiles, aisladas de la planta fresca de S. brownei., por diferentes
métodos de extraccion, en el espacio formado por los dos primeros componentes
principales. Las contribuciones de los componentes a los Factores 1y 2
aparecen en el Anexo 2 (Tabla 5).
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Nuevamente, la proximidad de los puntos correspondientes a los métodos HD,
MWHD y SDE, confirma la similitud de las composiciones obtenidas por estas
técnicas (Tabla 14), pero el método SFE fue mas selectivo y eficiente hacia la
extraccion de los sesquiterpenoides; el punto correspondiente se ubica en otra
region del espacio. La composicion obtenida por headspace, muestra que la HS-
SPME presentd una composicion mas parecida a la del aceite esencial a
diferencia de otras técnicas deheadspace, i.e. S-HS y P&T (Tabla 15).

2.1.6 Fraccionamiento de aceites esenciales por cromatografia en
contracorriente. Para precisar sus caracteristicas organolépticas, los efectos
fisiologicos y/o de actividad biologica, es indispensable conocer la composicion
quimica de los aceites esenciales exacta, dado que uno de los principales
objetivos de este trabajo fue la determinacion de su actividad antioxidante in vitro.
Se realiz6 el fraccionamiento de los aceites esenciales obtenidos usando la
técnica de cromatografia en contracorriente (CCC), para determinar luego la
capacidad de diferentes fracciones para “atrapar” el cation-radical ABTS™ vy el
radical DPPH'. Esto, con el fin de poder identificar los compuestos y/o sus
mezclas responsables de la actividad antioxidante de los aceites esenciales bajo

estudio.

La cromatografia en contracorriente (CCC) es una modalidad de la técnica de
cromatografia liquida, desarrollada por el Dr. Yoichiro Ito a finales de los afios
60’s [55], en la cual, la particion liquido-liquido es el fenbmeno responsable de la
retencion y separacion de analitos. La caracteristica particular de CCC, es que a
diferencia de otras técnicas cromatograficas, la fase estacionaria es también un
liqguido sin ningun soporte sélido, donde campos centrifugos son usados para
mantener la fase estacionaria liquida “fija”, mientras que la fase mévil pasa a
través de ella. Un equipo para CCC comprende una unidad para la fase mouvil,

una valvula, una bomba de inyeccion, una columna, un detector y un procesador
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de datos. La columna contiene partes rotando necesarias para crear y mantener

un campo centrifugo [55].

La técnica CCC se ha empleado en la separacion (fraccionamiento) de
compuestos en extractos naturales [56, 57]; en éste trabajo, se usé como un
método de separacion preparativa para aislar las fracciones y los compuestos
individuales de los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla y X.

aromatica. LaFigura 33 muestra los cromatogramas obtenidos por CCC.

Las fracciones se recolectaron de acuerdo con la secuencia de salida de los
componentes; como método complementario se usé cromatografia en capa fina
(Thin Layer Chromatography, TLC), debido a que algunas sustancias no fueron
detectadas a la longitud de onda utilizada (254 nm), las fracciones recogidas
fueron “sembradas” en placas para TLC. Luego, las que al ser reveladas con p-
anisaldehido (0,5% en metanol:acido sulfurico:acido acético, 85:5:10) presentaron
manchas con el mismo color e intensidad, se recogieron como una fraccion. En
la Figura 34, se pueden observar algunas imagenes de cromatografia en capa
fina de las fracciones obtenidas de los aceites esenciales de A. triphylla, L.
armata, L. alba y X. aromatica. El aceite esencial de S. brownei no fue
fraccionado, ya que previamente a la separacion por CCC, se determiné su
capacidad de atrapamiento de radicales y ésta fue muy baja, aiun en

concentraciones altas (>100000 ppm) del aceite.

Mediante CCC se obtuvieron 8, 12, 7 y 10 fracciones de los aceites esenciales de
L. alba, L armata, A. triphylla y X. aromatica, respectivamente. En la Tabla 16, se
muestran los principales compuestos encontrados en cada fraccion, ya que
debido a la complejidad de los aceites la técnica no fue completamente eficiente
en la separacion de todos los componentes; la identificacion de las sustancias en

las fracciones se realiz6 mediante GC-MS.
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Figura 33. Cromatogramas tipicos de los aceites esenciales de: A. Lippia alba,
B. Lantana armata, C. Aloysia triphylla y D. Xylopia aromatica, obtenidos por
CCC. Sistema de solventes (acetonitrilo/ter-butiimetiléter/hexano). Columna
PTFE (160 m x 1.6 mm D.l.). Detector UV (254 nm).
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Figura 34. TLC de fracciones de los aceites esenciales de L. alba, A. triphylla, L.

armata y X. aromatica, aisladas por CCC.

L. alba A. triphylla

L. armata X. aromaética
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-
-
- |
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Tabla 16.

Principales compuestos presentes en las fracciones de los aceites

esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla y X. aromatica, obtenidas por CCC e
identificados por GC-MS.

Fracciones Aceite esencial
L. alba L. armata A. triphylla X. aromatica

1 Linalool, carveol, 1-Octen-3-ol, b-pineno, Acetato de nerilo. a-Pineno, p-cimeno,
piperitona. verbenona. canfeno, afelandral.

2 Pulegona, carvenona, Sabineno, b-mirceno. Linalool, verbenol, p-Menta-1,7-dieno,
p-ment-6-en-2-ona, isopulegol. i-Pr-bencenometanol,
piperitenona. b-mirceno, limoneno.

3 Acetato de linalilo, Farnesol, nerol, 6-Metil-5-hepten-2-ona, b-Felandreno, cis-hidrato
a-terpineol, carvona. geraniol, eugenol. nerol, neral, geraniol, de sabineno, salicilato

geranial, ment-2-en-1-ol. de metilo,
4-isopropilbenzaldehido.

4 Ocimeno, farnesol. Elemol, nerolidol, ledol. Terpinen-4-ol. a-Terpineno, D*-careno,

felandral.

5 b-Cubebeno, a-copaeno, Eudesmol, a-copaeno, Nerolidol, espatulenol, g-Terpineno, 4- terpineol.
germacreno B. a-cubebeno, trans - b- oxido de cariofileno.

cariofileno.

6 b-Mirceno, limoneno. trans - b-Cariofileno, ar-Curcumeno, Espatulenol,
a-zingibereno, ced_ranona_, propanoato de  a-copaeno,
farneseno, nerilo, cadinol. a-cubebeno.
ar-curcumeno.

z Biciclosesquifelandreno, Guaiol, germacrenol. d-Cadideno, cadina-1,4- Guaiol, b-eudesmol.
d-cadineno, dieno, biciclogermacreno,
b-bourboneno. isobutirato de nerilo,

hidroxicariofileno.

8 trans-b-Cariofileno, a-Humuleno, d- - Sesquiterpenol, CisHz40.
b-farneseno, a-humuleno, cadineno, g-bisaboleno.
cubenoal, fitol.

9 - Oxido de humuleno, - 4-1sopropil-2-ciclohexen-

a-cadinol. 1-ona, cis-piperitol.

10 - Biciclosesquifelandreno, - Germacreno D,

germacreno D, b- a-guieno.
bourboneno.

11 - Oxido de cariofileno, - }

cariofilenol, 6xido de
himachaleno.
12 - Cubenol, fitol. - -
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2.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA (LCsx) DE
LOS ACEITES ESENCIALES FRENTE A ARTEMIA SALINA

Para calcular la dosis letal media de un producto debe determinarse primero la
curva de toxicidad o curva de regresion “dosis-mortalidad”, es decir, aquella linea
que relaciona las dosis que se ensayan con las mortalidades que se obtienen.
Para lograr una linea de regresion recta, las dosificaciones se expresan en
logaritmos y los porcentajes de mortalidad en unidades Probit [58]. ElI método
Probit consiste en la aplicaciébn de correlaciones estadisticas para estimar las
consecuencias desfavorables sobre la poblacién. Las lineas de regresiéon “dosis-
mortalidad” facilitan las comparaciones entre los grados de toxicidad de diversos
productos insecticidas, y permiten detectar los cambios que pueden producirse en

el grado de susceptibilidad del microorganismo evaluado con el tiempo [59, 60].

Los resultados de la evaluacion de la concentracién letal media (LCso) de los
aceites esenciales delL. alba, L. armata, A. triphylla, X. aromatica y S. brownei, se
muestran en la Tabla 17. Se usO el aceite esencial de Callistemon viminalis,
como mezcla de referencia, ya que este aceite ha demostrado una muy baja
toxicidad frente a larvas e insectos [61]. Los porcentajes de mortalidad obtenidos
fueron transformados a la escala Probit y, posteriormente, graficados contra el
logaritmo de las concentraciones evaluadas, asi como se muestra en la Figura
35.

Los datos reportados en la Tabla 17 muestran que el aceite esencial de L. armata
fue el mas toxico de todos los estudiados en el presente trabajo, con valores LCsg
de 3.8 y 2.1 ug/mL, comparados con el valor de referencia para el aceite esencial
de Callistemon viminalis (80.5y 118.3 pg/L), respectivamente, para 24 y 48
horas transcurridas después de haber sido expuestos los aceites a la Artemia

salina.
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La alta toxicidad del aceite de L. armata, coincide con la reportada por varios
investigadores, quienes comprobaron su efectividad contra las larvas de los
mosquitos Aedes aegypti, Anopheles gambiae y Culex pifien [35], el neméatodo
Meloidogyne incognita [36] y las larvas de Spodoptera littoralis y la mosca

Drosophyla melanogaster [41].

Con el objeto de tener valores de referencia de aceites esenciales altamente
nocivos, en la Tabla 17 también se muestran los LCso de este tipo de aceites, los
cuales han presentado toxicidad in vivo alta (empleando ratas de
experimentacion), como es el caso de los aceites esenciales de Peumus boldus
(LCs50=0.13 pg/g) y Chenopodium ambrosioides (LCs5p=0.25-0.38 ug/g), debido al
contenido alto de ascaridol (16% en Peumus boldus y 60-80% en Chenopodium
ambrosioides). Otros aceites esenciales de toxicidad muy alta son: Prunus
amygdalus (LCso= 0.9 ug/g), cuyos principales componentes son el benzaldehido
(LCs0=1-2 ug/g) v el acido cianhidrico (LCs=0.0001 ug/g), a éste ultimo se debe
su elevada toxicidad; por ejemplo, la a-tuyona (LCs50=0.21 ug/g) es la responsable
de la letalidad del aceite esencial de Artemisia herba-alba (LCs50,=0.37 pg/g) vy la
pulegona (LCs5,=0.5 pg/g), de los aceites esenciales de Mentha pulegium

(LCs50=0.4 pg/g) y Chrysanthemum vulgare (LCs0=0.30 ug/g) [62].

De los aceites estudiados en el presente trabajo, el aceite esencial de A. triphylla
fue el segundo mas toxico frente la A. salina (LCsp 6.9-19.7 pg/mL); la literatura
ha reportado que las partes aéreas de A. triphylla demostraron actividad
antimutagénica en extractos acuosos en concentraciones de 50 mg/L contra la

Salmonella typhimurium [2, p. 554].
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Tabla 17. Valores de LCsp e intervalos de confianza (95%) de los aceites

esenciales a 24 y 48 horas de exposicion a la A. salina.

Solucién, mg/mL Tiempo de LCso, mg/mL  Intervalos de confianza (95%)
exposicion
(hrs) Superior Inferior
24 3.82 4.04 3.61
Lantana armata 48 205 290 1.89
L 24 19.66 21.03 18.38
Aloysia triphylla 48 6.92 76 6.3
, , 24 53.58 57.84 49.63
Xylopia aromatica 48 36.37 40.15 32.95
o 24 104,68 108.24 101.24
Lippia alba 48 65.47 69.05 62.07
Satureia brownei 24 111.39 118.36 104.83
! 48 76.06 81.56 70.93
. . 24 118.31 127.42 109.85
Callistemon viminalis 48 80.53 88.66 7314
Prunus amigdalus* - 0.96** - -
Acido cianhidrico* - 0.0001** - -
Benzaldehido* - 1-2%* - -
Artemisia herba-alba* - 0.37* - -
a-Tuyona* - 0.21* - -
Peumus boldus* (Ascaridol) - 0.13* - -
Chenopodium - 0.25-0.38** - -
ambrosioides* (Ascaridol)
Mentha pulegium* - 0.40** - -
Chrysanthemun vulgare* - 0.30** - -
Pulegona* - 0.50** ) )

* Tisserand, R.; Balacs, T.; Caldwell, J., 1999. Essential Oil Safety.

London, p.p. 115-200. [62].
** En ug/g.

Harcourt Publishers Limited,
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Figura 35. Valor Probit Vs el logaritmo de las concentraciones de los aceites
esenciales de a. L. armata; b. A. triphylla; c. X. aromatica; d. L. alba; e. S.
brownei y f. Callistemon viminalis. A. Después de 24 horas de exposicion a la A.

salina. B. Después de 48 horas de exposicion a laA. salina.

El aceite esencial de X. aromatica, por su parte, presenté una toxicidad media
(LCsp 36.4-53.6 ug/mL). Fournier et al. [48], reportaron que el aceite esencial de

X. aromatica, obtenido de la corteza y hojas de la planta, mostré una moderada
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actividad antibacterial y antifingica, cuando se hicieron los ensayos de
concentracion minima inhibitoria (MIC) contra Mycobacterium smegmatis,
Staphylococcus aureus y Candida albicans; sin embargo, no se registrd ninguna
actividad contra la Escherichia coli ni Pseudomonas aeruginosa. Los aceites
esenciales menos toxicos frente a la A. salina fueron L. alba (LCso = 65.5-104.7
pg/mL) y S. brownei (LCso= 76.1-111.4). Otros trabajos [2, p. 559] han reportado,
que el aceite esencial de L. alba presenta actividad contra Trichophyton

mentagrophytes, Candida albicansy Neurospora crassa.
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2.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE ACEITES ESENCIALES
Y ALGUNAS DE SUS FRACCIONES

Un area muy importante en el campo de productos naturales es la determinacion
de la actividad biolégica de sus extractos. Muchas plantas son fuente valiosa de
compuestos y mezclas odoriferas (saborizantes, aromatizantes), efectivos agentes
antisépticos y antioxidantes [63-66]. Los antioxidantes de origen natural se usan
cada vez con mayor frecuencia no solamente en los alimentos, sino también en
diferentes preparados farmacéuticos, cosméticos y productos de uso general
(pinturas, bolsas plasticas, textiles, etc.). Uno de los objetivos de esta
investigacion fue la evaluacion de la actividad antioxidante de cinco aceites
esenciales colombianos, los cuales pueden tener aplicacion en la industria, ya sea

como tales o por la utilidad de alguno de sus componentes.

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que cuando esta presente en
concentraciones bajas, inhibe o previene la oxidacion de un sustrato; € término
"sustrato oxidable" incluye casi todo lo que se encuentra en las células vivas, e.g.

proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA, entre otros componentes [67, 68].

Existen numerosas clasificaciones de los antioxidantes, a saber: exégenos, si
éstos ingresan a través de la cadena alimenticia; enddégenaos, si son sintetizados
por las células. De acuerdo con su solubilidad, los antioxidantes se dividen en
liposolubles e hidrosolubles; y por su origen, en naturales o sintéticos. En general,
los antioxidantes pueden ser divididos segun su modo de accién en tres grupos

principales [65-68]:

Antioxidantes primarios o “secuestradores” de radicales: son sustancias
atrapadoras de radicales en el sistema, que bloquean la iniciacion o propagacion
de reacciones de oxidacion en cadena; forman parte de la primera linea de

defensa; entre ellos, figuran las vitaminas A, C y E, acido urico, albumina,
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ubiquinol, carotenoides, algunos antioxidantes sintéticos y naturales (e.g. flavonas,

flavonoides y polifenoles, etc).

Antioxidantes secundarios o preventivos: acttan como la segunda linea de
defensa, suprimiendo la generacién de radicales; entre ellos, se destacan las
peroxidasas (.g. glutation peroxidasa), la catalasa, la superoxido dismutasa y

proteinas quelantes de metales.

Antioxidantes de reparacién y de novo: forman parte de la tercera linea de
defensa, entre ellos, se encuentran lipasas, proteasas, DNA transferasas y otras

enzimas de novo, de reparacién y de reconstruccion de membranas celulares.

La efectividad de un antioxidante depende, entre otras, de las siguientes

caracteristicas estructurales [65, 67]:

Presencia de electrones o atomos de hidrégeno, que puedan ser donados
facilmente alos radicales;

Capacidad de deslocalizar la carga formada por la pérdida de uno de sus
atomos de hidrégeno;

Facilidad de formar complejos con los iones metalicos de transicion.

Es importante definir como va a ser medida la actividad antioxidante. Para ésto,
se deben usar sistemas modelo, los cuales constan de un sustrato, e.g. un aceite,
una grasa o sus emulsiones; el medio, que origina el deterioro oxidativo y la
técnica analitica con la cual se va a medir la reaccion; ésta se escoge de acuerdo
con el objetivo el ensayo. Para evaluar el mecanismo de accion del antioxidante,
se pueden utilizar técnicas de atrapamiento de radicales, pero si se busca estudiar

el efecto protector de un sustrato contra el deterioro oxidativo se realiza el
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seguimiento de compuestos, tanto degradados como generados, productos

intermedios y/o finales de oxidacion.

Las espectroscopias ESR y UV-VIS se usan para estudiar procesos de
atrapamiento de radicales; en UV-VIS los mas empleados son los métodos de
decoloracion i.e. del catién-radical ABTS™ [65, p.73] y del radical DPPH [65, p. 73].
Las técnicas cromatograficas (HRGC, HPLC), métodos calorimétricos,
conductimétricos, titrimétricos y de quimioluminiscencia se utilizan generalmente
para determinar los compuestos generados o degradados, empleando técnicas
con derivacion de sustancias o sin ella [69, 70]. Por ejemplo, cuando se determina
el efecto protector que ejerce una sustancia frente a la oxidacion de un sistema
lipidico, se evaluan los productos de descomposicién, tales como aldehidos,
cetonas, hidroperoxidos, alcoholes y acidos grasos: las técnicas de HRGC y HPLC

se utilizan ampliamente en la determinacion de este tipo de compuestos [70-77].

La peroxidacion lipidica puede ser inducida por diferentes métodos [67], a saber:
la radidlisis, la fotolisis y/o por la reaccion tipo Fenton, la cual se us6 en el
presente estudio. También es importante tener en cuenta, que el valor medido de
la actividad antioxidante depende tanto del ensayo utilizado, i.e. el sistema lipidico
modelo, como del modo de inducir la oxidacion y de la propiedad fisico-quimica

gue se monitorea durante este proceso [57].

En la Tabla 18 se muestra un resumen de los principales métodos usados para la
evaluacion de la actividad antioxidante de aceites esenciales. En el presente
trabajo, se utilizaron varios métodos para estudiar la actividad antioxidante de los
aceites esenciales de L. alba, A. triphylla, L. armata, X. aromatica y S. brownei,

basados en la capacidad de inhibir la oxidacion lipidica (empleando una emulsién
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de acido linoleico como sistema lipidico modelo) y de atrapar radicales (usando los

métodos de decoloracion del cationradical ABTS™ y del radical DPPH).

Tabla 18. Métodos usados para la evaluacion de la actividad antioxidante de

aceites esenciales.

Aceite esencial

Sistema modelo

Medicién

Tomillo y comino

Foeniculum vulgare, Laurus
nobilis, Thymus vulgaris,
Eucaplyptus globulus,
Tagetes minuta, Satureja
parvifolia y Lippia polystachya

Pimienta

Limon

Clavo y nuez moscada

Aceites esenciales de
diferentes especies (23)

Diferentes clases de aceites
esenciales de citricos (34)

Tomillo

Orégano

Mantequilla

Aceite de soya

Carne de cerdo

Plasma sanguineo

Yema de huevo y acido
linoleico

Plasma humano

Solucién etandlica

S}olucién metabdlica.
Acido linoleico

Solucion metabdlica
Solucién etandlica
Carne de pavo

indice de acidez, valor de peroéxido y
prueba del &cido tiobarbitarico [78].

indice de peréxido [79].

Prueba del &cido tiobarbitarico [80].
Formacién de eteno [81].

Prueba del acido tiobarbitarico [83].
Ensayo de difusion de agar de b-caroteno
[83, 84].

Determinaciéon de sustancias carbonilicas
[85].

Radical DPPH [86].
Medicion de dienos conjugados [82].

Radical DPPH [87].
Determinacion de sustancias carbonilicas

187].

Radical DPPH [57].

Catiénradical ABTS™ [57].
Determinacion de malondialdehido [88].
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2.3.1 Determinacion de la inhibicion de la peroxidacién lipidica. La
peroxidacion lipidica es una reaccion de propagacion en cadena que esta
acompafiada de la generacion de hidroperoéxidos lipidicos y una gran variedad de
productos secundarios como epoxidos, hidrocarburos y compuestos carbonilicos,
entre otros. Se conoce que la peroxidacion lipidica transcurre a través de la
produccion de radicales y se lleva a cabo en varias etapas [65, 66, 89], a saber:

iniciacion, propagacion, ramificacion y terminacion:

Iniciacion: RH— R + H

Propagacion: R + 0, —5 ROz
ROO + RH—— ROOH + R
RO + RH — ROH + R

Ramificacion: ROOH —— RO + HO
2ROOH —— ROy + RO + H»O

Terminacion: RO, + ROy ——>
RO, + R — Productos no radicales

R + R 7

En este trabajo, se utilizd el acido linoleico en emulsibn como sistema lipidico
modelo. EIl hexanal, producto final de la degradacién oxidativa en la emulsion del
acido linoleico y la cantidad de este ultimo, o sea la que “sobrevive” después de la
oxidacion inducida, se determinaron en la forma de sus derivados, hidrazona y

éster metilico, por las técnicas GC-ECD y GC-FID, respectivamente.
Para la cuantificacion de compuestos carbonilicos no se emplean detectores

cromatograficos convencionales como el FID, porque se obtiene respuesta poco

sensible; ademas, la inestabilidad térmica, la alta volatilidad y la solubilidad parcial
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en agua de las moléculas carbonilicas hacen dificil su analisis por GC. Por ello, se
emplea una metodologia basada en la derivacion del hexanal con
pentafliorfenilhidracina (PFPH), obteniendo un derivado térmicamente estable y
de volatilidad y polaridad méas bajas. Ademas, al aumentar la “especificidad” de la
molécula, introduciendo en ella los cinco atomos de flior, se incrementa
notoriamente la respuesta del detector selectivo, i.e. ECD [90-92]. En la Figura
36, se muestra la reaccion de derivacion de un aldehido con la PFPH,
obteniéndose una mezcla de las hidrazonas isoméricas sin (Z-) y anti (E-). Esta

metodologia fue previamente estandarizada por Stashenko et al. [71, 90-92].

Figura 36. Derivacion de aldehidos con pentafldorfenilhidracina (PFPH).
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Por otra parte, la cantidad del &cido linoleico que “sobrevive” el ataque del
oxigeno, indica también cuanto avanzo la oxidacion en el sistema lipidico. El &cido
graso se determin6 por HRGC-FID, en forma de su éster metilico; la obtencion de
este derivado se realiza por medio de reacciones de esterificacion o

transesterificacion, catalizadas por acidos o bases [93, 94]. En esta investigacion,
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como se menciond anteriormente, la derivacion del acido linoleico se llevé a cabo

utilizando BF; al 20% en metanol, asi como se describié en el Numeral 1.3.3. En

este caso, la esterificacion del acido linoleico fue catalizada por un acido de Lewis.
En la Figura 37 se indica el esquema de la reaccion.

Figura 37. Esterificacion de lipidos catalizada por un acido de Lewis.

@) @)
| CH3OH/BF |
Rl—C_OH ~ Rl C_OCH3
-H,0

En la Tabla 19, se reportan las mediciones del hexanal en las fases vapor y
condensada (liquida) de la emulsion del acido linoleico (se determiné la
disminucion relativa de éste, con respecto a un blanco); el hexanal fue
determinado en la fase vapor usando la fiora SPME (PDMS/DVB, 65 pm),
previamente saturada con PFPH vy realizando la extraccion-derivacion directa del
hexanal sobre la fibra; en la fase condensada de la emulsion el hexanal se midio
después de su derivacion con PFPH en solucién, seguida de la extraccion liquido-
liquido de la hidrazona, Ce-PFPH, con hexano; ademas, se reporta en la Tabla 19
el porcentaje del acido remanente sin oxidar (ver Numerales 1.3.1-1.3.3 de la

Parte Experimental).
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Tabla 19. Efecto protector de los aceites esenciales de L. alba, A. triphylla, L.
armata, X. aromatica y S. brownei, la vitamina E y el BHA, contra la oxidacion del

acido linoleico en emulsién, inducida por Fe? en la presencia de O..

Antioxidante, Efecto protector, %
g/L
L. A. L. X. S. Vitamina BHA
alba  triphylla armata aromatica brownei E

% de la disminucion del hexanal en la fase vapor de la emulsién

1.0 19+2 272 16+2 3545 27.5#0.1 34.0+0.5 39+6
2.5 65+1 39.3x0.2  49.7x0.7 48+2 33+3 46.0+0.5 56+2
5. 71+1 59+4 72+1 60.8+0.9 42+4 57.0+0.6 51+2
10 73.6x£0.5 71+4 78.4+0.5 68+1 34+1 62.4+0.8 69+2
20 72.6£0.9 74.7+0.2 76%3 70+1 33.7+0.2 61+3

% de la disminucién del hexanal en la emulsién

1.0 27+2 10+2 28+2 37.4+0.9 1445 36.1+0.1 72+1
2.5 44.9+0.4 48+4 69+4 54+2 30.8+5 56+0.5 733
5. 72+1 65+3 71+2 68.6+0.7 35+4 64.4+0.4  75.1+0.8
10 78+0.2 722 85+2 68+2 45+5 75.9+0.9 76+1
20 78.5+0.6 704 87+4 72+3 46+1 75.5+0.9

% del acido linoleico remanente sin oxidar

1.0 32+2 501 45.9+0.1 56+2 50.1+0.7 23%2 36.7+0.9
2.5 69+5 59+4 66.7+0.7 69+3 53+3 42.2+0.8 38.6+2
5. 72+5 63.7+0.3 71+1 75%0.8 49+1 55+2 55.3+0.7
10 84+3 655 86+2 76%1 43+4 8543 63+3

20 85+5 73+1 89+4 87+0.9 31+2 72+2




El efecto protector de las esencias se incrementa con el aumento de su
concentracion en el sistema, alcanzando valores altos a las concentraciones de 10
0 20 g/L. Los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla y X. aromatica
mostraron efectos protectores a la misma concentracion, i.e. 10 g/L, igual o mayor
que los de la vitamina E y del BHA, siendo el aceite de L. armata el mas “activo”
de todos, seguido de L. alba, mientras que el de S. brownei fue el que presentd
menor actividad antioxidante, tal como se puede apreciar en la Figura 38.

Figura 3. Efecto protector de los aceites esenciales de L. alba, A. triphylla, L.

armata, X. aromatica, S. brownei, vitamina E y BHA (10 g/kg), contra la oxidacion

del &cido linoleico en emulsién, inducida por Fe®* en presencia de O,.
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En la Figura 39, aparecen perfiles cromatogréaficos del hexanal (en forma de su

hidrazona), generado durante la peroxidacion lipidica del acido linoleico sin
adicionar sustancias antioxidantes (lI) y con antioxidantes (BHA, vitamina E y

aceite esencial de L. armata) (II-1V). La adicion de sustancias antioxidantes al
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sistema lipidico, lo “protege” contra el deterioro oxidativo, disminuyendo también la
generacion del hexanal.

Figura 39. Perfiles cromatograficos del hexanal [*] (medido como su derivado
Cs-PFPH) en diferentes sistemas sometidos a oxidacion: |. Acido linoleico
(Blanco); II. Acido linoleico + BHA (10 g/L); lll. Acido linoleico + Aceite esencial
de L. armata (10 g/L); IV. Acido linoleico + Vitamina E (10 g/L). Columna HP-5
(30 m). ECD.

5 10 12 14 16 18 min
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Los resultados obtenidos en este trabajo estan en concordancia con los
reportados por Ruberto y Baratta [95]. Los investigadores mostraron que
compuestos fendlicos, como el timol (23-91.7%), carvacrol (30.7-89.9%) y eugenol
(39.1-93.6%), presentaron actividad antioxidante alta y que solo algunos
monoterpenos poseian una significativa accion protectora en los sistemas lipidicos
usados (yema de huevo y &cido linoleico); principalmente, el a-terpineno (31.8-
71.5%), g-terpineno (61.6-79.5%), terpinoleno (40.3-64.6%) y, en menor grado, el
sabineno (43.0-59.9%), en concentraciones comprendidas entre 100 y 1000 ppm.

Los demas compuestos presentaron poca o0 ninguna actividad antioxidante.

Se le atribuye la actividad antioxidante de los aceites esenciales generalmente al
contenido de compuestos fendlicos [78-85], e.g. Teissedre et al. utilizaron 23
aceites esenciales de diferentes especies para inhibir la oxidacion en lipoproteinas
humanas de baja densidad; su estudio mostr6 que cuando el eugenol era el
compuesto mayoritario, la inhibicién de la oxidacion de la LDL estuvo entre 68%

(aceite esencial de clavo) y 100% (aceite esencial de laurel de St Thomas) [85].

La mayoria de los antioxidantes primarios y secundarios contienen grupos
fendlicos, un ejemplo de ellos es el a-tocoferol (TOH). En la Figura 40 se
muestran las posibles reacciones que ocurren entre el TOH vy los radicales
formados durante el proceso oxidativo. En todas estas reacciones el a-tocoferol
cede el &tomo de hidrogeno del grupo hidroxilo a los radicales alquilo, peroxilo y/o
alcoxilo de un acido graso oxidado, produciendo especies no radicalarias estables
(RH, ROOH, ROH) y el radical llamado tocoferoxilo (TO’). Este ultimo se estabiliza
por la deslocalizacion del electron en el anillo aromético, pero ademas puede
reaccionar con radicales o moléculas neutras de tocoferol dando origen a
tocoquinonas (TO) y/o compuestos diméricos (TO-OT) [65, 96].
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Figura 40. Reacciones del a-tocoferol (TOH) con radicales alquilicos [65].
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Pero existen muchos aceites esenciales, que no contienen compuestos fendlicos,

por lo menos en concentraciones significativas, y que han presentado también una
apreciable actividad antioxidante [79-84], como es el caso de los aceites

estudiados en elpresente trabajo.
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La accion protectora de los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla, X.
aromatica y S. brownei se puede explicar con base en la naturaleza quimica de los
componentes presentes en éstos. Como ya se menciond, generalmente, la
proteccion de un sustrato contra el deterioro oxidativo, se atribuye a la presencia
de compuestos fendlicos. Sin embargo, teniendo en cuenta que en este caso,
fenoles como el eugenol y el timol se encuentran en cantidades muy bajas, y que
los compuestos mayoritarios son  hidrocarburos = monoterpénicos y
sesquiterpénicos; se puede suponer que éstos también pueden actuar como
“antioxidantes”, aunque por mecanismos distintos a los que operan los
compuestos fendlicos. Esto concuerda con la literatura, donde se reportan dos
tipos de hidrocarburos antioxidantes (HA's) [97]. A los del Tipo | pertenecen
compuestos como los carotenos (polienos), que terminan la propagacion de la
cadena de lipoxidacion, al reaccionar rapidamente con los radicales peroxilo del
sustrato (SOO’), que en este caso, serian los radicales peroxilo del acido linoleico;
a su vez, se obtienen los radicales del antioxidante (A’), que son estabilizados por
resonancia. Los HA’s Tipo I, Unicamente son activos a concentraciones bajas de

oxigeno (Véase a continuacion, Reacciones 1-3):

SO0+ HA —» SOOH + A: @
A+ O «—— AOO )
SO0 + A —— Productos no radicales ®

Los HA's del Tipo Il, como el gterpineno, a-terpineno y terpinoleno, también
reaccionan rapidamente con los radicales peroxilo del sustrato, reduciendo, de
esta forma, la posibilidad de la propagacion de la cadena de lipoxidacion por

abstraccion de un atomo de hidrogeno del sustrato lipidico. Ademas, pueden
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actuar como antioxidantes aun a altas concentraciones de oxigeno. Este tipo de
sustancias disminuyen la velocidad de propagacion de la lipoxidacion al reaccionar

con los radicales peroxilo del sustrato [97].

En resumen, la actividad antioxidante de los aceites esenciales de L. alba, L.
armata, A. triphylla, X. aromatica y S. brownei, se debe a que los terpenos
presentes en ellos, se oxidan mas rapidamente que el acido linoleico, o sea “se

sacrifican” primero, de esta manera “protegiendo” el sustrato lipidico.

2.3.2. Determinacién in vitro de la capacidad de atrapamiento de radicales
de los aceites esenciales, usando el catién-radical ABTS™y el radical DPPH".
Estos métodos han sido utilizados para evaluar la capacidad de aceits
esenciales, frutas y substratos biolégicos de eliminar o disminuir la cantidad de
radicales y/o sustancias reactivas del oxigeno en un sistema modelo sometido a la
oxidacién [98-109]. Usando los dos métodos, el del catidon-radical 2,2’-azino-bis-
(3-etiltiazolina-bencenosulfénico-6) y del radical a,a-difenil-b-picrilhidracilo
(DPPH), se evalué el efecto protector (capacidad de atrapar radicales) in vitro de
los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla, X. aromatica, S. brownei
y algunas de las fracciones de éstos, obtenidas por cromatografia en
contracorriente. La capacidad de “secuestrar” radicales de los aceites se comparo
con la de los antioxidantes de referencia, i.e. la vitamina E, BHA y el &cido

ascorbico.

2.3.2.1. Ensayo de descoloramiento del catién-radical ABTS™. Este ensayo
mide la capacidad que tienen los compuestos de los aceites esenciales de

transferir electron(es) al cation-radical [57, 84].

En la Tabla 20, se observan los valores obtenidos de la capacidad equivalente al

Trolox (TEAC), actividad antioxidante total (TAA) y la concentracion efectiva media

161



(ECsp), para sustancias antioxidantes de referencia, tales como la vitamina E,
BHA, BHT y el &cido ascoérbico. Los TEAC correspondientes a la vitamina E y el
acido ascorbico fueron similares a los reportados por Re et al. (0.99 y 0.97,
respectivamente) [110].

Tabla 20. Capacidad de atrapar radicales del acido ascorbico, BHA, BHT, vitamina
E, sustancias patrén de terpenos y de los aceites esenciales, medida por los

métodos de descoloramiento del catiénradical ABTS™ y del radical DPPH-.

Sustancia TEAC* (mM TAA* (mmol ECs* (mmol
Trolox/mM Trolox/kg sustancia/mmol
sustancia) sustancia) DPPH)

BHA 1.05+0.02 6194+8 0.23+0.02
BHT 0.50+0.07 203043 0.30+0.05
Acido ascorbico (vitamina C) 1.20+0.18 629419 0.26+0.01
Vitamina E (a-tocoferol) 1.15+0.10 59908 0.23+£0.05
Aloysia triphylla - 6.9140.1 4515**
Lantana armata - 5.3#0.1 100+8**
Lippia alba - 2.3+0.3 280+7**
Xylopia aromatica - 4.6+0.2 110+4**
Satureja brownei - 0.61£0.1 330+10**
Eugenol 1.07+0.11 5700+£10 3.5+0.1
(+)-Alcohol perilico 0.027+0.003 18+2 -
Oxido de limoneno 0.020+0.002 14.8+0.3 -
b-Pineno 0.020+0.002 1442

a-Terpineno 0.022+0.062 16+2 -

g Terpineno 0.038+0.001 27.9+0.3 -
a-Terpineol 0.019+0.001 12.1+0.8 -
Terpinen-4-ol 0.021+0.001 13.9+0.7 -
(R)-Carvona 0.037+0.003 1343 -
1,8-Cineol 0.020+0.002 15.60+0.07 -
p-Menten-1-ol 0.020+0.002 13.5+0.4 -
Linalool 0.031+0.002 19.6+0.7

Citral (mezcla de isémeros) 0.025+0.003 16+2 -
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Continuacion de la Tabla 20.

Citronelal 0.020+0.002 14+1 -
Dihidrocarveol 0.020+0.002 13.6x0.7 -
Dihidrocarvona 0.020+0.002 14.49+0.05 -
Geraniol 0.026+0.002 13.3+0.2 -
Limoneno 0.02040.001 14.2+0.7 -
Mirtenol 0.021+0.001 13.5+0.4 -
Nerol 0.13+0.01 2414 -
trans-b-Cariofileno 0.026+0.001 12.8+0.5 -
Farnesol 0.028+0.002 12.5+0.2 -
Nerolidol 0.031+0.005 14+2 -

* Promedio de tres mediciones * s.
** ECsp (kg de sustancia/mmol de DPPH).

En la Figura 41, se puede observar la actividad antioxidante del Trolox medida
con el radical ABTS™; se aprecia que la absorbancia del radical, determinada a
una longitud de onda (?) de 734 nm, disminuyo linealmente con la cantidad de
Trolox usado (0.2-1.5 mM), lo que indica que este compuesto si posee una
capacidad para atrapar radicales bastante alta. La Figura 42 muestra la
capacidad que tienen los aceites esenciales de atrapar el catién-radical ABTS*,
expresada como porcentaje de inhibicion del radical.
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Figura 41. Porcentaje de inhibicion del catién-radical ABTS", en funciéon de la

cantidad de Trolox (? = 734 nm).
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Figura 42. Capacidad de los aceites esenciales evaluados para atrapar el cation-
radical ABTS™, en funcion de su concentracién en la solucion, medida como % de

inhibicion del catidén-radical.
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En la Tabla 20 se indica la actividad antioxidante de los aceites esenciales,
medida con base en su capacidad de atrapamiento de radicales y expresada como
actividad antioxidante total (TAA). Los aceites presentaron la capacidad
“secuestradora” de los radicales ABTS™ relativamente baja, comparada con la
ejercida por antioxidantes frecuentemente usados en la industria de los alimentos,
e.g. acido ascorbico, vitamina E, BHA; entre ellos, fue mas activo, segun este
método, el aceite de A. triphylla, seguido de L. armata y de X. aromatica. Para
corroborar los resultados obtenidos, se determinaron los valores TEAC de 26
compuestos puros de terpenos, que se muestran también en la Tabla 20; sélo el
eugenol, compuesto fenolico, presento un valor TEAC comparable con el del 4cido
ascorbico, el BHA o la vitamina E. Esto se debe a que el efecto protector
antioxidante de los terpenos se realiza por otro mecanismo, diferente al de

atrapamiento de radicales.

2.3.2.2. Método de descoloramiento del radical DPPH. La reduccién del
radical DPPH" por una sustancia antioxidante o una especie radicalaria, se
determina con base en la disminucién de la absorbancia del DPPH, medida a una

longitud de onda? de 514 nm, durante el transcurso de la reaccion.

En la Figura 43 se presenta la concentracion efectiva media, ECs, del &cido
ascorbico. Los valores de ECso obtenidos para el &cido ascorbico, vitamina E y
BHA fueron de 0.26, 0.23 y 0.23, respectivamente, los cuales concuerdan con los
reportados por Brand-Williams et al. [111]. La Figura 44 muestra el posible
mecanismo de atrapamiento del radical DPPH por el acido ascérbico, se aprecia
como el acido ascorbico reduce dos moléculas del radical. De acuerdo con ésto,
la velocidad de la reaccién entre los compuestos antioxidantes y el radical DPPH
generalmente, depende del nimero de atomos de hidrégeno disponibles para

reaccionar con el radical [111].
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Figura 43. Concentracion efectiva media, ECso, del &cido ascorbico, medida en

funcién de la disminuciéon de la cantidad del radical DPPH.
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Figura 44. Posible mecanismo de reaccion del acido ascoérbico con el radical
DPPH: [111].
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La Figura 45 muestra el estado estacionario, cuando la absorbancia de la

soluciéon de DPPH" medida a través del tiempo, no cambia o es menor del 10%;
que fue determinado para los aceites esenciales a una concentracion de 500

mg/mL, durante la reaccién con el DPPH.

Figura 45. Determinacion del estado estacionario de la reaccion de los aceites

esenciales con el DPPH-.
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Para los aceites esenciales de A. triphylla y L. armata, la reaccidn transcurrio
rapidamente durante los primeros 30 minutos, pero para los aceites esenciales de
L. alba, X. aromatica y S. brownei, la velocidad de la reaccion entre los
compuestos de estos aceites y el DPPH fue lenta desde el inicio, tardandose mas
tiempo en alcanzar el estado estacionario, con respecto a A. triphylla y L. armata.
El estado estacionario se escogié cuando la disminucion en la absorbancia fue
menor del 10%. Los aceites esenciales evaluados presentaron actividad de
atrapamiento de radicales DPPH' baja, comparada con la de sustancias
antioxidantes de referencia, tales como el 4cido ascorbico, el BHA y la vitamina E,
pero entre ellos, fue mas activo, segun este método, el aceite de A. triphylla,
seguido de L. armata y X. aromatica. Con ello, se confirma, nuevamente, que el
mecanismo antioxidante de estos aceites no es via atrapamiento directo de

radicales.

Para confirmar que los componentes de los aceites esenciales estudiados no
son muy efectivos para atrapar radicales, se determinaron los ECs de los
terpenos listados en la Tabla 20. Soélo el eugenol, compuesto fendlico, exhibid
una actividad atrapadora de radicales, comparable con los ECsy del BHA y del
acido ascorbico; bs hidrocarburos terpénicos, asi como se esperaba, no la
demostraron, puesto que inhibieron la peroxidacion por un mecanismo

diferente.

Los aceites esenciales evaluados presentaron escasa actividad atrapadora del
radical DPPH. En la Tabla 20 se indican los valores de ECx para los aceites,

acido ascorbico, BHA, BHT, vitamina E y el eugenol. Para otros terpenos
patrén, listados en la tabla, no fue posible determinar los ECso para las
concentraciones ensayadas (100-10000 ppm), debido a la muy baja capacidad

para atrapar los radicales.
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Se determino también la capacidad de atrapar radicales de las fracciones de los
aceites esenciales, separadas por cromatografia en contracorriente. En la Tabla
16 de la Seccion 2.1.6, aparece la composicién quimica de cada una de las
fracciones. En la Tabla 21 se reportan aquellas fracciones de A. triphylla, L.
armata, L. alba y X. aromatica, que mostraron una capacidad de inhibicién del

catién-radical ABTS™ mayor del 10%.

Tabla 21. Capacidad de atrapar radicales de algunas fracciones de los aceites

esenciales obtenidas por CCC, medida por los métodos de descoloramiento de

los radicales ABTS™ y DPPH.

Aceiteesencial  Fraccion Inhibicion del cation-  ECs (kg sustancia/mmol

radical ABTS", % DPPH)
4 16.9+0.5 25015
A. triphylla 5 10.5+0.3 3209
6 30.9+0.5 95+10
1 18.9+0.4 180+7
2 16.8+0.6 23010
3 28.0+0.3 120+12
L. armata
5 22.0+0.7 180+10
8 35.0+0.9 858
14 10.940.2 280+10
L. alba 1 18.2+0.82 2007
) 2 19.4+0.8 210+12
X. aromatica
3 28.3+0.9 15015

Al igual que los aceites esenciales, sus fracciones presentaron una capacidad baja
para atrapar el cationradical ABTS™ y el radical DPPH'. Sdlo las fracciones 6 del

aceite esencial de A. triphylla y la 8 de L. armata presentaron moderada actividad
de atrapamiento de radicales (ver Tabla 21). La fraccion 6 del AE de A. triphylla
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estuvo consituida principalmente por ar-curcumeno, cedranona, propanoato de

nerilo, cadinol; la fraccibn 8 del AE de L. armata por a-humuleno, d-cadineno, g
bisaboleno (ver Tabla 16).

El uso de dos técnicas analiticas de medicion para la determinacién de la actividad
antioxidante de los aceites esenciales de L. alba, L. armata, A. triphylla, X.
aromatica y S. brownei (inhibicion de la peroxidacion lipidica del &cido linoleico en
emulsion y la capacidad de atrapamiento de radicales) se realiz6 con el objeto de
comparar los valores de actividad antioxidante obtenidos, ya que estos métodos
se basan en principios fisicoquimicos diferentes, por lo que la magnitud de la
actividad antioxidante medida varia, como muestran los resultados obtenidos en

este trabajo.

Los aceites esenciales de L. armata, L. alba, A. triphylla, X. aromatica y S.
brownei presentaron efecto protector alto contra la oxidacion del acido linoleico en
emulsion, en orden descendente. El de menor actividad fue el aceite esencial de
S. brownei. Mientras que por el método de atrapamiento de radicales estos
aceites y sus fracciones mostraron una capacidad muy baja de “secuestrar” el
cation-radical ABTS™ y el radical DPPH; comparados con la actividad ejercida por
antioxidantes frecuentemente usados en la industria de los alimentos (vitamina E,
BHA y/o acido ascorbico y BHT), pero entre ellos los mas activos en orden
descendente fueron el de A. triphylla, L. armata, X. aromatica, L. alba y S. brownei.
Usando diferentes técnicas de medicion del efecto antioxidante, se puede concluir,
que los aceites esenciales de A. triphyllay L. armata, dos plantas de la familia

Verbenaceae, fueron mas activos en cuanto a su efecto protector antioxidante.
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2.4. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE SUSTANCIAS
SINTETICAS NITROGENADAS

En este trabajo también se evalué la capacidad antioxidante de algunos
compuestos sintéticos derivados de las tetrahidroquinolinas, bencilaminas,
benzazepinas y nitronas, los cuales han demostrado algun tipo de bioactividad
(antiviral, analgésica, antibacteriana, antiarritmica, antihipertensiva, antisicética,
antidepresiva, antioxidante, etc.) [112-118]. A nivel industrial, estos compuestos
podrian ser Utiles como antioxidantes, puesto que muchos materiales plasticos,
aceites lubricantes, polimeros, pinturas e hidrocarburos, entre otros, son
degradados por el oxigeno presente en el aire y requieren de la adicién de

antioxidantes en su proceso de manufactura.

2.4.1 Efecto protector de las sustancias nitrogenadas sintéticas contra la
oxidacion del &cido linoleico inducida por iones Fe* en la presencia de Q.
La actividad antioxidante de los compuestos sintéticos nitrogenados se determind
por la técnica HS-SPME, siguiendo la metodologia usada para los aceites
esenciales, como se describi6 en los Numerales 1.3.1 y 1.3.2 de la Parte
Experimental. Las estructuras quimicas de los 70 derivados nitrogenados
sintéticos aparecen en la Tabla 1. El efecto protector se evalué en los siguientes
grupos de derivados nitrogenados sintéticos: bencilaminas (-27), benzazepinas
(28-34), tetrahidroquinolinas (35-46), nitronas (57-70) y otros anélogos
nitrogenados @7-56). Estas sustancias fueron obtenidas en el Laboratorio de
Sintesis Organica Fina de la Universidad Industrial de Santander, liderado por los

profesores Vladimir Kouznetsov y Alirio Palma.

El efecto protector de los derivados de las bencilaminas, medido por el método de

la inhibicion de la oxidacion del &cido linoleico en emulsion, se muestra en la
Tabla 22. En esta tabla se presentan también las estructuras de las respectivas

bencilaminas.
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Tabla 22. Efecto protector in vitro de los derivados 1-27 de las bencilaminas,
contra la oxidacion del acido linoleico en emulsién, inducida por Fe?* en presencia
de O,.

N° Compuesto Concentraciéon, mM  Efecto protector, %
N 21.0 51+1
1 31.5 50.0+0.6
) NS
42.0 51.7+0.8
H N~
AN
21.0 37.040.5
2 N X 31.8 66.0+0.1
b | _ 42.0 89.4+0.5
N
X
21.0 38.0+0.1
3 N\ | AN 31.8 36.7+0.9
L _N 42.0 361
X
4.0 66.8+0.4
4 N N 19.8 53+4
\
H N__~ 39.7 22+3
X
4.0 70.9+0.1
5 N | N 19.8 75.540.9
H NG 39.6 87.9+0.6
X
4.0 43.040.1
6 N | N 19.8 536
4 _N 39.6 813
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Continuacion de la Tabla 22.

N° Compuesto Concentracién, mM  Efecto protector, %
X
18.3 79.3+0.5
.
- N | A 275 83.4+0.3
H N~ 36.7 92.0+0.1
Cl
\
18.3 39.3+0.1
8 ll\l | N 27.5 39.3+0.9
H _ 36.7 39.940.7
cl N
AN
18.3 45.50.3
9 @(\'}' | N 275 61.8+0.4
H N 36.7 48.7+0.5
Cl
4.0 7615
10 +
N 19.8 8622
N | 39.6 85.1+0.6
\ N =
H
4.0 1948
1
N N 19.8 8243
\ | 39.6 91+1
H —
N
X
3.7 49.0+0.4

12
) )@AW ® 1o o1
H =
al N 36.8 74.5£0.9
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Continuacion de la Tabla 22.

N° Compuesto Concentracién, mM  Efecto protector, %
3.6 409
13
18.2 89.9+0.9
N A
\ I 36.4 51+3
H N~
7

N
QYH N | 4.0 66.80.4
14
I 19.8 53+4
39.6 2243
4.2 1645
15 21.1 642
N N 422 24+6
H

/O\ 9/\ 3.6 41+1
16 HN N 18.0 38+3

36.0 44+4
|

H | 225 72.8+0.1
17 ©\/,\'1 33.7 86.9+0.1
45.0 85.9+0.1
©\/'ﬂ = 4.2 42+3
18 N 211 79+0.2
421 84.7+0.5
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Continuacion de la Tabla 22.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %

4.2 2913
19 N 21.1 62.9+0.5
\©\ 421 15+3
\

4.21 1242
20 \O\ 21.1 45.3+0.7
N 42.1 21+1
)

N 16.3 0.21%0.02
21 24.6 25+1
\
H

32.8 0.6x0.5

X
©\/lﬁ 21.9 65.1+0.6
22 N 32.8 58.4+0.6
43.8 52.3+0.4

O\/'ﬂ 4.1 59+3
23 N 20.6 66+3

41.1 64.8+0.8

H
@\/I\u 3.9 5.4+0.1
24 19.4 2945

38.8 19+4




Continuacion de la Tabla 22.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %

/\© 2.8 54+3

25 13.8 562
)\ 27.6 58+3

\©\ /\© 3.1 35+4

26 15.6 46+2

31.2 61+6

/\© 2.7 53+1
27 13.3 67+2
)ﬁ 26.6 1342

De este grupo de compuestos, la actividad antioxidante in vitro mas alta se
observé para los compuestos 2 (89.4%, 42 mM), 5 (87.9%, 39.6 mM), 6 (80.9%,
39.6 mM), 7 (92.0%, 36.7 mM), 10 (86.0%, 19.8 mM), 11 (91.0%, 39.6 mM), 13
(89.9%, 18.2 mM), 17 (86.9%, 33.7 mM) y 18 (84.7%, 42 mM), comparada con la
de sustancias antioxidantes de referencia, tales como la vitamina E y el BHA
(Véase Tabla 23).

Varias investigaciones sugieren que las aminas actlan como antioxidantes
cediendo un protén a través de una ruptura homolitica del enlace N-H al radical

peroxilo formado durante la oxidacion del &cido linoleico en emulsion [119-121].

Las bencilaminas evaluadas en esta investigacion poseen diferentes sustituyentes,
e.g. anillos piridinicos con el 4&omo de nitrogeno en diferentes posiciones. Los

176



resultados muestran que el compuesto 2 con un nitrégeno piridinico en la posicion
meta- presentdé mayor capacidad protectora que sus analogos en posicion orto- y
para- (compuestos 1 y 3). Igualmente, cuando a estos compuestos se les
introdujo un sustituyente -CHz en el anillo bencénico o en el grupo alilo, los
derivados con el nitrégeno piridinico en posicion meta- (compuesto 5 y 11)
presentaron la capacidad protectora mas alta respecto a sus analogos 4 y 6,
debido al efecto inductivo del sustituyente —-CH3 ya que es donador de electrones

y aumenta la densidad electrénica del anillo bencénico.

Tabla 23. Efecto protector in vitro de la vitamina E y el BHA contra k& oxidacion

del &cido linoleico en emulsién, inducida por Fe** en presencia de O,.

Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %
Vitamina E 5.8 41.5:0.5
11.6 60.2+0.8
23.2 75.620.6
BHA 13.9 56+2
27.7 51+2
55.5 69+2

El efecto protector de los compuestos 7-9, que poseen un atomo de cloro en su
estructura en posicion orto y un anillo piridinico con el atomo de nitrégeno en
posicion orto- (7), meta- (8) y para- (9) fue diferente de sus anélogos 1-3, el efecto

protector mas bajo lo presento el isomero 8.

Cuando se reemplaz6 el anillo piridinico por otros sustituyentes, e.g. bencilo,
piperidinilo, alilciclohexilo, alilcicloheptilo, alilciclooctilo (compuestos 15-27), los
efectos protectores no fueron particularmente altos, a excepcion de los

compuestos 17 y 18, en los cuales un anillo bencilico directamente unido a la
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amina, tiene un sustituyente alilo, lo cual hace que la deslocalizacién de la carga

sea mayor y sea mas facil sustraer el hidrogeno unido al nitrégeno.

Efectos inductivos, contribuciones electrénicas y/o estéricas de los sustituyentes
influyen sobre la capacidad protectora las bencilaminas estudiadas. Estudios
sobre las entalpias de disociacién de enlace (EDE) de aminas aromaticas han
mostrado que los efectos de los sustituyentes sobre la disociacion del enlace -NH
se determinan por la contribucién del sustituyente a la estabilidad tanto de la
molécula de partida, como del radical formado. Por ejemplo, para la anilina, los
grupos donores de electrones (-CH3O, -OH, -NH;) facilitan la donacion del
proton(es) a otros radicales, ya que aumentan la densidad electronica del anillo

bencénico y favorecen la formacién del radical de la anilina [121].

En la Tabla 24 se observa el efecto protector de los derivados de benzazepinas
28-34, medido por el método de la inhibicién de la oxidacion del &cido linoleico en
emulsion. En general, las benzazepinas mostraron una actividad alta contra la
oxidacién de la emulsién de acido linoleico, excepto los compuestos 29 y 30.
Estructuralmente, estos derivados de benzazepinas solo presentan diferencias en
la posicion del atomo de nitrogeno piridinico y la adicion de un metilo al anillo de
las benzazepinas 32, 33 y 34. Los compuestos que exhibieron mayor efecto
protector fueron el 28 (91.5%, 44 mM) y el 33 (93.5%, 39.6 mM). En la Tabla 24

se muestran las estructuras de las benzazepinas usadas en este trabajo.
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Tabla 24. Efecto protector in vitro de los derivados 28-34 de las 2-benzazepinas,
contra la oxidacién del &cido linoleico en emulsion, inducida por Fe** en presencia
de O..

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %
— 21.0 90.940.1
32.0 90.9+0.1
2 N\ _/
N N 44.0 91.5+0.2
I
H
— 21.0 241
32.0 24+2
29 \_/
N N 44.0 25+1
I
H
—— 21.0 0.4+0.6
N 32.0 1242
30 N\ /
N 44.0 -4.020.8
I
H
4.0 42+7
20.0 71.9+0.8
31
39.9 86.5+0.6
N
\
H
N— 4.0 64+1
19.8 72.240.5
32 \ 7
N 39.6 73.8+0.4
\
H
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Continuacion de la Tabla 24.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %
4.0 88.9+0.7
33 / 19.8 85+3
N \ N 39.6 93.5£0.1
\
H
4.0 56.2+0.9
34 \ /N 19.8 69+2
39.6 75+3
I\I\
H

Las quinolinas y sus derivados hidrogenados, principalmente, las
tetrahidroquinolinas, son objeto de intensa investigacion, especialmente, en la
medicina [122-129]. Se ha comprobado que algunos derivados de la
tetrahidroquinolina poseen actividades antiprotozoaria, [125], antiviral [126-128],
analgésica [122], antibacteriana [129], antiarritmica y antihipertensiva potentes
[124]. Otra aplicacion importante de los derivados hidrogenados de la quinolina se
relaciona con la propiedad antioxidante que presentan éstos. Esta actividad se
incrementa, cuando los derivados de la quinolina se convierten en sus respectivos

N-6xidos y/o nitronas [124].

En la Tabla 25, se muestran los efectos protectores antioxidantes de los
compuestos derivados de la tetrahidroquinolina: en general, se presenta una baja

actividad antioxidante relativamente baja, comparada con la de la vitamina E y el
BHA (Véase Tabla 23).
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Tabla 25. Efecto protector in vitro de los derivados 35-46 de las
tetrahidroquinolinas, contra la oxidacion del acido linoleico en emulsion, inducida

por Fe?* en presencia de O.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %
23.2 2.1£0.7
34.8 5.9+0.2
35
N 46.4 7£1
H
21.8 43.90.2
32.7 49.620.1
36
N 43.6 61.6+0.6
H
F 21.4 7.9+0.6
32.1 1542
37
N 42.9 23+2
H
cl 20.0 75.4+0.3
30.0 87.210.3
38
N 40.0 91.8+0.1
H
20.5 6+2
30.8 5.740.5
39
N 41.1 1243
H
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Continuacion de la Tabla 25.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %

19.4 33+1
29.1 32+1
40
N 38.8 4.240.9
H
F 24.1 50.5+0.2
36.2 53.6+0.3
a N
| 48.2 49.8+0.1
H
21.9 24.9+0.3
32.8 12.540.3
42
43.8 2.540.8
\
19.5 -31.4+0.9
29.2 28 +2
43 N
)\ 254 25+0.1

Z

O

O

3.7 4142
18.4 62+2

44 N

H +
N\C _o 36.7 38+2
CHy
2.8 5442
13.8 642
45

j\ N\Q 27.6 48+1

O

182



Continuacion de la Tabla 25.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %

16.3 10.5+0.5
46 24.6 -7.3£0.5
N 32.8 4.2+0.5
I N
H

La tetrahidroquinolina 38 mostré el mayor efecto protector (91.8%), esta molécula

posee un atomo de cloro en el anillo bencénico, que, como consecuencia del
efecto inductivo del atomo electronegativo, debilita el enlace N-H. La baja
actividad antioxidante exhibida por estos compuestos se debe probablemente al
efecto estérico creado por un grupo espirociclohexilo, presente en las
grupo espirociclohexilo tiene una cadena alquilica, no present6 un efecto protector
particulamente alto, pero su actividad fue mayor que la tetrahidroquinolina 37 de la
cual solo difiere en la cadena alquilica.

En la Tabla 26, se aprecia el efecto protector antioxidante de otro grupo de
derivados de bencilaminas 47-56, que incluyen en su estructura grupo furano y
tiofeno. Estos compuestos presentaron efectos protectores altos comparados con
los antioxidantes de referencia (vitamina E y BHA; Véase Tabla 23). Los
compuestos 50, 53 y 55 mostraron el efecto protector mas alto (96.7, 95.5 y
95.5%, respectivamente). La diferencia entre estos tres compuestos y sus
analogos @7-49, 51, 52, 54, 56) radicé en sus sustituyentes. Mientras que el
compuesto 50 tiene un grupo metilo en posicion para- en el anillo bencénico, el
compuesto 53 presenta un grupo metoxi- en el anillo bencénico en posicién orto- y
el compuesto 55 un grupo alilo en el carbono préximo al nitrdgeno aminico. Estos

sustituyentes generan mayor densidad electronica en el anillo bencénico,
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facilitando asi la liberacién del hidrégeno de la amina [121]. En la Tabla 26 se
muestran las estructuras de estos compuestos y los efectos antioxidantes

experimentalmente medidos.

Tabla 26. Efecto protector in vitro de los compuestos nitrogenados 47-56, contra

la oxidacién del cido linoleico en emulsién, inducida por Fe?* en presencia de O,.

N° Compuesto Concentraciéon, mM  Efecto protector, %

AN

N 22 60.8+0.6
4 0O 33 62.3+0.4
— I\{ \ 44 70.3+0.4
H
X 4.1 58+2
20.7 64+2
48 N
Vo
H

O

41.4 6911
/

5.3 43+2
26.4 71+2

49
/ 52.8 63+2
4.9 81+1
24.6 96.6+0.7
50
/ 49.3 97+1
4.9 612
24.6 38+2

51
/\E> 492 83.8+0.7
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Continuacion de la Tabla 26.

N° Compuesto

Concentraciéon, mM  Efecto protector, %

OMe
@m

OMe

5_4 QN“@)

X

W
e

56 S

4.6
22.8
45.6

4.6
22.8
45.6

4.4
21.8
436

4.4
218
43.6

4.1
20.5
41.1

24.6x0.9
68.8+0.8
83 +1

Ademas de las aminas, benzofuranos,

tetrahidroquinolinas

y acidos

ditiopropionicos, las nitronas también han sido objeto de investigacion, por su

habilidad en descomponer los perdxidos en sustancias no reactivas [117-121, 124,

130-133]. Kotake y Janzen [134] evaluaron la capacidad de la a-fenil-N-

terbutilnitrona (PBN) para atrapar radicales; ellos determinaron que esta nitrona



produce aductos relativamente estables de una amplia variedad de radicales. En
la Figura 46 se observa como el radical hidroxilo es atrapado por la a-fenil-N-
terbutilnitrona. Becker y colaboradores [135] evaluaron una nitrona derivada del
guaiazuleno como antioxidante bloqueador de reacciones en cadena de radicales
y su efecto protector fue mayor que el de los antioxidantes BHT y el Probucol y

similar al de la vitamina E.

Figura 46. Posible reaccién entre una nitrona y un radical HO" [134].

OH
\,-:I/C(CHs)s N/C(CH3)3
N+ oH— N
o~ o

En la Tabla 27 aparecen las estructuras y los resultados de la medicién de la
actividad antioxidante de las nitronas evaluadas en esta investigacion. Casi todas
las nitronas mostraron un efecto protector alto contra la oxidacion del &cido
linoleico, superior a sus bencilaminas analogas (1-9, 12, 22, 31, 47). Por ejemplo,
las nitronas 57, 59, 60y 63 tuvieron un efecto protector de 91, 97.4, 83.4 y 96.4%,
respectivamente, en concentraciones comprendidas entre 35-42 mM, mientras que
sus bencilaminas analogas 1, 3, 4 y 8 tuvieron un efecto protector de sé6lo 51.7,

35.7, 22.3 y 39.9%, respectivamente.

Fevig y colaboradores [118] determinaron la actividad antioxidante de la fenl-
terbutilnitrona y nitronas analogas del 3,3-dimetil-3,4 -dihidroisoquinolina-N-6xido
en la inhibicion de la peroxidacion lipidica in vitro. Los autores observaron que
nitronas ciclicas fueron mas activas que la fenilterbutilnitrona y, a su vez, cuando
se aumento el sistema de conjugacion electronica en la nitrona, se incremento la

actividad antioxidante.
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Tabla 27. Efecto protector in vitro de las nitronas 57-70, contra la oxidacion del

acido linoleico en emulsién, inducida por Fe* en presencia de O5.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %

19.8 77.410.5
29.8 89.740.1
57
39.7 91.240.1
19.8 84.2+0.3
29.8 87.310.2
58
39.7 90.9+0.1
19.8 93.310.1
59 29.8 95.9+0.1
39.7 97.4+0.1
3.8 51+2
18.8 7442
60
37.5 83+2
3.8 43+1
18.8 5542
61
37.5 70+1
35 7042
17.4 70.5:0.5
62
34.9 70+1
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Continuacion de la Tabla 27.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %
17.5 95.5+0.1
26.3 95.9+0.1
63
35.0 96.4+0.1
17.5 79.40.2
26.3 80.4+0.4
64
35.0 86.2+0.1
Cl
35 87.9+0.6
17.4 88+3
65 —
34.9 7515
O
X 41 48+1
" 20.6 79.9+0.5
66 ~N
| - 41.1 91.3+0.7
@]
4.1 36+1
20.6 36.1
67 -
=N 41.1 40+1
N
O
20.6 8.7+0.8
30.9 0.7+0.5
68
= 41.2 -0.520.9
!
A
20.6 50.90.3
30.9 54.3+0.8
69
+ 41.2 90.30.1
NN X
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Continuacion de la Tabla 27.

N° Compuesto Concentracion, mM Efecto protector, %
\ 0
\ 20.7 40x1
o ~ 311 52.00.6
- 41.5 76.620.3
/'l‘\o_

Expandir el anillo de la nitrona o adicionar sistemas ciclicos aumentaron también
su actividad, dado, presumiblemente, por un mayor acceso estérico al doble
enlace de la nitrona [118]. Resultados similares fueron obtenidos en esta
investigacion. Por ejemplo, las nitronas con anillos piridinicos en su estructura
(57, 58, 59, 63) presentaron efectos protectores altos contra la oxidaciéon del acido
linoleico (>90%). Lo mismo, para las estructuras con la expansion del anillo: la
nitrona ciclica Cs, 68 mostrd un efecto protector bajo (-0.5-8.0%), mientras que la

C7, 67 lo aument6 sustancialmente (36-40%).

2.4.2. Evaluacion de la capacidad de secuestrar radicales de los derivados
sintéticos nitrogenados. Muchas sustancias con enlaces tipo -CH-, -NH-, -OH y
—SH con capacidad de donar por lo menos un atomo de hidroégeno, o aquellas
sustancias que tengan la facilidad de donar electrones, se han considerado como
potenciales antioxidantes. En esta investigacion se evalu6 la capacidad de 37
compuestos nitrogenados para atrapar radicales, usando los meétdos de
decoloracién del catiénradical acido 2,2’-azino-bis-(3-etiltiazolina -
bencenosulfonico-6) (ABTS™) y del radical a,a-difenib-picrilhidracilo (DPPH). En
la Tabla 1 de la Parte Experimental se muestran las estructuras de las sustancias
nitrogenadas y en el Anexo 3, aparecen reportadas las graficas de los estados
estacionarios determinados para estos compuestos durante la reaccion con el
radical DPPH. La capacidad de atrapar radicales de las sustancias se comparo
con la de los compuestos patrdn, i.e. la vitamina E @-tocoferol), el BHA, el acido

ascorbicoy el BHT.
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En la Tabla 28, se puede observar que las sustancias nitrogenadas evaluadas 4-
16, 18-20, 23-25, 27, 31-34, 41, 4762, 65-67, presentaron, en general, una
capacidad antioxidante baja comparada con las sustancias de referencia, para
ambos métodos de ensayo. Sin embargo, el compuesto 41 presentd una actividad
(TEA=2.2 y EC50=1.0) igual o superior a la de los compuestos de referencia (TEAC
1.2, 1.0, 1.1 para el acido ascoérbico, la vitamina E y el BHA respectivamente) y
ECsx (0.25, 0.23 y 0.23 para el acido ascorbico, la vitamina E y el

BHA respectivamente) y, en menor grado, los compuestos 18, 19, 49-51.

Tabla 28. Capacidad atrapadora de radicales de los compuestos nitrogenados 4-

Compuesto TEAC (mmol de Trolox/mmol ECSO
de derivado nitrogenado) (mmol derivado
nitrogenado/mmol de DPPH)
4 0.010 + 0.002 115+ 1
5 0.01 £ 0.01 125+5
6 0.010 + 0.001 110+ 9
10 0.010 + 0.003 140 + 4
11 0.02 £ 0.01 120+ 4
12 0.003 + 0.001 108 + 2
13 0.29 £ 0.03 45.0+0.2
14 0.50 + 0.03 97 +1
15 0.011 + 0.009 230+ 9
16 0.010 + 0.001 370+ 10
18 0.42 £0.01 58+0.3
19 1.10 £ 0.05 7.0+0.6
20 0.520 + 0.002 14+1
23 0.0010 + 0.0006 495+ 9
24 0.02 £ 0.01 144 + 3
25 0.20 £ 0.02 115+ 6
27 0.090 + 0.004 150 + 2
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Continuacion de la Tabla 28.

31 0.04 £0.01 80+ 3

32 0.030 + 0.001 160 + 3

34 0.060 + 0.002 44.0+0.5

41 22+0.2 1.01+0.25

a7 0.02 +0.005 128 + 2

48 0.0042 + 0.0004 270+ 5

49 0.70 £0.09 70+ 4

50 1.1+0.3 12.0 £ 0.6

51 0.94 +0.15 19+2

52 1.0+0.2 107 + 7

53 0.98 £0.22 105+ 1

54 0.13 £0.03 385+ 6

55 0.72 £0.15 290 + 3

56 0.93+£0.21 185+ 5

60 0.010 + 0.003 58+ 6

61 0.030 + 0.002 58 + 1

62 0.020 + 0.004 110+ 7

65 0.010 + 0.001 97 +6

66 0.020 + 0.002 65+ 1

67 0.020 + 0.007 130+ 3
Acido ascérbico 1.2+0.3 0.25 + 0.05
Vitamina E 1.0+0.1 0.23+0.01
BHA 1.1+0.1 0.23+0.05
BHT 0.50+0.01 0.6+0.1

El principal proceso, que explica como actdan las aminas para atrapar radicales,
es por su capacidad de ceder hidrogenos. Esto depende de varios factores, entre
ellos, del tipo de sustituyente, ya que grupos donadores de electrones favorecen la
estabilizacion del radical. Influyen también la electronegatividad de los

sustituyentes, los efectos esteéricos, la solubilidad en el medio, entre otros factores
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[119-121]. En la Figura 47 se muestra el esquema de la reaccién entre el DPPH:

y una amina.

Figura 47. Posible reacciéon de aminas secundarias con el radical DPPH [119].

AN :
+ NH
ke

CsHa(NO2)3 HN\CG HANO,);
Luego de haber cedido el protén, el radical amino resultante puede inducir otras

=

reacciones, como la uniéon de dos radicales amino o la formaciéon de un complejo

entre los radicales DPPH y amino, como se aprecia en laFigura 48.

Figura 4. Posibles reacciones secundarias entre radicales amino y radicales
DPPH" [119].

J CeHs\ _CeHs
2 N- . /N-N
\ CeHs \CeHs
CeHs
CeHs
/ CeHs CeHs
2 N / /
\ _ H—N\ + N*
CeH
6''5 H \CSHS
/7 Q
N
CaHs\
\CeHs > N- NI CeH2(NO2)s
CgHs N—=CgHs

“N——CgHy(NO2)3 CeHls

McGowan et al. [120] investigaron las velocidades de reaccion entre aminas,

fenoles y el radical DPPH. Se encontré que, en general, fueron mas reactivos los
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fenoles que las aminas aromaticas utilizadas. Ley J.P. [117] realiz6 un estudio
sobre la capacidad de algunas bencilaminas fendlicas de reducir el estrés
oxidativo en la piel, inducido por la radiacion ultravioleta. Este investigador evalué
la capacidad de atrapar radicales por varios métodos, incluyendo el del radical
DPPH y encontr6 que todas las sustancias estudiadas tenian una excelente
capacidad antioxidante como secuestradores de radicales. Con base en estos
estudios, es posible suponer que la ausencia de los grupos hidroxilo en los
compuestos evaluados en este trabajo, redujo la capacidad secuestradora de

radicales, comparada con la vitamina E, el &cido ascorbico y el BHA.

Las bencilaminas pueden atrapar el cation-radical ABTS™ o el radical DPPH, a
través de la donacion de electrones o hidrégenos [110,111]. La velocidad de este
tipo de reacciones de atrapamiento de radicales esta directamente relacionada
con los valores de las entalpias de disociacion del enlace NH (EDE) y de los

potenciales de ionizacion (PI).

Las EDE y los PI de las bencilaminas son afectados por sus grupos sustituyentes,
porque éstos modifican la densidad electrénica molecular e intervienen en
fendbmenos de conjugacion o hiperconjugacion. Asi, e.g. los grupos
electrodonadores, aumentan la densidad electrénica molecular y, por ende, la
energia del orbital molecular ocupado mas alto, HOMO, causando una
desestabilizacion molecular relativa y, por lo tanto, una disminucién de sus EDE y
Pl [120,121]. A su vez, los grupos electrodonadores que puedan intervenir en
procesos de hiperconjugacion o conjugacion (metilos, bencilos, fenilos, alilos,
hidroxilo y amino) ayudan a la estabilizacion de los radicales aminicos después de
ceder el proton o electron al DPPH o al ABTS™, lo cual también influye en la
disminucion de las EDE y los PI [121].

Es importante anotar, que al comparar los dos métodos usados en esta parte del

trabajo, la efectividad antioxidante de los compuestos nitrogenados sintéticos

193



presentd diferentes comportamientos. Se espero, que, por ejemplo, las moléculas
2, 7y 11 que mostraron un efecto protector alto (89.4%, 92.0% y 91.0%) contra la
oxidacién del &cido linoleico, también lo hicieran por el método de atrapamiento de
radicales, pero no fue asi; éstas moléculas tuvieron bajos valores de TEAC (0.01,
0.01 y 0.02) y de ECs5p (115, 125 y 120) comparados con los valores obtenidos
para antioxidantes de referencia. Contrario a lo que se esperaba para el
compuesto 41, que exhibi6 un efecto protector moderado (53.6%) contra la
oxidacion del acido linoleico, éste presentd la mayor capacidad de atrapamiento
de radicales por ambos métodos (ABTS"™ y DPPH) entre los 37 compuestos
nitrogenados sintéticos evaluados, como lo muestra la Tabla 28. Por lo que se
concluye, que no todas estas sustancias actuan por el mecanismo de
atrapamiento de radicales. También pueden intervenir otros mecanismos de

accion antioxidante.

2.4.3 Relacion cuantitativa de la actividad antioxidante con la estructura
guimica de los compuestos nitrogenados sintéticos. Se han realizado muchos
trabajos en donde se establecen relaciones empiricas entre estructura y actividad
gue han permitido obtener nuevas sustancias con bio-actividad superior. El
establecimiento de la relacion cuantitativa entre la estructura quimica y la actividad
bioldgica consiste en desarrollar modelos matematicos que relacionen cualquier
forma de actividad (antiinflamatoria, insecticida, fungicida, antioxidante, etc) con
las propiedades fisicoquimicas y electronicas de un conjunto de moléculas [136-
140]. La relacion que se establezca permite predecir la actividad de un compuesto
sin evaluacion experimental previa, usando métodos estadisticos, tales como
regresion lineal multiple (MLR), minimos cuadrados parciales (PLS), analisis de
componentes principales (PCA), etc. Esto conduce al ahorro de tiempo y
minimizacion de costos en la busqueda y desarrollo de nuevos productos [141-
145]. Pero, los estudios QSAR no so6lo se han realizado para el disefio de drogas,
también para controlar la contaminacion ambiental generada por procesos

industriales o por tratamiento inapropiado de desechos. Por ejemplo, Col6n et al.
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[146] desarrollaron modelos QSAR con el fin de controlar los procesos de
absorcién de aminas aromaticas en desechos. Estos investigadores determinaron
las constantes de velocidad de absorcién de las aminas y las correlacionaron con
descriptores moleculares tales como constantes de disociacion, constante de
Hammet, potenciales de oxidacion, HOMO, LUMO y energia de ionizacion, usando
regresion lineal multiple (MLR). En general, encontraron que la velocidad de
absorcion de las aminas aromaticas depende de la capacidad de sus sustituyentes

para donar o aceptar electrones.

Grodnitzki y Coats [138] desarrollaron modelos QSAR efectivos para explicar y
predecir la actividad insecticida de 30 monoterpenoides y sus derivados, ellos
obtuvieron dos modelos, uno para monoterpenos no aromaticos y otro para
monoterpenoides arométicos. Los resultados de estos dos modelos
independientes sugieren que los dos tipos de monoterpenoides tienen modos de

accion insecticida diferentes.

En la presente investigacion se determind la relacion entre el efecto protector
contra la oxidacién del acido linoleico de 70 compuestos nitrogenados y sus
descriptores moleculares (topoldgicos, geomeétricos, constitucionales,
electrostaticos y cuanticos), usando la metodologia de regresién lineal multiple
(MLR). De estas 70 sustancias se escogieron 37 con las cuales se realizé el
estudio QSAR, correlacionando la capacidad de atrapar radicales con los

descriptores moleculares.

Como ya se mencioné en la Parte Experimental, para este analisis, la siguiente

ecuacion fue utilizada como modelo base:

Actividad antioxidante = SBi x Di + bo Ecuaciéon 1
i
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Donde los descriptores D; contribuyen al efecto final antioxidante con una

proporcion indicada por el coeficiente Bi.

Con el fin de obtener las mejores combinaciones de descriptores que explicaran
en forma mas adecuada los datos, éstos fueron normalizados usando la siguiente

ecuacion [145]:

(:9 Xij'xj ) U .
X :‘?ﬁg Ecuacion 2
& Imax™ " min H
Donde:

X*;= nuevo valor normalizado para la fila i (compuesto i) de la variable j; 0=<X;=<1.
Xjmin= valor minimo de la variable j;

Xjmax= valor maximo de la variable j.

Luego, se eliminaron los descriptores colineales para lo cual se determinaron los
coeficientes de regresion entre los descriptores, descartando los que poseian
coeficientes superiores o iguales a 0.7. Esta correlacion mide la tendencia lineal
entre los diferentes descriptores y debe poseer una minima covarianza. De este
modo, se escogieron 26 descriptores. Para caracterizar los modelos de MLR se

usaron los siguientes parametros:

B = coeficiente del modelo de regresion;

b= valor que indica el peso de cada variable en el modelo;

R=coeficiente de regresion simple, indica la direccion (signo) y grado (magnitud)
de una correlacion entre 2 variables;

R2= coeficiente de correlacién maltiple, ésta es una medida de cuanto se ajusta un

modelo de regresion a un conjunto de datos;
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F= Medida de la significancia total de un modelo de regresion, éste F se debe
comparar con el F reportado en las tablas estadisticas con un nivel de confianza

del 95% [147].

Los valores de R? y F se obtuvieron empleando las siguientes ecuaciones:

2
0 &0
o (}* T
a i~y =
i=1 z
RZ= - é g Ecuacion 3
) S 12
a vi-y)
i=1
Donde:

yi= valor observado de la variable dependiente "y’ para el caso;
yi*=valor calculado de la variable dependiente “y”, para el caso i;

y: valor promedio de la variable dependiente “y”, calculada y observada.

Fcalculado=F(vv,)

F(V1V2)=E Ecuacién 4;

MSR

Donde:

MSE: explained mean square (media cuadrada explicada),

MSR: residual mean square (media cuadrada residual);
vi=p grados de libertad de MSE, variables independientes en la Ecuacién 1;

Vo= n-p-1 grados de libertad de MSR; donde, n es el nimero de casos a estudiar.

Los resultados de la correlacion y los 26 descriptores moleculares o variables

independientes que mas aportaron a la actividad antioxidante (variable
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dependiente) de los 70 compuestos nitrogenados aparecen indicados en el Anexo
4 (Tabla 1).

La Figura 49, muestra la relacion entre el efecto protector observado y el
calculado, utilizando MLR forward para el conjunto de los 70 compuestos
sintéticos nitrogenados, para el cual se obtuvo un coeficiente de correlacion
R? = 0.66. La MLR forward consiste en la adicion sucesiva de las variables
independientes a la ecuacidén de prueba, en orden descendente de correlacion y

termina cuando la variable sumada no tiene efecto significativo en la ecuacion.

En el Anexo 4 (Tabla 2) se puede apreciar la actividad antioxidante experimental

y la calculada para este modelo general.

Figura 49. Relacion entre los valores de la actividad antioxidante observados y

calculados mediante la ecuacion de MLR para los 70 compuestos nitrogenados

sintéticos evaluados.
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La actividad antioxidante de los compuestos sintéticos nitrogenados, determinada
para el modelo QSAR se calcul6 como equivalentes de vitamina E, ésto se logré
dividiendo el efecto protector de la sustancia nitrogenada sobre el efecto protector
de la vitamina E, ambos a una misma concentracion 25 mM.

Con el fin de obtener mejores resultados, dado que el R para el modelo usado
con las 70 moléculas fue bajo (0.66), éstas se clasificaron en grupos con
propiedades moleculares similares, se realizé entonces un anadlisis de
componentes principales (PCA). De acuerdo con este analisis, se distribuyeron
las moléculas semejantes en subconjuntos, segun su distancia en el espacio
formado por los primeros dos componentes principales, obtenidos del conjunto de
89 descriptores moleculares, como se muestra en la Figura 50.

Figura 50. Analisis de componentes principales de los 70 compuestos sintéticos

nitrogenados empleados.
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Los compuestos nitrogenados se agruparon en los siguientes 5 conjuntos:

Grupo 1: Bencilaminas y benzazepinas (compuestos 1-34).

Grupo 4: Moléculas 14, 57-65, 70
Grupo 5: Moléculas 47-56.

La seleccién de los descriptores para estos grupos, se realiz6 empleando el

método MLR forward.

2.4.3.1 Correlacion del efecto protector con la estructura usando el Modelo
1. Enla Tabla 29 se presentan los resultados del analisis por regresion lineal
multiple con sus respectivos valores estadisticos. A mayor valor de F (valor
estadistico que sefiala el nivel de confianza del modelo QSAR) mas alta seréa la
capacidad de prediccion de la ecuacion obtenida, pero para que el modelo sea
significativo el F calculado debe ser mayor al F tabulado. El R superior a 0.9
indica una mayor probabilidad de que el modelo sea confiable [145]. En la Figura
51 se observan las estructuras del grupo de moléculas correspondientes a este

modelo;

La Tabla 29 muestra que el efecto protector antioxidante de los compuestos
nitrogenados esté fuertemente asociado con los descriptores Kier Hall index (order
0) (descriptor topolégico), DPSA-3 difference in CPSA (PPSA 3-PNSA3)
(descriptor relacionado con la distribucion de carga) y de la energia del HOMO. La
distribucion espacial de los sustituyentes de los compuestos nitrogenados y los
efectos estéricos que éstos ejercen, afectan la capacidad protectora antioxidante
de estas sustancias, ya que facilita o impide la donacion o transferencia de
protones o electrones a los radicales formados en la oxidacion del acido linoleico.

Las energias de los orbitales HOMO y LUMO estan relacionadas con el efecto

20C



protector por la capacidad de transferencia de electrones de estos dos orbitales
[142].

Tabla 29. Coeficientes de regresién, obtenidos para el Modelo 1 (34 moléculas).

Descriptores moleculares B Beta R R’ Fobservado  Ftabulado*
Intercepto 2,856 0,9 0,8 4,0 1.67
1. N° 4tomos -0,766 -0,056
2. N° de carbonos relativos -5,907 -0,403
3. N° anillos 0,611 0,067
4. N° anillos bencénicos -0,526 -0,082
5. N° enlaces aromaticos 1,272 0,154
6. N° de enlaces simples relativos 0,527 0,033
7. Randic index (order 1) 0,797 0,065
8. Kier&Hall index (order 0) 12,787 0,621
9. Kier shape index (order 2) -3,360 -0,326
10. Kier shape index (order 3) 1,112 0,111
11. Information content (order 0) -5,246  -0,451
12. Complementary Information content (order 0) -6,590 -0,309
13. 3D-Kier shape index (order 2) 1,198 0,075
14. 3D-Structural Information content (order 0) -1,469 -0,192
15. 3D-Information content (order 2) -1,578 -0,106
16. 3D-Complementary Information content (order 2) 2,739 0,260
17. 3D-Structural Information content (order 2) -2,047 -0,213
18. Moment of inertia A -2,250 -0,161
19. PPSA-3 Atomic charge weighted PPSA [Empirical PC] 0,027 0,003
20. PNSA-3 Atomic charge weighted PNSA [Empirical PC] 0,370 0,034
21. DPSA-1 Difference in CPSAs (PPSA1-PNSAL) [Empirical PC] -0,797 -0,036
22. DPSA-3 Difference in CPSAs (PPSA3-PNSA3) [Empirical PC] 5976 0,452
23. Energia optimizada -0,390 -0,026
24. HOMO 2,899 0,151
25. LUMO 0,315 0,030
26. Momento dipolar -2,897 -0,209

La F tabulada fue hallada en el libro de BOX, G.E.P.; HUNTER, W, G. and HUNTER, J.S., 1978. Statistics for
experimenters: an introduction to design, data analysis, and model building [145].

En la Figura 52 se muestra la relacion entre el efecto protector observado y

calculado correspondiente al Modelo 1y sus valores se reportan en el Anexo 4
(Tabla 3)

201



Figura 51. Estructuras del grupo de moléculas usadas para el Modelo 1.
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Figura 52. Relacion entre el efecto protector observado y calculado del grupo de

moléculas correspondiente al Modelo 1.
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Los compuestos que presentaron mayor correlacion entre la actividad antioxidante

2.4.3.2 Correlacion del efecto protector con la estructura usando el Modelo

2. En la Tabla 30 aparecen los coeficientes de regresion para 20 compuestos

sintéticos nitrogenados, que involucran algunas bencilaminas sustituidas con
bencilos y butenos, ademas de derivados de tetrahidroquinolinas; en la Figura 53

se presentan las estructuras de estos compuestos.
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Tabla 30. Coeficientes de regresion, obtenidos para el Modelo 2 (20 moléculas).

Descriptores B Beta R R®  Feaculado  Frabulado
Intercepto -28,371 0,94 0,90 4,90 1.68
1. N° atomos 72,559 2,946
2. N° Carbonos -51,376 -1,474
3. N° H relativos 30,010 1,538
4. N° anillos 16,515 1,448
5. N° enlaces totales -37,367  -2,224
6. N° enlaces dobles 52,547 3,771
7. N° enlaces aromaticos -17,281  -1,348
8. Energia optimizada 10,489 0,499
9. Momento dipolar 14,494 0,686
10. Carga sobre el nitrbgeno  -18,285  -1,059
11. HOMO 21,542 0,796
12. LUMO -6,896  -0,932

En la Figura 54 se muestra la actividad antioxidante experimental Versus actividad
antioxidante calculada, correspondiente al Modelo 2. Los descriptores
constitucionales como el nimero de atomos, el nimero relativo de hidrogenos,
namero de anillos, enlaces dobles; ademas de la energia optimizada, momento
dipolar y energia del orbital HOMO, fueron los descriptores més relacionados con
el efecto protector de los compuestos nitrogenados evaluados, con un coeficiente
de determinaciéon R de 0.9. Estos resultados indican que aparte de la influencia

estérica alrededor del enlace N-H, también influyen los factores electrénicos [142].
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Figura 53. Estructuras del grupo de moléculas usadas para el Modelo 2.
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Figura 54. Actividad antioxidante experimental Vs actividad antioxidante calculada

correspondiente al Modelo 2.
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En el Anexo 4 (Tabla 4 se encuentran los valores de actividad antioxidante
calculada versus la actividad antioxidante experimental; en este Anexo, se aprecia

gue las sustancias nitrogenadas que mostraron mayor correlacién entre el efecto

(Ver sus estructuras en laFigura 53).

2.4.3.3 Correlacién del efecto protector con la estructura usando el Modelo

3. Este incluye seis derivados de bencilaminas y dos derivados de
tetrahidroquinolinas con N-ciclohexil- y fenil- sustituyentes; en la Figura 55 se

muestran las estructuras correspondientes a estos compuestos. En la Tabla 31
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aparecen los coeficientes de regresion para los 8 compuestos sintéticos
nitrogenados evaluados en este modelo. El nimero de enlaces aromaticos y la
energia optimizada fueron los descriptores que mas “aportaron” a la actividad
antioxidante de las moléculas usadas en este modelo; esto, debido quizas a la
posibilidad de aumentar el sistema de conjugacion electrénica de las moléculas.
Pero a pesar de poseer un coeficiente de correlacion alto (R>=0.97) y (R? ajustado
de 0,80) el F tabulado es mayor que el F calculado lo que indica que no es un

modelo util.

Figura 55. Estructuras del grupo de moléculas usadas para el Modelo 3.
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En la Figura 5% se muestra la relacion entre el efecto protector observado y

calculado correspondiente al Modelo 3y sus valores se reportan en el Anexo 4

(Tabla 5).
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Tabla 31. Coeficientes

(8 moléculas).

de regresion, obtenidos para el Modelo 3

Descriptor molecular B Beta R R? Feaculado Frabulado
Intercepto 8,678 0,98 0,97 5,7 8.98

1. N’ enlaces arométicos 29,109 1,263

2. Energia optimizada 68,275 1,277

3. HOMO -75,996 -0,410

4. LUMO -22,902 -0,506

5. Momento dipolar 0,501 0,030

6. Carga sobre el nitrégeno 6,389 0,114

Figura 56.

calculada para el Modelo 3.
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2.4.3.4 Correlacion del efecto protector con la estructura usando el
Modelo 4. Este involucra casi todas las nitronas estudiadas en este trabajo
(Véase Figura 57), a excepcion de las nitronas que tienen sustituyentes ciclicos
Csy C7. Este modelo presenta un valor de prediccion alto (R* = 0.94y F = 9.5);
es significativo, ya que el F calculado es mayor del F tabulado. Para este
modelo la carga sobre el nitrégeno, las energias d@ HOMO y LUMO estan muy
relacionadas con la actividad antioxidante, como se observa en la Tabla 32.
Esto esta asociado con la probabilidad de transferir electrones entre los orbitales
HOMO y LUMO, lo cual contribuira al aumento o disminucion de la actividad
antioxidante de los compuestos y se relaciona con efectos inductivos o de

polarizacion que ejercen sus grupos sustituyentes [142].

Figura 57. Estructuras del grupo de moléculas usadas para el Modelo 4.
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Tabla 32. Coeficientes de regresion para el Modelo 4 (10 moléculas).

Descriptor molecular B Beta R R?®  Fcaculado  Frabulado

Intercepto 4,829 0,97 0,93 9,5 2.42
1. N° enlace aromético -10,408 -0,468
2. Energia optimizada 1,937 0,359
3. HOMO 5778 0,701
4. LUMO 9,995 0,477
5. Momento dipolar -3,746 -0,562
6. Carga sobre el nitrégeno 4387 0,514

La Figura 58 presenta la correlacion de los datos experimentales y calculados de

la actividad antioxidante de los compuestos nitrogenados evaluados por este
modelo. El Anexo 4 (Tabla 6) presenta los resultados correspondientes a esta

figura.

Figura 58. Correlacion de la actividad antioxidante experimental Vs la calculada

para el grupo de moléculas correspondientes al Modelo 4.
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2.4.3.5 Correlacion del efecto protector con la estructura usando el Modelo
5. Este modelo reune los derivados de bencilaminas con grupos sustituyentes
furanos y tiofenos, el cual presenté un valor de prediccién alto, con un R = 0.95 y
un F = 9.9, es significativo, porque el F calculado es mayor del F tabulado. Las
estructuras de las moléculas correspondientes a este modelo se muestran en la
Figura 59.

Figura 59. Estructuras del grupo de moléculas usadas para el Modelo 5.

En la Tabla 33 se indican los coeficientes y datos estadisticos correspondientes a
este modelo; En la Figura 60 se muestra la relacion entre el efecto protector
observado y calculado correspondiente al Modelo 5y sus valores se reportan en
el Anexo 4 (Tabla 7).

211



Tabla 33. Coeficiente s de regresion, obtenidos para el Modelo 5 (11 moléculas).

Descriptor molecular B Beta R R? Feaculado Frabulado
Intercepto -120,998 0,97 0,95 9,9 2.08
N° enlaces aromaticos 15,684 0,555
Energia optimizada -32,317 -0,774
HOMO 107,837 0,809
LUMO 82,782 1,651
Momento dipolar 21,740 0,696
Carga sobre el nitrégeno 11,738 0,744

Figura 60.

calculada, Modelo 5.
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En general, todos los compuestos nitrogenados pertenecientes a este modelo
mostraron una correlacién alta entre el efecto protector experimental y el
calculado, excepto para la molécula 55. Para este modelo, los descriptores mas
significativos para los derivados de bencilaminas con grupos sustituyentes furanos
y tiofenos son los de energia del HOMO y LUMO. Estos orbitales juegan un papel
importante en la determinacion de la reactividad quimica, la energia del HOMO
esta directamente relacionada con el potencial de ionizacién y la energia del
LUMO con la afinidad electrénica. EIl primero caracteriza la susceptibilidad de la
molécula al ataque electrofilico y el segundo al nucleofilico, pero ambos son
importantes en la determinacién de la reactividad de un radical [142].

2.4.3.6 Correlacion de la capacidad de atrapar radicales de los compuestos
sintéticos nitrogenados con la estructura. Las capacidades de los compuestos
sintéticos para atrapar el cationradical ABTS™ y el radical DPPH medidos en
unidades TEAC (mmol Trolox/mmol de antioxidante) y ECso (mmol
antioxidante/mmol iniciales de DPPH), respectivamente se relacionaron con los
descriptores moleculares obtenidos mediante los programas computacionales
MOLDES y GAUSSIAN.

Los coeficientes de regresion presentados en las Tablas 34 y 35 muestran que
parametros constitucionales (N° de atomos, N° de anillos, N° relativo de carbonos),
topoldgicos Kier-Hall index order O, Kier shape index order 2, Kier shape index
order 3), de distribucion de carga (PPSA-3, PNSA), y de energia (total, HOMO y
LUMO) influyen en la capacidad de ceder protones o electrones en los 37
compuestos sintéticos nitrogenados evaluados, ademas la actividad de
atrapamiento de radicales de estos compuestos se ve afectada por la posicion y la
naturaleza quimica de sus sustituyentes y de su facilidad de deslocalizar carga
[142].
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Tabla 34. Coeficientes de regresion, obtenidos para la correlacion de la estructura
y la capacidad atrapadora de radicales de los compuestos sintéticos nitrogenados,

medida por el método del catién-radical ABTS *-.

Descriptores moleculares B Beta R R?>  Fcaculado Fiabulado
Intercepto 1,11 0,97 0,95 6,4 151
1. N° 4tomos 1,81 0,71
2. N°relativo de carbonos 4,97 1,68
3. N° anillos -3,04 -1,26
4. N° anillos benceno 0,37 0,32
5. N° enlaces aromaticos -0,70 -0,40
6. Randic index (order 1) 0,60 0,30
7. Kier&Hall index (order 0) -1,38 -0,40
8. Kier shape index (order 2) -5,62 -2,99
9. Kier shape index (order 3) -2,09 -1,43
10. Information content (order 0) 0,23 0,12
11. Complementary Information content (order 0) 0,58 0,19
12. 3D-Kier shape index (order 2) 0,91 0,40
13. 3D-Structural Information content (order 0) 0,04 0,03
14. 3D-Information content (order 2) 2,10 0,77
15. 3D-Complementary Inf ormation content (order 2) 0,25 0,10
16. 3D-Structural Information content (order 2) -0,44 -0,29
17. Momento de inercia A 0,59 0,27
18. PPSA-3 Atomic charge weighted PPSA [Empirical PC] 2,57 1,16
19. PNSA-3 Atomic charge weighted PNSA [Empirical PC] 1,11 0,48
20. DPSA-1 Difference in CPSAs (PPSA1-PNSA1) [Empirical PC] -0,20 -0,06
21. DPSA-3 Difference in CPSAs (PPSA3-PNSA3) [Empirical PC] -0,65 -0,34
22. Energia optimizada -4,70 -0,63
23. HOMO 1,54 0,31
24. LUMO -2,84 -0,70
25. Momento dipolar 0,62 0,22
26. Carga sobre el nitrégeno -0,97 -0,44
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Tabla 35. Coeficientes de regresion obtenidos para los valores de ECg y los

descriptores moleculares seleccionados.

2

Descriptores moleculares B Beta R R™  Fcaculado Ftabulado

Intercepto -1105,4 094 0,90 5.9 1.51
1. N° de &tomos 3345,1 6,7
2. N° relativo de carbonos 979,0 1,7
3. N° anillos 217,6 0,5
4. N° anillos de benceno -436,7 -1,9
5. N° enlaces aromaticos -465,2 -1,3
6. Randic index (order 1) -1094,8 -2,8
7. Kier&Hall index (order 0) 121,7 0,2
8. Kier shape index (order 2) 383,8 1,0
9. Kier shape index (order 3) 1117,5 3,9
10. Information content (order 0) -1052,8 -2,8
11. Complementary Information content (order 0) 475 0,1
12. 3D-Kier shape index (order 2) -207,0 -0,5
13. 3D-Structural Information content (order 0) -45,6 -0,2
14. 3D-Information content (order 2) -986,5 -1,8
15. 3D-Complementary Information content (order 2) 241,7 0,5
16.3D-Structural Information content (order 2) 111,6 0,4
17. Momento de inercia A -323,2 -0,8
18. PPSA-3 Atomic charge weighted PPSA [Empirical PC] -338,6 -0,8
19. PNSA-3 Atomic charge weighted PNSA [Empirical PC] -515,2 -1,1
20. DPSA-1 Difference in CPSAs (PPSA1-PNSA1) [Empirical PC] -45,9 -0,1
21. DPSA-3 Difference in CPSAs (PPSA3-PNSA3) [Empirical PC] 109,2 0,3
22. Energia optimizada -867,8 -0,6
23. HOMO -223,1 -0,2
24. LUMO 1374,1 1,7
25. Momento dipolar -29,1 -0,1
26. Carga sobre el nitrégeno 124,0

Los coeficientes de correlacion multiple para estos dos modelos fueron altos (R?

0.95 y 0.90) y los F calculados (6.4 y 5.9) fueron mayores que los F tabulados

(1.51 y 1.51), respectivamente, lo que indica que son significativos y la ecuacion

QSAR dada es confiable. La Figura 61 muestra la correlacion de los valores de
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TEAC experimentales Vs tedricos de la capacidad de atrapar radicales de los

compuestos sintéticos nitrogenados. Los datos correspondientes a esta figura

estan reportados en el Anexo 4 (Tabla8).

Figura 61. Correlacion entre los valores de TEAC, obtenidos por el método ABTS™

y los calculados de los compuestos sintéticos nitrogenados
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La correlacibn mas alta entre la estructura y la actividad antioxidante en este

modelo la presentaron los siguientes compuestos: 11, 13-15, 18-20, 31, 44, 41,

La Figura 62 muestra la correlacién entre los valores de ECsg, obtenidos por el

método DPPH" y los calculados de los compuestos sintéticos nitrogenados por el

método DPPH'; el Anexo 4 (Tabla 9) presenta los datos correspondientes a esta

figura.
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Figura 62. Correlacion entre los valores de ECsp obtenidos por el método DPPH y

los calculados de los compuestos sintéticos nitrogenados.
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La correlacion mas alta de la estructura con el ECsp de los compuestos
correspondientes a este modelo la presentaron los compuestos 4-13, 15, 16, 20,

En conclusion, para los modelos obtenidos en este trabajo se observa que los

descriptores comunes a todos ellos fueron: nimero de enlaces aromaticos
(descriptor constitucional), momento dipolar (descriptor electrostatico), energia

optimizada, HOMO y LUMO (descriptores cuanticos) y, en general, estos ultimos
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presentaron los mayores coeficientes de regresion. Esto debido a que la actividad
antioxidante de los compuestos estudiados involucra rompimiento de enlaces, e.g.
las bencilaminas pueden atrapar el catién-radical ABTS™ o el radical DPPH, a
travées de la donacién de electrones o hidrégenos [110-111]. Los modelos
obtenidos en el presente trabajo, se pueden emplear para conocer la actividad
antioxidante aproximada de moléculas con caracteristicas estructurales similares a
las utilizadas; asi, es posible predecir la actividad antioxidante de una molécula,

aln antes de ser sintetizada ésta.

218



3. CONCLUSIONES

Se obtuvieron las fracciones volaties de cinco plantas colombianas, a saber:
Lippia alba Mill N.E. Brown ex Britton & Wills, Aloysia triphylla (L'Héritier) Britton,
Lantana armata Schauer, Xylopia aromatica Lamarck y Satureja brownei Briq,
usando metodos destilativos (HD, MWHD), extractivos (SDE, SFE) y headspace
(S-HS, P&T y SPME). La identificacion de los compuestos se llevdé a cabo
usando criterios cromatograficos (tiempos de retencién, indices de Kovats) y de

espectrometria de masas (El, 70eV), asi como compuestos patron.

Los principales compuestos encontrados en los aceites esenciales y extractos se

presentan en laTabla 36.

- La composicion de los metabolitos secundarios volatiles de las 5 plantas bajo
estudio, de acuerdo con las principales familias de compuestos, presento visibles
diferencias. En la L. alba, predominaron monoterpenos (>30%) y monoterpenos
oxigenados €a. 60%); para la A. triphylla, la familia de compuestos mayoritarios
fue la de monoterpenos oxigenados (>70%); la L. armata, por su parte, fue pobre
en monoterpenos y sus analogos oxigenados: la mayoria de sus metabolitos
secundarios fueron hidrocarburos sesquiterpénicos €a. 60%) y sus derivados
oxigenados €a 30%); enla X. aromatica predominaron los monoterpenos €a.
94%), ademas se detectaron compuestos bencenoides (ca. 7%); y en la S.
brownei fueron mayoritarios los monoterpenos oxigenados (>90%).

- La composicion quimica de los aceites obtenidos por HD y MWHD fue similar,

pero, para el mismo rendimiento del aceite, el tiempo para su obtencion cuando se

uso la radiacién de microondas se redujo 4 veces.
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- La composicion de las fracciones volatiles de las plantas dependido de los
métodos headspace empleados, el S-HS refleja méas genuinamente la
composicion del olor propio de la planta, los métodos headspace P&T y HS-SPME
incluyen una etapa de concentracion, y, por ende, la composicion de las fracciones
volatiles obtenidas dependera de los tiempos de purga (P&T) y de la exposicion de

la fibra (HS-SPME), respectivamente.

Tabla 36. Principales compuestos encontrados en los extractos de L. alba, L.

armata, A. triphylla, X. aromatica y S. brownei.

Cantidad relativa, %
Planta

Compuestos Monoterpenos ) Sesquiterpenos .
o Monoterpenos . Sesquiterpenos ) Bencenoides
principales oxigenados oxigenados

Limoneno (24-37%),
carvona (41-57%),

piperitona (1-2%),

L. alba 25-38 45-62 11-29 0.4-11

piperitenona (0.8-1%),
biciclosesquifelandreno
(5-22%).

Nerol (2-5%),
. neral (19-22%),
A. triphylla ) 0.1-36 66-77 11-20 7-10
geraniol (2-6%),

geranial (33-38%).

trans-b - Cariofileno (14-
15%),
L. armata biciclosesquifelandreno 4-17 3-5 56-61 17-31
(16-18%),
a-Zingibereno (5-6%).

a-Pineno (6-8%),
b-mirceno (5-9%)
b-felandreno (34-65%), 64-94 2-6 0.1-8 3-7 3-7

X.

aromatica
4-isopropilciclohexen-

l-ona (1-3%).

Mentona (16-32%),
S. brownei isomentona  (3-5%), 1-3 91-96 2-4 0.4-0.5
pulegona (54-71%).
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- Se determiné la concentracién letal media, LCsy, de los aceites esenciales
estudiados. La medicion LCs se realizd 24 y 48 horas después de iniciado el
ensayo con Artemia salina. El aceite esencial de L. armata fue el mas tdéxico
(LCso = 2.1 y 3.8 pg/mL) frente a la Artemia salina. Los LCsp para A. triphylla, L.
alba, X. aromatica y S. brownei fueron, respectivamente, 6.9-19.7, 65.5-111.4,
36.4-53.6 y 76.1-111.4 pg/mL.

- Se realizo el estudio de la actividad antioxidante de los aceites esenciales de L.
alba, L. armata, A. triphylla, X. aromatica y S. brownei, éste se llevd a cabo en un
sistema lipidico consistente en una emulsion de &cido linoleico, sometida a
oxidacion acelerada por Fe*? en presencia de O,. El efecto protector (%) se midi6
por tres métodos diferentes, a saber: evaluando la disminucién del hexanal tanto
en la fase vapor de la emulsién, por HS-SPME con derivacion directa sobre la
fibora, como en la solucién, usando extraccion liquido-liquido y también

determinando el porcentaje del acido linoleico sin oxidar.

- El aceite esencial de L. armata presentd un efecto protector, a la misma
concentraciéon (10 g/L), igual o mayor de la vitamina E (62.4-75.9%) y del BHA
(69.3-76%), seguido de la L. alba (74-78%), A. triphylla (71-72%), X. aromatica
(68%) y S. brownei (34-45%).

- Los aceites esenciales y sus fracciones separadas por cromatografia en
contracorriente, presentaron muy baja capacidad de atrapamiento del catién-
radical ABTS™ y del radical DPPH, en comparacion con sustancias antioxidantes
como el acido ascorbico, BHA, BHT y vitamina E. La actividad antioxidante de los
aceites usados en este trabajo, no se realiza por atrapamiento de radicales, como
un mecanismo principal. En el sistema lipidico usado activan, probablemente,
otros mecanismos de proteccion contra la oxidacion; entre éstos, el llamado

“sacrificio” de terpenos o la oxidacion mas rapida de éstos, que la de &cidos
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grasos, que reaccionan con especies reactivas de oxigeno; de esta manera, los

terpenos “protegen” o retardan la oxidacién del &cido linoleico.

- Los compuestos sintéticos nitrogenados evaluados presentaron diferente grado
de proteccién contra la oxidacion de la emulsién del acido linoleico inducida por
Fe* en la presencia de . Los compuestos que presentaron mayor efecto
protector (92-97%) fueron la 4-N-(2-clorobencilamino)-4-(a -piridil)-1-buteno (92%),
5,5-dimetil-3-(b-piridil)-1,2,4,5-tetrahidro-3H-2-benzazepina  (93.5%), 1,2,3,4-
tetrahidro -6-cloro-4-metil espiro [quinolina-2-ciclohexano] (92%), N-(2-tienilmetil)-4-
metilanilina, (97%), N-(2-tienilmetil)-2-anisidina (96%) y 4-(N-fenilamino)-4-a-tienil-
1-buteno (96%) (Véase Figura 63). Los derivados de nitronas presentaron, en
general, efecto protector alto, siendo las nitronas N-Oxido del 4-N-bencilamino-4-
(g-piridil)-1-buteno y N-Oxido del 4-N-(2-clorobencilamino)4-(b-piridil)-1-buteno las

mas activas.

- Todas la sustancias nitrogenadas presentaron una capacidad de atrapamiento
del ABTS™ y del DPPH- baja. Sin embargo, el compuesto 6-fluoro-4-metil-2-propil-
1,2,3,4-tetrahidroquinolina (Véase Figura 63) mostré una actividad (TEAC
2.240.6) y ECsp (1.0£0.3) igual o superior a la de los compuestos de referencia
acido ascorbico, BHA, BHT y vitamina E.

" Se establecio la relacion cuantitativa entre la estructura de 70 compuestos
sintéticos nitrogenados y su actividad antioxidante, medida como el efecto
protector contra la oxidacion de la emulsion del acido linoleico. Las ecuaciones
propuestas exhibieron un coeficiente de correlacién R?, mayor de 0.9. Aunque se
presentaron algunas excepciones, en los cinco modelos encontrados, el efecto
protector antioxidante calculado fue similar al hallado experimentalmente. También
se determind la relacidn cuantitativa entre la estructura de los compuestos

sintéticos nitrogenados (37 moléculas) y su actividad antioxidante, medida como la
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capacidad de atrapar radicales (ABTS"™ Y DPPH), los coeficientes de correlacion
de estos dos modelos (R? 0.95 y 0.90) y los F calculados (6.4 y 5.9) fueron

mayores de los F tabulados (1.5 y 1.5), lo que indica que son significativos. En la
Tabla 37 se indican los compuestos que presentaron mejor correlacion entre la

actividad antioxidante calculada y la hallada en los diferentes modelos.

Figura 63. Estructuras de los compuestos sintéticos nitrogenados que

presentaron mayor actividad antioxidante.
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Tabla 3.

Compuestos con mayor correlacion para cada uno de los modelos

obtenidos.
Modelo NUmero de Compuestos con mayor correlacion
Moléculas
analizadas
Modelo 70
eneral
g \ 9/\
\©\/N | A N AN
\ |
H =N H
Modelo 1 34
X
N N
/©/\ Ll ; N A
H = |
Cl N H
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Continuacion de la Tabla 37.
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ANEXO 2

Contribuciones de cada compuesto de L. alba, L. armata, A,
triphylla, X. aromatica y S. brownei a los componentes principales,
usados para clasificar las fracciones volatiles obtenidas por las

diferentes técnicas de extraccion.
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Anexo 2-Tabla 1. Contribuciones a los componentes principales de cada uno
de los constituyentes de las fracciones volatiles de L. alba, obtenidas por

diferentes técnicas de extraccion.

N° Compuesto Factor 1 Factor 2 Factor 3

1 a-Pineno 0.000261 0.064404 0.028094
2  Canfeno 0.016286 0.044750 0.015372
3 b-Mirceno 0.009986 0.041340 0.000163
4 Limoneno 0.012573 0.038341 0.001020
5  (2-b-Ocimeno 0.047142 0.010846 0.005876
6  Oxido de pineno 0.034041 0.001272 0.053285
7 cis-Tuyona 0.031512 0.001344 0.015771
8 Oxido de limoneno 0.044731 0.032437 0.023341
9  trans-Dihidrocarvona 0.030982 0.027793 0.016629
10  Pulegona 0.047021 0.014160 0.010956
11 Carvona 0.026021 0.033976 0.018330
12 Piperitona 0.030405 0.033460 0.000531
13 Geranial 0.008500 0.001564 0.199198
14  trans-Oxido de carvona 0.016182 0.038486 0.000770
15 trans-Acetato de carveilo 0.037128 0.017503 0.006455
16  Piperitenona 0.022865 0.041600 0.000233
17 b-Bourboneno 0.047262 0.017151 0.001091
18 a-Copaeno 0.015514 0.051424 0.000007
19 b-Cubebeno 0.041919 0.021497 0.008252
20 gElemeno 0.000861 0.050943 0.031069
21 p-Cedreno 0.047368 0.015887 0.004097
22 trans-b-Cariofileno 0.048582 0.014270 0.004027
23 a-Humuleno 0.007276 0.058343 0.018616
24 b-Farneseno 0.048297 0.015307 0.001956
25  allo-Aromadendreno 0.049093 0.012685 0.007102
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Continuacioén del Anexo 2-Tabla 1.

26  Germacreno D 0.027658 0.020178 0.039892
27 Biciclosesquifelandreno 0.029094 0.039049 0.004470
28  Germacreno A 0.002689 0.064508 0.020558
29  p-Bisaboleno 0.049921 0.013150 0.001137
30  Cubebol 0.023442 0.006137 0.036325
31  d-Cadineno 0.005400 0.025532 0.133739
2 a-Bisaboleno 0.005400 0.025532 0.133739
33  Oxido de cariofileno 0.040074 0.024423 0.004345
34  Germacreno B 0.026108 0.014874 0.009977
35  Oxido de a-humuleno 0.029857 0.018063 0.009188
36  Cedranona 0.033148 0.022242 0.000650
37 epi-a-Muurolol 0.005400 0.025532 0.133739
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Anexo 2-Tabla 2. Contribuciones a los componentes principales de cada uno de
los constituyentes de las fracciones volatiles de A. triphylla, obtenidas por

diferentes técnicas de extraccion.

N° Componente Factor 1 Factor 2
1 Fencheno 0.038015 0.032964
2 1-Octen-3-ol 0.008384 0.017652
3 6-Metil-5-hepten -2-ona 0.000138 0.014907
4 3-Octand 0.053393 0.008830
5 Limoneno 0.014754 0.057797
6 1,8-Cineol 0.004830 0.085443
7 cis-b-Ocimeno 0.036898 0.036243
8 Linalool 0.027422 0.005371
9 cis-Fotocitral 0.023986 0.004790
10 trans -Fotocitral 0.009099 0.065039
1 Mentol 0.058252 0.000641
12 Terpinen-4-ol 0.038236 0.033347
13 a-Terpineol 0.044528 0.012935
14 Dihidrocitronelol 0.006843 0.070833
15 Nerol 0.042626 0.025308
16 Neral 0.050716 0.000010
17 Geraniol 0.035845 0.037383
18 Geranial 0.045425 0.022021
19 cis-Acetato de verbenilo 0.035029 0.038749
20 a-Copaeno 0.057103 0.000684
21 b-Burboneno 0.021491 0.056685
22 trans-b-Cariofileno 0.033685 0.004464
23 b-Copaeno 0.005304 0.049338
24 ar-Curcumeno 0.013958 0.066186
25 epi-Biciclosesquifelandreno 0.026551 0.049268
26 Biciclogermacreno 0.021130 0.046557
27 g Cadineno 0.030309 0.043195
28 b-Sesquifelandreno 0.000219 0.037937
29 Nerolidol 0.038015 0.032964
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Continuacion del Anexo 2-Tabla 2.

30
31
32
33
A
35
36

Espatulenol

Oxido de cariofileno
Cedranona

g Eudesmol
a-Muurolol
a-Cadinol

Cariofilenol

0.023973
0.030941
0.031127
0.036482
0.035283
0.018943
0.025069

0.025957
0.024681
0.004789
0.006496
0.006242
0.002343
0.003438
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Anexo 2-Tabla 3. Contribuciones a los componentes principales de cada uno
de los constituyentes de las fracciones volatiles de L. armata, obtenidas por

diferentes técnicas de extraccion.

N° Compuesto Factor 1 Factor 2
1 3-Hexenol 0.020093 0.026751
2 a-Tuyeno 0.019118 0.031098
3 a-Pineno 0.016663 0.031970
4 Sabineno 0.019995 0.027427
5 3-Octenol 0.011782 0.041124
6 b-Pineno 0.010196 0.039960
7 b-Mirceno 0.012298 0.015903
8 Octan-3-ol 0.010370 0.008617
9 a-Felandreno 0.011345 0.004820

10 p-Cimeno 0.011374 0.005788

1" 1,8-Cineol 0.017174 0.006935

12 Limoneno 0.007000 0.004000

13 trans-b-Ocimeno 0.008795 0.004904

14 g Terpineno 0.013965 0.006182

15 Terpinoleno 0.018413 0.006193

16 Linalool 0.021628 0.005383

17 Nerol 0.011308 0.001328

18 Neral 0.016933 0.001493

19 Geraniol 0.014545 0.033109

20 Geranial 0.008577 0.002381

21 dElemeno 0.000020 0.002425

29 b-Bourboneno 0.011427 0.001399

23 b-Cubebeno 0.004267 0.072838

o4 a-Cedreno 0.020503 0.000377

o5 trans-b-carofileno 0.002848 0.077444
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Continuacion del Anexo 2-Tabla 3.

26 Aromadendreno 0.000399 0.091559
27 a-Humuleno 0.004354 0.090917
28 allo-Aromadendreno 0.016494 0.017002
29 gHimahaleno 0.011973 0.056437
30 Germacreno D 0.000020 0.111909
31 ar-Curcumeno 0.000477 0.002130
32 Biciclosesquifelandreno 0.019534 0.012846
33 a-Zingibereno 0.009379 0.000390
34 E,E-a- Farneseno 0.021883 0.012519
35 gBisaboleno 0.026705 0.000871
36 cis-Calameneno 0.024447 0.000002
37 d-Cadineno 0.017037 0.001177
38 Nerolidol 0.003416 0.059582
39 a-Calacoreno 0.022692 0.000061
40 Elemol 0.020103 0.002140
a d-Calacoreno 0.025280 0.005662
42 Ledol 0.024834 0.006255
43 Oxido de himachaleno 0.024725 0.005391
44 Germacrenol 0.023922 0.004172
45 Oxido de cariofileno 0.021606 0.001281
46 trans-b-elemenona 0.024645 0.006360
47 Oxido de humuleno 0.019940 0.004067
48 Sesquilavandulol 0.017529 0.001475
49 b-Oxido de himachaleno 0.021748 0.003262
50 Cedranona 0.021819 0.003903
51 epi-g-Eudesmol 0.021513 0.002619
52 Cubenol 0.019805 0.002624
53 gEudesmol 0.022431 0.006718
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Continuacion del Anexo 2-Tabla 3.

54 b-Acorenol 0.020408 0.004294
55 epi- a-Cadinol 0.024824 0.005563
56 Himachalol 0.023700 0.005778
57 a-Cadinol 0.020253 0.002592
58 Dihidroeudesmol 0.019499 0.002377
59 Isocedranol 0.018605 0.002533
60 Oxido de bisaboleno 0.019008 0.002121
61 Acarenona 0.005003 0.000012
62 Germacrona 0.021582 0.004190
63 b-Sinensal 0.005003 0.000012
64 Farnesol 0.005003 0.000012
65 Acetato de cariofilenilo 0.014762 0.001340
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Anexo 2- Tabla 4. Contribuciones a los componentes principales de cada uno
de los constituyentes de las fracciones volatiles de X. aromatica, obtenidas por

diferentes técnicas de extraccion.

N° Compuesto Factor 1 Factor 2
1 a-Tuyeno 0.00045 0.00009
2 a-Pineno 0.02714 0.28795
3 Canfeno 0.00062 0.00096
4 b-Pineno 0.00142 0.00008
5 b-Mirceno - 0.02409 0.15517
6 p-Menta-1(7),8-dieno 0.00540 0.36886
7 a;FeIandreno 0.00141 0.03189
8 D™-Careno 0.00062 0.00465
9 a-T.erpineno 0.00129 0.00000
10 p-Cimeno 0.00153 0.00024
11 Limoneno 0.00002 0.00175
12 b-Felandreno 0.89413 0.06724
13 cis-b-Ocimeno 0.00087 0.00071
14 trans-b-Ocimeno 0.00107 0.00001
15 gTerpineno 0.00113 0.00047
16 cis-Hidrato de sabineno 0.00143 0.00004
17 Fenchona 0.00102 0.00186
18 a-Terpinoleno 0.00149 0.00003
19 trans-Hidrato de sabineno 0.00135 0.00005
20 Fenchol 0.00123 0.00019
21 a- Canfolenal 0.00137 0.00010
22 Hidrato de canfeno 0.00133 0.00005
23 (’Eit.ronelal . 0.00138 0.00060
24 Oxido de pineno 0.00138 0.00071
25 Felandral 0.00119 0.00215
26 Tujanol 0.00118 0.00022
27 Terpinen-4-ol 0.00091 0.00509
28 4-Isopropil-2-ciclohexen-1-ona 0.00013 0.00091
29 Metil acetato de bencilo 0.00113 0.00352
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Continuacioéon del Anexo 2-Tabla 4.

30 a}-'l.'erpineol 0.00111 0.00140
31 Oxido de felandreno 0.00103 0.00184
32 cis-Piperitol 0.00110 0.00181
33 Mirtenol 0.00094 0.00326
34 Salicilato de metilo 0.00027 0.00505
35 4-Isopropil benzaldehido 0.00044 0.00079
36 trz-ans-PiperitoI 0.00123 0.00227
37 Filtronelol 0.00120 0.00225
38 i-Pr-Bencenmetanol 0.00090 0.00377
39 a-Cubebeno 0.00044 0.00365
40 a-Copaeno 0.00093 0.00246
41 cis-a-Bergamoteno 0.00104 0.00331
42 trans-b-Cariofileno 0.00077 0.00440
43 trans -a-Bergamoteno 0.00091 0.00444
44 cis-b- Farneseno 0.00102 0.00386
45 Germacreno D 0.00129 0.00227
46 d-Guaieno 0.00089 0.00131
47 Espatulenol 0.00114 0.00324
48 Guaiol. 0.00116 0.00169
49 Sesquiterpenol 0.00110 0.00195
50 b-Eud.esmoI 0.00111 0.00237
51 Sesquiterpenol 0.00095 0.00522
52 Hidrocarburo, Cn > 18 0.00136 0.00178
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Anexo 2-Tabla 5. Contribuciones a los componentes principales de cada uno
de los constituyentes de las fracciones volatiles de S. brownei, obtenidas por

diferentes técnicas de extraccion.

° Compuesto Factor 1 Factor 2
1 a-Tuyeno 0.016117 0.000495
2 a-Pineno 0.044671 0.042453
3 Sabineno 0.035247 0.049140
4 trans-p-mentano 0.019873 0.021660
5 b-Pineno 0.045127 0.040725
6 3-Octanona 0.043997 0.039986
7 b-Mirceno 0.029691 0.013496
8 3-Octanol 0.023273 0.001373
9 p-Menta-1(7)dieno 0.030893 0.011460
10 Limoneno 0.054491 0.023605
11 a-FFelendreno 0.030011 0.020958
12 1,8-Cineol 0.037481 0.027092
13 Linalool 0.008776 0.044907
14 Mentona 0.035352 0.004573
15 Isomentona 0.037754 0.002782
16 Isomentol 0.043510 0.037425
17 a-Terpineol 0.055908 0.019558
18 Piperitol 0.046448 0.030532
19 Pulegona 0.002365 0.110091
20 Piperitona 0.052078 0.024529
21 Timol 0.029679 0.010043
22 p-Meten-9-ol 0.030312 0.030415
23 Acetato de mentilo 0.045969 0.021180
24 Carvacrol 0.033940 0.029800
25 Acetato de terpinilo 0.030312 0.030415
26 trans-b-Cariofileno 0.000210 0.058447
27 Geranil acetona 0.040408 0.034877
28 a-Humuleno 0.002806 0.060254
29 allo-Aromadendreno 0.000119 0.100827
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Continuacioéon del Anexo 2-Tabla 5.

30 b-Selineno 0.030936 0.031310
31 g-Cadineno 0.030893 0.011460
32 Oxido de cariofileno 0.031354 0.014134
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ANEXO 3

Estados estacionarios de 37 compuestos nitrogenados sintéticos en la
reaccion con el radical DPPH..
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ANEXO 4

Tablas de correlacion entre el efecto protector medido
experimentalmente y el calculado de los compuestos sintéticos

nitrogenados.
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Anexo 4-Tabla 1. Descriptores colineales con coeficientes de regresion inferiores o iguales a 0.7.

N° del descriptor*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.00
-0.47 1.00
0.61 -0.44 1.00
0.51 0.24 0.27 1.00
-0.03 0.66 -0.16 0.18 1.00
0.02 0.04 -0.03 -0.11 0.16 1.00
0.64 0.18 0.29 0.66 0.13 0.12 1.00
0.56 0.13 0.34 0.45 0.25 0.04 0.59 1.00
0.43 0.34 -0.22 0.36 0.50 0.21 0.65 0.47 1.00
-0.45 0.17 -0.26 -0.12 0.07 0.11 -0.34 -0.24 -0.48 1.00
0.41 -0.28 0.32 0.15 0.08 0.16 0.19 0.15 -0.09 0.54
0.27 -0.15 0.19 0.18 -0.02 0.01 0.14 0.16 0.18 -0.42
-0.04 0.04 -0.12 -0.08 0.08 0.04 -0.06 0.00 0.07 -0.04
0.07 -0.13 -0.14 -0.16 0.10 0.13 -0.09 -0.20 0.12 -0.14
0.51 -0.55 0.48 0.24 -0.47 -0.16 0.20 -0.01 -0.13 -0.29
-0.11 0.10 -0.02 -0.14 0.18 0.08 -0.10 0.00 -0.01 -0.09
-0.55 -0.05 -0.08 -0.27 -0.21 0.02 -0.60 -0.49 -0.67 0.39
-0.39 -0.18 -0.03 -0.37 -0.47 -0.26 -0.54 -0.41 -0.59 0.08
0.67 -0.68 0.67 0.25 -0.32 -0.28 0.22 0.29 -0.13 0.27
0.13 -0.46 0.35 0.17 -0.46 -0.25 -0.26 -0.22 -0.56 0.07
0.06 -0.15 0.15 0.04 -0.14 -0.06 -0.04 -0.02 -0.13 -0.02
0.01 -0.12 -0.05 0.06 0.03 0.09 -0.10 -0.42 0.01 0.11
-0.10 -0.04 -0.03 -0.12 -0.08 -0.03 -0.14 -0.12 -0.04 0.16
-0.13 0.25 -0.10 0.01 0.24 -0.03 0.00 -0.07 0.07 0.06
0.07 0.15 -0.15 0.28 0.24 -0.06 0.15 -0.01 0.17 0.16
-0.08 -0.03 0.07 -0.38 0.17 -0.09 -0.29 0.02 -0.02 -0.16
-0.15 0.17 -0.08 -0.07 -0.08 -0.05 0.08 -0.07 0.03 -0.10
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Continuacién del Anexo 4-Tabla 1.

N° de descriptor*

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1.00
-0.19 1.00
-0.10 -0.02 1.00
-0.04 0.19 0.33 1.00
0.06 0.16 -0.07 0.19 1.00
-0.14 0.24 0.58 0.57 -0.11 1.00
-0.12 0.19 -0.03 0.01 -0.16 0.15 1.00
-0.25 -0.19 -0.07 -0.18 0.13 -0.15 0.20 1.00
0.29 0.20 -0.11 -0.04 0.46 -0.12 -0.10 -0.17 1.00
-0.02 0.13 0.00 -0.03 0.57 -0.09 0.34 0.35 0.40 1.00
0.00 0.03 0.03 -0.17 0.12 0.06 0.07 0.12 0.16 0.25
0.02 0.53 -0.04 0.40 0.09 0.14 0.23 0.03 -0.04 0.02
-0.21 -0.04 -0.05 -0.07 0.06 -0.11 0.00 0.21 -0.02 0.02
-0.03 -0.04 0.00 0.00 -0.27 0.00 0.06 -0.12 -0.15 -0.09
0.16 0.05 0.06 0.11 -0.15 0.03 0.00 -0.26 0.02 0.11
-0.06 -0.10 -0.04 0.02 -0.22 0.01 -0.10 0.33 -0.06 -0.29
-0.15 -0.11 -0.09 -0.01 -0.17 -0.03 0.01 0.05 -0.17 0.21
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Continuaciéon del Anexo 4-Tabla 1.

N° de descriptor*

21 22 23 24 25 26
1.00
-0.01 1.00
0.03 -0.01 1.00
-0.04 0.04 -0.11 1.00
0.07 0.11 -0.14 0.41 1.00
-0.08 -0.07 0.21 -0.03 -0.33 1.00
-0.21 -0.11 -0.03 0.32 -0.16 0.13
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*1. N° de &tomos, 2. N° relativo de carbonos, 3. N° de anillos, 4. N° de anillos de benceno, 5. N° de enlaces aromaticos, 6. N° relativo de
enlaces simples, 7. Randic index (order 1), 8. Kier&Hall index (order 0), 9. Kier shape index (order 2), 10. Kier shape index (order 3), 11.
Information content (order 0), 12. Complementary information content (order 0), 13. 3D-Kier shape index (order 2), 14. 3D-Structural
Information content order (0), 15. 3D-Information content (order2), 16. 3D-Complementary Information content (order 2), 17. 3D-Structural
Information content (order 2), 18. Momento de inercia A, 19. 3D-Structural Information Charge-weighted PPSA [Empirical PC], 20. DPSA-1
Difference (PPSA1-PNSAL1) [Empirical PC], 21. DPSA-3 Difference CPSAs (PPSA3-PNSA3) [Empirical PC], 22. Energia optimizada, 23.
Energia del HOMO, 24. Energia del LUMO, 25. Momento dipolar, 26. Carga sobre el nitrégeno.
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Anexo 4-Tabla 2. Efecto protector observado Vs calculado de los 70 compuestos
sintéticos nitrogenados, correspondiente a la Figura 49 (Anélisis de Resultados,
Seccion 2.4.3).

Efecto protector*, equivalentes de vitamina E

Compuesto Experimental* Calculado
1 3,6 3,2
2 4,0 3,0
3 4,7 3,1
4 2,4 3,2
5 1,3 2,4
6 2,3 2,3
7 1,2 3,0
8 4,6 3,0
9 3,6 3,4
10 5,7 3,4
11 1,3 1,6
12 7,2 4,5
13 2,5 4,9
14 5,2 4,0
15 8,2 8,0
16 8,3 3,1
17 1,7 2,8
18 1,7 3,1
19 1,7 3,7
20 7,6 5,5
21 6,9 4,9
22 2,8 4,6
23 2,6 4,6
24 7,9 5,0
25 0,8 3,1
26 3,2 3,9
27 2,9 3,1
28 0,7 3,5
29 7,4 3,6
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Continuacion del Anexo 4-Tabla 2.

BRRBIEE IBERKIEREERBIERBEEREREBEBEBRERERIEBE RIS
w N Ik 10 1o 1o N o o Ix lw INd Ik 1o o o N o o Ih I I Ik IO o N o o I W [l (@]

7,2
1,7
1,5
0,8
2,2
7,3
4,1
6,8
1,5
7,5
5,5
3,3
4.8
9,7
9,7
4,1
7,6
2,9
2,9
3,8
0,5
3,9
3.1
3,0
3,7
0,7
2,4
1,3
11
1,2
1,5
2,9
2,9
0,3

7,2
1,9
1,5
1,3
3.7
4,7
6,5
4,2
4,5
6,0
7,7
3,6
7,0
6,1
5,9
4,3
6,6
3,3
3.7
2,6
0,5
2,5
3,8
4,2
2,6
1,9
2,0
2,7
-0,2
2,3
1,4
3,0
4,7
2,6
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Continuacion del Anexo 4-Tabla 2.

64 1,4 1,8
65 1,1 0,5
66 1,1 4.4
67 1,8 4,4
68 7,1 51
69 3,5 4,5
70 4,1 2,4

* La actividad antioxidante de los compuestos sintéticos nitrogenados, determinada para el
modelo QSAR se calculé como equivalentes de vitamina E, ésto se logré dividiendo el efecto
protector de la sustancia nitrogenada sobre el efecto protector de la vitamina E, ambos a una

misma concentraciéon 25 mM.
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Anexo 4Tabla 3 Actividad antioxidante experimental Vs la calculada, obtenida
para el primer subconjunto de compuestos sintéticos nitrogenados del estudio
QSAR, correspondiente a la Figura 52 (Analisis de Resultados, Seccidon
2.4.3.1).

Compuesto Efecto protector*, equivalentes de vitamina E
Experimental Calculado
1 3,6 3,8
2 4,0 4,5
3 4,7 4.8
4 2,4 3,9
5 1,3 0,2
6 2,3 3,8
7 1,2 11
8 4,6 3,0
9 3,6 4,2
10 5,7 4,4
11 1,3 1,3
12 7,2 7,1
13 2,5 3,3
14 5,2 57
15 8,2 8,3
16 8,3 7,2
17 1,7 1,7
18 1,7 2,4
19 1,7 0,3
20 7,6 8,2
21 6,9 6,8
22 2,8 3,5
23 2,6 4,8
24 7,9 55
25 0,8 1,7
26 3,2 3,0
27 2,9 2,6
28 0,7 2,1
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Continuacion del Anexo 4-Tabla 3.

R BIKEBIS

7.4
7,2
1,7
15
0,8
2,2

4,3
6,8
1,7
1,0
1,2
3,2
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Anexo 4Tabla 4 Actividad antioxidante experimental Vs la calculada, obtenida
para el segundo subconjunto de compuestos sintéticos nitrogenados del estudio
QSAR, correspondiente a la Figura 54 (Analisis de Resultados, Seccion
2.4.3.2).

Compuesto Efecto protector, equivalentes de vitamina E
Experimental Calculado
17 1.7 2.4
18 1,7 1,1
22 2,8 3,8
23 2,6 4,3
24 7,9 5,7
31 1,7 1,7
35 7,3 6,4
36 4,1 4,7
37 6,8 6,7
38 1,5 1,3
39 7,5 7,2
40 5,5 6,9
41 3,3 3,5
42 4,8 3,6
43 9,7 9,7
44 9,7 9,8
66 1,1 0,2
67 1,8 3,0
68 7,1 6,5
69 3,5 3,7
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Anexo 4Tabla 5 Actividad antioxidante experimental Vs la calculada, obtenida
para el tercer subconjunto de compuestos sintéticos nitrogenados del estudio
QSAR, correspondiente a la Figura 56 (Analisis de Resultados, Seccidon
2.4.3.3).

Compuesto Efecto protector, equivalentes de vitamina E
Experimental Calculado
13 2,5 2,5
16 8,3 8,6
21 6,9 6,7
25 0,8 1,4
26 3,2 2,9
27 2,9 3,2
45 4,1 3,3
46 7,6 7,6
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Anexo 4-Tabla 6. Actividad antioxidante experimental Vs la calculada, obtenida
para el cuarto subconjunto de compuestos sintéticos nitrogenados del estudio
QSAR, correspondiente a la Figura 58 (Analisis de Resultados, Seccidn
2.4.3.4).

Compuesto Efecto protector, equivalentes de vitamina E
Experimental Calculado
14 5,2 5,2
57 1,3 1,7
58 1,1 0,5
59 1,2 0,9
60 1,5 1,9
61 2,9 2,3
62 2,9 2,6
63 0,3 0,6
64 1,4 1,5
65 1,1 1,5
70 4,1 4,1
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Anexo 4-Tabla 7. Actividad antioxidante experimental Vs la calculada, obtenida

para el quinto subconjunto de compuestos sintéticos nitrogenados del estudio
QSAR, correspondiente a la Figura 60 (Andlisis de Resultados, Seccion
2.4.3.5).

Compuesto Efecto protector, equivalentes de vitamina E
Experimental Calculado
15 8,2 8,2
47 2,9 3,1
48 2,9 3,0
49 3,8 3,8
50 0,5 0,1
52 3,1 2,8
53 3,0 2,3
54 3,7 3,5
55 0,7 1,6
56 2,4 2,8




Anexo 4-Tabla 8. Actividad antioxidante observada Vs la calculada de 37
compuestos nitrogenados, usando el método ABTS™, correspondiente a la

Figura 61 (Anédlisis de Resultados, Seccion 2.4.3.6).

Compuesto TEAC (mmol Trolox/mmol compuesto)
Observada Calculada

4 0,01 0,15
5 0,01 0,07
6 0,01 0,001
4 0,01 -0,07
11 0,02 0,07
12 0,001 0,14
13 0,29 0,22
14 0,50 0,52
15 0,01 0,01
16 0,01 -0,13
18 0,40 0,66
19 1,10 1,05
20 0,50 0,47
26 0,20 0,10
27 0,09 0,21
31 0,04 0,04
32 0,03 0,12
A 0,60 043
41 2,10 2,04
47 0,02 0,18
48 0,001 -0,20
49 0,70 0,82
50 0,94 0,94
51 1,09 0,94
52 1,00 1,06
53 0,98 0,94
54 0,13 0,24
55 0,72 0,64
56 0,93 0,87
60 0,01 -0,05
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Continuacion del Anexo 4-Tabla 8.

61
62
65
66
67

0,03
0,02
0,01
0,02
0,02

0,04
0,01
-0,07
-0,04
0,15
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Anexo 4Tabla 9. Correlacion de los valores experimentales, obtenidos por el
método DPPH, y tedricos de la capacidad de atrapar radicales de 37 compuestos
sintéticos nitrogenados (Figura 62, Analisis de Resultados Seccion 2.4.3.6).

Compuesto ECso (mmol de compuesto/mmol DPPH)
Observada Calculada

4 115,0 112,6
5 125,0 124,2
6 110,0 141,4
7 140,0 105,9
11 120,0 131,7
12 108,0 110,8
13 45,0 55,2
14 3,7 9,3

15 230,0 231,2
16 370,0 319,7
18 5,8 29,7
19 7,0 8,2

20 13,9 12,9
26 115,0 128,2
27 150,0 168,1
31 80,0 79,2
32 160,0 125,4
34 44,0 82,2
41 1,0 -18,9
47 128,0 218,2
48 270,0 196,1
49 70,0 80,3
50 12,0 11,7
51 19,0 33,5
52 107,0 76,4
53 105,0 133,8
54 385,0 3924
55 290,0 263,4
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Continuacion del Anexo 4-Tabla 9.

56
60
61
62
65
66
67

185,0
58,0
58,0

110,0
97,0
65,0

130,0

171,2
29,3
57,6
75,7
132,6
133,9
85,8

288



	INTRODUCCIÓN
	PARTE EXPERIMENTAL
	ANÁLISIS DE RESULTADOS
	CONCLUSIONES
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXO 1
	ANEXO 2
	ANEXO 3
	ANEXO 4

