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RESUMEN

TITULO: CARACTERIZACION POR GC-MS DE LAS FRACCIONES VOLATILES DE LAS
ORQUIDEAS Cattleya trianae Y Cattleya mendelii, A DIFERENTES HORAS DEL DIA,
UTILIZANDO HS-SPME IN VIVO E IN VITRO*.

AUTOR: Wendy Loraine Hernandez Plata**.

PALABRAS CLAVE: Fraccion volatil, orquideas, Cattleya trianae, Cattleya mendelii, micro-

extraccion en fase sélida.

Las plantas objeto de estudio del proyecto de investigacién, fueron orquideas del género Cattleya,
las dos endémicas de Colombia, la Cattleya trianae, oriunda de Huila y Cundinamarca, flor nacional
desde el 16 de noviembre de 1936, y la Cattleya mendelii, endémica del Norte de Santander y
Santander. Son plantas pertenecientes a la familia Orchidaceae, distinguidas por sus fragantes y

hermosas flores, importantes en la industria de la floristeria.

Se estudié los metabolitos secundarios volatiles de las flores de las orquideas, utilizando micro-
extraccion en fase soélida en espacio de cabeza (HS-SPME), técnica analitica promisoria para el
andlisis de volatiles. Se realiz6 en el modo in vitro, cortando las flores de las orquideas y
analizandolas en el laboratorio, e in vivo, sin necesidad de cortar la flor del sistema bioldgico, para

tener un acercamiento real de la emision de volatiles por parte de las orquideas.

Los metabolitos secundarios encontrados en la C.mendelii, por HS-SPME, monitoreados in vitro e
in vivo, pertenecen a la familia de compuestos monoterpénicos, sesquiterpénicos, benzenoides y

compuestos alifaticos.

Los volatiles de la flor de la C.trianae, por HS-SPME, encontrados en el monitoreo in vitro,
pertenecen a la familia de compuestos sesquiterpénicos, benzenoides y compuestos alifaticos. Y
los encontrados por HS-SPME, in vivo, fueron de las familias de los hidrocarburos monoterpénicos,

sesquiterpénicos y benzenoides.

*Trabajo de grado.

**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Elena Stashenko, Quimica, Ph.D. y Jairo
Martinez, Quimico, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: CHARACTERIZATION BY GC-MS OF VOLATILE FRACTION OF ORCHIDS Cattleya
trianae AND Cattleya mendelii, AT DIFFERENT TIMES OF DAY, USING HS-SPME IN VIVO
AND IN VITRO.**

AUTHOR: Wendy Loraine Hernandez Plata**

KEYWORDS: Volatile fraction, orchids, Cattleya trianae, Cattleya mendelii, solid phase micro-

extraction.

The plants subject of study in the research Project, were orchids of the genus Cattleya, the Cattleya
trianae, a native of Huila and Cundinamarca, national flower since november 16", 1936, and
Cattleya mendelii endemic of North Santander and Santander. They are plants belonging to the

orchid family, distinguished by its fragrant and beautiful flowers, important in the florist industry.

Secondary metabolites of orchid flowers were studied, using micro-solid phase extraction in
headspace (HS-SPME), promising technique for volatile analyzing . It performed in vitro, cutting
orchid flowers and analyzing them, and in vivo, without cutting flower, to have a realistic approach

to the emission of volatile by orchids.

The secondary metabolites found in the C.mendelii, by HS-SPME, monitored in vitro and in vivo,
belong to the family of monoterpene compounds, sesquiterpene, benzenoids and aliphatic

compounds.

The volatile metabolites of C.trianae, by HS-SPME, found in the monitoring in vitro, belong to the
family of sesquiterpene, benzenoids and aliphatic compounds. And the metabolites found by HS-
SPME, in vivo, were of the families of the monoterpene hydrocarbons, sesquiterpene and

benzenoids.

*College thesis.

**Science Faculty. School of Chemistry.Directed by Elena Stashenko, Quimica, Ph.D. and Jairo
Martinez, Quimico, Ph.D.
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INTRODUCCION

Las orquideas son una familia de plantas que ofrece una amplia y variada gama
de flores, constituida por mas de 25000 especies. Son plantas jovenes en
evolucion y presentan una gran facilidad para dar hibridos entre especies del
mismo género, y también entre los distintos géneros existentes [1]. Pertenecen a
las angiospermas que, a su vez, se dividen en dos subclases: monocotiledoneas y
dicotiledéneas. Las orquideas son monocotiledéneas y se desarrollan en dos
modos vegetativos: monopddicos y simpddicos. Las monopddicas crecen cada
afio en la parte superior del tallo de la planta, produciendo en dicho extremo las
flores. Las simpaodicas se desarrollan mediante brotes horizontales cortos o largos,
cada brote nuevo surge de una yema anterior y de dichos brotes nuevos salen las
flores [2].

Las orquideas del territorio colombiano estan catalogadas entre las flores mas
hermosas del mundo; sin embargo, la cantidad de especies amenazadas en el
pais, ha hecho que el Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos “Alexander
von Humboldt” presente el Libro Rojo de Orquideas, que recoge el proceso de
categorizacion para 207 especies de orquideas colombianas, de las 3500
especies, que se creen presentes en Colombia; de este libro, se deriva que 6
especies se encuentran en peligro critico, 64, en peligro (estando presente la

Cattleya trianae) y 137, en condicion de vulnerabilidad [3].

En Colombia, existen entidades sin animo de lucro como la Sociedad Colombiana
de Orquideologia (SCO), la Asociacion de Orquideologia de Santander
(ASORQUISAN), la Asociacibn Orquideolégica del gran Santander
(ORQUISANDER), entre otras, encargadas del cultivo, propagacién, conservacion,
publicacién de revistas y libros de las distintas especies de orquideas en el pais
[4-6]. Sin embargo, los estudios cientificos sobre dichas plantas son escasos, y la
informacion, que se ha podido extraer del estado de las poblaciones silvestres, ha

sido limitada. Se conocen cerca de 3500 especies en Colombia, de las cuales
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solo 371 estan categorizadas, ellas representan aproximadamente el 10,5% de la

flora de orquideas en el pais [3].

La flor nacional de Colombia es la orquidea Cattleya trianae, conocida como flor
de mayo; lleva este nombre en honor al botanico, explorador y médico
colombiano José Jeronimo Triana [7]. Fue escogida como flor nacional, segun un
concepto emitido por la Academia Colombiana de Historia el 16 de noviembre de
1936, aun cuando no ha sido consagrada oficialmente por ley [8].

La C.mendelii, otra especie del género Cattleya, es una flor nativa de Colombia
que crece en afloramientos rocosos y las copas de los arboles en la cordillera
Oriental de los Andes, en los departamentos de Santander y Norte de Santander

[9]. Las flores tienen valor ornamental y econémico, por su tamafio y color.

Este proyecto busca aportar bases cientificas para el conocimiento de las
especies C.trianae y C.mendelii. En el trabajo, se estudiaron las fracciones
volatiles de las flores, por diferentes métodos y monitoreando a cuatro horas
diferentes durante el dia. El monitoreo in vivo se realizé6 por medio de un
muestreador de flores acoplado con un dispositivo de micro-extraccion en fase
sélida (SPME), que permite la extraccién de los metabolitos volatiles de la planta.
Este instrumento posibilita el analisis de los metabolitos de la planta, sin su
alteracion y sin afectar el estado natural de la flor. EIl modo de analisis in vitro se
desarroll6 por medio de la técnica de micro-extraccion en fase solida. Este
procedimiento de extraccién se realiz6 cada cuatro horas, durante el dia, para
evaluar la variabilidad en el tipo de metabolitos encontrados. Los volatiles
colectados se analizaron e identificaron por medio de cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas.

El desarrollo de este trabajo hace parte de la investigacion propuesta en el
Proyecto: “BuUsqueda sistematica de especies vegetales promisorias de la
biodiversidad colombiana, extraccion, caracterizacion y evaluacion de sus

metabolitos secundarios y derivados funcionalizados”, que se encuentra en
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ejecucion por parte del Centro de Investigacion en Biomoléculas, CIBIMOL, de la
Universidad Industrial de Santander, y que pertenece al programa “Bioprospeccion
y desarrollo de ingredientes naturales para las industrias cosmética, farmaceéutica
y de productos de aseo con base en la biodiversidad colombiana”, que lleva a
cabo la Unién Temporal Bio-Red-CO-CENIVAM, de la que es integrante la
Universidad Industrial de Santander.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 ORQUIDEAS

La familia Orchidaceae es la mas grande del reino vegetal, pertenece a las
angiospermas y, como el resto de organismos vivos, ha evolucionado a partir de
formas ancestrales, como resultado de la seleccion natural y adaptacion. Las
orquideas muestran diversas formas de crecimiento y han colonizado con éxito
casi todos los hébitats en la tierra. El ancestro comun mas reciente de las
orquideas existentes vivio a finales del Cretacico [10]. La morfologia especializada
de las flores de las orquideas, su olor caracteristico y sus colores hacen que estas

flores sean atractivas tanto para los polinizadores, como para las personas [11].

Las orquideas se cultivan, principalmente, como plantas ornamentales y se
valoran como flores de corte, no sdélo por su belleza exdtica, sino también por su
larga vida util. Estas plantas aportan millones de délares a la industria, en varios
paises como: Tailandia, Australia, Singapur, Malasia, entre otros [12]. Aunque las
orquideas se cultivan principalmente, de forma ornamental, algunas, se emplean
como plantas medicinales y como alimentos (tubérculos de Cynorchis y Eulophia)
por muchas culturas y tribus diferentes [13]. Varias especies pertenecientes a los
géneros Anoectochilus, Goodyera, Ludisia, Macodesy Cattleya, se denominan

orquideas “joya” y se cultivan por su hermoso follaje.

Estas plantas emiten compuestos volatiles, entre ellos, terpenoides, benzenoides,
derivados de &cidos grasos, entre otros, y lo hacen para atraer a sus
polinizadores, de modo tal que las orquideas que engafian morfolégicamente a los
polinizadores cambian con facilidad los volatiles florales que producen. Sin
embargo, aquellas orquideas, que ofrecen alguna recompensa al polinizador, si

muestran baja variabilidad en el tipo de metabolitos volatiles emitidos [14].
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Esta familia de plantas cuenta con alrededor de 35000 especies, divididas en
aproximadamente 800 géneros distribuidos por todo el mundo. Colombia cuenta
con 3500 especies aproximadamente, ocupando el tercer lugar a nivel mundial; las
orquideas se concentran, principalmente, en la region Andina (87.2%), donde la
region paramuna posee el 15% de las especies; le siguen las regiones Pacifica y
Amazobnica, con un 10.6% cada una. Las regiones mas pobres en especies son la
region Caribe y la Orinoquia con un cinco y cuatro por cientos, respectivamente
[15].

1.1.1 Morfologia floral
Los siguientes son los caracteres distintivos de las flores de las orquideas:

inflorescencia en forma de racimo, espiga, y varias flores (Figuras 1-3).

Figura 1. Inflorescencia en forma de racimo de la orquidea Phalaenopsis. Fuente:
Lecoufle, Marcel. Atlas ilustrado de las orquideas. Susaeta Ediciones, S.A.
Espafia. 2008.
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Figura 2. Inflorescencia en forma de espiga de la orquidea Orchis simia. Fuente:
Flora de Navarra y Aragon. [Online]. Disponible en:
http://floranavarra.blogspot.com/2012/06/oroz-betelu-azparren-13-05-12.html
Visitado: 12 de octubre de 2014.

Figura 3. Inflorescencia con muchas flores de la orquidea Angraecum calceolus.
Fuente: Lecoufle, Marcel. Atlas ilustrado de las orquideas. Susaeta Ediciones, S.A.

Espafia. 2008
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En general, todas las flores se componen de diferentes partes dispuestas en
verticilo, que se describen como érganos dispuestos en forma de circulo, sobre un
mismo plano, alrededor de un eje comun. Los sépalos son partes exteriores de la
flor (dos laterales y uno dorsal) y protegen los 6rganos internos. Los pétalos son
las partes internas de la flor més coloreadas vy vistosas. Uno de los pétalos que
esta altamente modificado, se denomina, labelo; este puede ser mas grande o
pequefio que los demas pétalos, tener forma lobulada, fimbriada, en tubo o
cornete y puede estar provisto de un saco o espolon en la parte trasera. El color
del labelo es distinto al de los otros pétalos, puede presentar combinacion de
tonalidades, manchas, puntos o lineas [2].

Los estambres, partes masculinas de la flor, y el pistilo, parte femenina, estan total
0 parcialmente unidos formando una columna o ginostemo. Estas partes, puede o
no, estar fijadas al labelo. Debido a la cantidad de Ovulos que pueden ser
fecundados, el polen que estd en la antera no se presenta en forma de polvo,
como en otras plantas, sino en masas esféricas u ovoides llamadas polinios, que
estan dispuestas en dos, cuatro, seis u ocho pares, dependiendo de la planta.
Pueden tener consistencia dura, cerosa, gelatinosa o pegajosa [2].

La flor de las orquideas no estd concebida para ser autofecundada. Por tanto,
presenta un rostelo, situado en la columna, que permite al insecto penetrar hasta
el centro de la flor, protegiendo el polen. Cuando el insecto se retira, el polen
queda adherido a su cuerpo y sirve para fecundar otra flor. Tipicamente, las flores
son hermafroditas; solo hay tres géneros que tienen flores femeninas y masculinas

en una misma vara floral: Catasetum, Cycnoches y Mormodes [2].

1.1.2 Género Cattleya
Este género lleva su nombre en honor a William Cattley, orquidedlogo inglés y
cultivador de plantas exoéticas [16]. Estas plantas fueron apreciadas por la

magnificencia de sus grandes flores, generalmente perfumadas. Son originarias de
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América Central y América del Sur, la mayoria de especies viven en areas

montafiosas, con una altitud entre 600 y 1800 m [2].

Las Cattleyas se pueden clasificar como unifoliadas y bifoliadas. Las unifoliadas
tienen flores grandes, de pétalos anchos y de una sola hoja grande que sale del
apice del pseudobulbo. Producen dos o tres flores, dos veces al afio
aproximadamente, que duran de una a cuatro semanas. Las Cattleyas bifoliadas
tienen flores pequefias (en racimos de 20 o mas flores) de color mas intenso y
variado que las unifoliadas y, también, su textura es diferente. Tienen de dos a
tres hojas y florecen con mas frecuencia que las unifoliadas [1].

En Colombia existen 11 especies del género Cattleya, todas apetecidas por su
belleza y valor comercial. Sin embargo, la mayor parte de las poblaciones de
orquideas silvestres se encuentran amenazadas por la tala indiscriminada de
arboles que les sirven de soporte, sumado a la colecta desmedida de orquideas

con fines econdmicos, que pone en peligro su existencia en el medio [17].

1.1.3 Cattleya trianae

La flor de mayo o Cattleya trianae (Figura 4), considerada simbolo colombiano, lleva este
nombre en honor al naturalista colombiano José Jerénimo Triana. Es una planta epifita,
de hojas carnosas, oriunda de Colombia. Por la vistosidad y el notable tamafio de sus
flores, se incluyé en los simbolos nacionales a partir de noviembre de 1936, para
acompanfar al himno, la bandera, el escudo, la palma de cera y la esmeralda, a solicitud
de la Academia de Historia de Colombia [18]. En la Tabla 1, se encuentra la identificacion

taxondmica de la C.trianae.
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Figura 4. Flor de la orquidea Cattleya trianae. Fuente: Fotografia tomada por
Helmar Caceres Céardenas. Lugar: Centro de Investigacion CENIVAM, UIS-

Bucaramanga, el 29 de agosto de 2014

Tabla 1. Identificacion taxondmica de la Cattleya trianae.

REINO PLANTAE
Phylum Euphyta

Clase Monocotiledénea
Orden Gynandreae
Familia Orchidaceae
Subfamilia Epidendroideae
Género Cattleya

Especie trianae

Es una orquidea de habito epifito, es decir, crece sobre los arboles, que son su
soporte pero, sin alimentarse de éstos. Nativa de los departamentos de Tolima,
Huila y Cundinamarca, es la orquidea que mas se cultiva y la mas caracteristica

de Colombia.

La flor estd compuesta por tres sépalos: dos pétalos superiores, generalmente, del

mismo color, mas anchos y con margenes rizados; y un labelo o labio central, con
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el borde también rizado y con manchas de colores diferentes al resto de la flor
(Figura 5). En cuanto al color de la flor, se encuentran en variedades desde

blanco hasta el rojo, en diversas gamas [19].

Figura 5. Morfologia del pétalo modificado, denominado labelo, de la orquidea
Cattleya trianae. Fuente: Fotografia tomada por Helmar Caceres Cardenas. Lugar:

Centro de Investigacion CENIVAM, UIS-Bucaramanga, el 29 de agosto de 2014.

1.1.4 Cattleya mendelii

En Norte de Santander se han descrito 37 géneros y 105 especies de la familia de
las Orchidaceae, dentro de las cuales se destaca la Cattleya mendelii [20] (Figura
6), que es una flor nativa de Colombia que crece en ambientes rocosos y en las
copas de arboles frondosos en la Cordillera de los Andes; en Colombia, se
encuentra principalmente en los departamentos de Norte de Santander y

Santander.
Las plantas poseen flores vistosas y grandes, lo que les da un alto valor

econdémico y ornamental. Generalmente, florece una vez al afio, entre abril y mayo
[21].
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Figura 6. Flor de la orquidea Cattleya mendelii. Fuente: Fotografia tomada por
Helmar Caceres Céardenas. Lugar: Centro de Investigacion CENIVAM, UIS-

Bucaramanga, el 29 de agosto de 2014.

Tabla 2. Identificacién taxonémica de la Cattleya mendelii.

REINO PLANTAE
Phylum Euphyta

Clase Monocotiledénea
Orden Gynandreae
Familia Orchidaceae
Subfamilia Epidendroideae
Género Cattleya

Especie mendelii

La C.mendelii, se encuentra en peligro de extincion [3] debido a la tala de arboles,
a la destruccion de su habitat natural, al deterioro de la poblacion en estado

silvestre y a la recoleccion excesiva e ilegal con fines comerciales. Ademas, la
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germinacion de estas plantas en estado silvestre presenta limitaciones, como la
poca reserva de nutrientes en las semillas, que es un factor limitante para la

germinacion y supervivencia en el habitat natural [22].
1.1.5 Formacion y funcion de los compuestos volétiles en las plantas

Las plantas sintetizan y emiten una gran variedad de compuestos organicos
volatiles, siendo los dominantes los terpenos y los derivados de &cidos grasos.
Mientras que algunos compuestos volatiles son, probablemente, comunes a casi
todas las plantas, otros, son especificos de uno o varios géneros. Estos
compuestos florales sirven como atrayentes para los polinizadores, mientras que
los compuestos voléatiles emitidos por las otras partes de la planta, parece que
protegen a las plantas, al disuadir a los herbivoros y atraer a los enemigos de los

herbivoros, en algunos casos [23].

En los ultimos afios, se ha avanzado enormemente en la comprension de las rutas
biosintéticas para la produccibn de compuestos volatiles y los mecanismos
moleculares que regulan su formacion. Ademas, muchos de estos compuestos
estan asociados con funciones defensivas y atractivas. Este progreso se debe,
tanto a los avances generales en las técnicas bioquimicas y moleculares, como al
desarrollo de nueva instrumentacion para la recopilacion y analisis de sustancias

volétiles [24].

Algunas plantas emiten volatiles para atraer a sus polinizadores; esto se podria
probar por manipulacién genética de la emision floral, usando mutantes y
transformadores apropiados [25]. Para realizar estos procedimientos, es necesario
conocer la biosintesis de los compuestos volatiles florales, un campo en el que se
ha progresado rapido en los ultimos afos [26]. Los primeros avances se
produjeron, cuando la (S)-linalool sintasa se aislé de flores de Clarkia breweri y se
purifico. Esta fue la primera enzima, que se extrajo durante el proceso de la
formacion de volatiles en flores, y proporcioné informacion sobre la secuencia de

aminoacidos, lo que facilita el aislamiento del gen correspondiente, que se expresa
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Unicamente en las flores [26]. Estas investigaciones revelaron, que la formacion de
la fragancia, se regula principalmente mediante el control transcripcional de la
expresion génica biosintética en las células epidérmicas de diversas partes

florales, especialmente, en los pétalos.

La generacion de compuestos volatiles no solo se presenta en las flores, sino
también en otras partes de la planta [27]. Entre los mas conocidos compuestos
volatiles no florales, figura el isopreno, un terpeno que se libera del follaje de
muchas especies, especialmente, en los arboles. Algunos estudios sugieren que el
isopreno ayuda a que el aparato fotosintético de las plantas, se recupere de
episodios breves de exposicidn a temperaturas superiores a 40°C, que a menudo
ocurren, incluso en ambientes templados, por las hojas iluminadas por el sol en las
copas de los arboles [28]. También, la produccion de compuestos volétiles en el
follaje de la planta sirve como repelente de ciertos herbivoros que se alimentan de

ella.
1.1.6 Fragancia en las orquideas

No todas las orquideas emiten fragancia, pero algunas especies son tan
aromaticas, que es posible conocer su identidad con solo olerlas, como es el caso

de las flores de Gymnadenia odoratissima [2].

Los olores emitidos por las orquideas no son producidos constantemente. Antes
de hacerlo, las flores deben desplegarse completamente y coincidir con las horas
en las que los insectos llegan a extraer el néctar o en busca de la hembra para la

copulacion.

Existen especies de orquideas que emiten fragancias variables, es decir,

diferentes con el pasar del dia [2].

El labelo es el 6rgano que contiene, total o parcialmente, el perfume. Los labelos
con espolon grande contienen el néctar en el fondo de este, como sucede en el

caso de Angraecum sesquipedale [2]. Algunas orquideas tienen las hojas
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olorosas. Al secar, las hojas de Dendrobium salaccense desprenden un olor
fuerte, penetrante. Basta con frotar las hojas de Jumellea fragans, para que los
dedos queden perfumados. Las descripciones botanicas no incluyen las fragancias
de las flores. Sin embargo algunas especies deben el nombre a su olor, e.g.,
Vanilla fragans, Brassavola fragans, Epidendrum fragans, Sobralia fragans,
Aspasia odorata, Epidendrum odoratissimum, Oncidium odoratissimum,

Cymbidium suavissimum, Dendrobium suavissimum, entre otras [2].
1.2 TECNICA EXTRACTIVA
1.2.1 Micro-extraccion en fase solida

Una de las tendencias en el desarrollo de las técnicas analiticas modernas, es
evitar el uso de solventes. Se monitorean los metabolitos secundarios en fase
vapor, por medio de crio-atrapamiento, con sorbentes sélidos (ad(b)sorbentes),
entre otros, buscando optimizar los métodos rapidos, efectivos, robustos y seguros
[29] (Figura 7).

Figura 7. Procedimiento en micro-extraccion en fase sdlida. A. Extraccion de los
analitos de la muestra. 1. Perforacién del septum del vial. 2. Exposicion de la fibra.
3. Retraccion de la fibra dentro del vial. B. Desorcion de la fibra en el puerto de
inyeccién del cromatografo de gases. 1. Perforacion del septum del puerto de
inyeccion. 2. Desorcion de la fibra. 3. Retraccion de la fibra del puerto de inyeccion
[29].
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Una de las técnicas analiticas mas promisorias para el monitoreo de metabolitos
volatiles de plantas es la micro-extraccion en fase sélida (SPME). Fue desarrollada
hace 25 afios por Pawliszyn y Arthur en 1990 [30], para evaluar contaminantes
tipo BTEX en agua; se us6 en modo de inmersion directa y se plante6 como
alternativa la extraccion liquido-liquido. Esta técnica permite la extraccion y
concentracion simultanea de metabolitos volétiles y semivolatiles en alimentos,
cosmeéticos, farmacos, plantas y polimeros volatiles, en el medio ambiente, entre
otros [31-34]. Hay varios parametros que se pueden modificar para mejorar la
eficiencia de extraccion de los metabolitos volatiles, a saber: la agitacion de la
muestra, el pH, la temperatura, adicion de sal, el tiempo de equilibrio y el tiempo
de exposicién de la fibra de SPME [35].

Las fibras de SPME estdn hechas de silice fundida, que se recubre con un
material polimérico (adsorbente o absorbente). El polimero, que recubre la fibra,
opera como fase estacionaria, que extrae y concentra los compuestos en un solo
paso; los analitos luego se desorben o eluyen en el puerto de inyeccion del
cromatdgrafo de gases o liquido, respectivamente [36].

El dispositivo usado en SPME, se conoce como holder y esta disefiado como una
camara que guarda la fibra polimérica de SPME y cumple la funcién de jeringa,

retrayendo y contrayendo la fibra en un tubo cilindrico.

El modo de seleccionar el recubrimiento de la fibra polimérica, depende de la tarea
analitica, e.g., caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos, afinidad del
analito por la fibra, punto de ebullicién, presion de vapor, polaridad, concentracion
a la que se encuentra, entre otros [34]. Sin embargo, también, se deben
considerar las caracteristicas de la fibra, como su espesor, la polaridad, la

estabilidad del polimero a altas temperaturas o el uso de solventes.
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1.2.2 Modos de extraccion

Existen tres modos de extraccion, que pueden ser considerados: extraccion
directa, extraccion en espacio de cabeza y extraccion con proteccion de
membrana [35]. En la extraccion directa, la fibra es directamente inmersa en la
muestra y los metabolitos se transportan de la matriz de la muestra al
recubrimiento de la fibra. En el modo espacio de cabeza o headspace, los analitos
son transportados a la fibra a través del espacio de cabeza. En este caso, la fibra
polimérica queda protegida de los compuestos de alto peso molecular que estén
dentro de la matriz y de las interferencias presentes. En el modo con proteccion de
membrana, se usa la membrana para proteger la fibra de los posibles dafios y
contaminacion severa, permitiendo el paso de analitos de bajo peso molecular, sin

dejar pasar interferencias a la fibra [33].
1.2.2.1 Muestreo in vivo en SPME

La investigacion in vivo tiene la ventaja de que el sistema experimental es un
sistema biol6gico mas complejo, y da una mayor aproximacion a lo que sucede en
el mundo real. Las muestras in vitro, normalmente, pueden no corresponder
exactamente a la combinacion de compuestos quimicos producidos por un
organismo o sistema no perturbado. La técnica de muestreo in vivo debe ser
portatil, libore de solventes y permitir la integracion de la etapa de muestreo,

preparacion y analisis de la muestra [37].

Una de las técnicas mas prometedoras para la preparacion rapida de muestras y
su posterior analisis, es la micro-extraccién en fase sdlida. Este procedimiento de
muestreo provoca alteraciones minimas al sistema investigado. El analisis in vivo
es un area de aplicacion especial donde SPME esta ganando terreno debido a sus
caracteristicas Unicas: toma de muestras en el lugar, de facil extraccion y el
analisis de toda la cantidad de analitos extraida. Las investigaciones in vivo estan
centradas en fragancias emitidas por insectos, hongos y bacterias. Estas

investigaciones se han extendido a compuestos organicos volatiles biogénicos
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emitidos por animales y plantas [38], se us6 para el analisis in vivo de drogas por
via intravenosa en animales vivos [37]. Para la mayoria de aplicaciones in vivo de
SPME, su sensibilidad y precision fueron comparables o mejores que las de las

técnicas tradicionalmente empleadas para las mismas muestras [39].
1.3 ANALISIS DE LAS MUESTRAS
1.3.1 Cromatografia de gases

A principios del siglo XIX, Mikhail Tswett, botanico ruso, trabajo en la Universidad
de Varsovia, separ6 pigmentos naturales, pasando extractos vegetales a través de
columnas adsorbentes empacadas; se design6 como “cromatografia” al efecto
observado en los experimentos [40]. Este término se emplea para referirse a todos
los procesos que conlleven la distribucién de analitos en dos fases, una movil y
una estacionaria. La cromatografia de gases es un método de separacion, en el
que los componentes de una muestra se distribuyen entre dos fases, una, la
estacionaria, con un &rea superficial relativamente grande, y otra, la fase movil,

gue es un gas que se percola en la fase estacionaria [41].

La cromatografia de gases tiene su mas grande fortaleza en la determinacion de
cuantos componentes se encuentran en una mezcla y en qué proporcién [42]. Sin
embargo, la capacidad de establecer la naturaleza y la estructura quimica de estos
compuestos separados y cuantificados, es ambigua y reducida y requiere de
detectores espectroscépicos. EI mas usado es el detector espectrométrico de
masas, que permite obtener el espectro de masas de la molécula, que proporciona
la informacién sobre la masa molecular, composicién elemental (si se usan
espectrometros de masas de alta resolucion), grupos funcionales presentes y, en

algunos casos, la geometria e isomeria espacial de la molécula.
1.3.2 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica altamente desarrollada,

acompafnada del desarrollo tecnolégico de los sistemas de datos en donde se
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almacenan los espectros de masas. Es una técnica de separacion y deteccion de
iones-fragmento, cuyo andlisis permite conocer la estructura molecular de la

sustancia ionizada [43].

La identificacion confirmatoria de un compuesto en una mezcla compleja, requiere
necesariamente la obtencion de la “huella digital”, i.e., espectral, del compuesto.
La informacibn complementaria a la de los tiempos o indices de retencion,
obtenidos por GC, es el espectro de masas, que presenta una combinacién Unica
de fragmentos cargados (iones) generados durante la disociacion o fragmentacion
de la molécula. La complementariedad del andlisis cromatogréafico (screening) con
datos espectrales confirmatorios, se logra usando la combinacion de GC-MSD
[44].

MS es una técnica analitica, tanto cualitativa como cuantitativa. Se usa para
elucidar la estructura de compuestos desconocidos, en éareas de aplicacion como
productos naturales, compuestos sintéticos, farmacéutica, metabolitos de drogas,

entre otras [45].
1.3.3 Identificacion

Los compuestos volatiles se identifican utilizando criterios cromatogréaficos
(tiempos e indices de retencion) y espectrométricos (espectros de masas,

patrones de fragmentacion y composicion elemental).

Pardmetros cromatograficos: indices de retencion lineal IRL, se calculan de
acuerdo con la Ecuaciéon 1, obtenidos por la comparacion de los tiempos de
retencién tg de una serie homéloga de hidrocarburos lineales, por GC bajo las

mismas condiciones operacionales que la muestra.

IRL = 100 X n + 100[-Rx=En] Ecuacion 1

tRN—tRn
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donde;

n: Numero de atomos de carbono del hidrocarburo que eluye antes del compuesto
de interés.

trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés.
trn: Tiempo de retencion del hidrocarburo que eluye antes del analito de interés.

trn: Tiempo de retencién del hidrocarburo que eluye después del analito de

interés.

Parametros espectrométricos: los espectros de masas se obtienen para cada uno
de los compuestos presentes en las muestras; se comparan luego con los de las
bases de datos (Adams, Willey y NIST) para realizar la identificacién presuntiva, o
con los espectros de masas de sustancias-patron, para la identificacion

confirmatoria.
1.4 MARCO DE ANTECEDENTES

La cienciometria como herramienta para buscar, organizar, analizar y comparar
informacion de la produccién cientifica en funcién del tiempo, permite situar a las
personas, disciplinas cientificas, instituciones o paises dentro de la productividad
cientifica [46].

Para analizar el nUmero de investigaciones recientes, que se han desarrollado
sobre la C.trianae, se efectud un estudio cienciométrico de la produccion cientifica

existente empleando la base de datos Scopus (Elsevier) (Veanse Figuras 8y 9).

Figura 8. Relacidon de publicaciones cientificas por afio. Fuente: Scopus (Elsevier).
Periodo de observacion: 1990-2014. Fecha de busqueda: 10 de octubre de 2014.
Ecuacion de buasqueda: (TITLE-ABS-KEY (“orchids”) AND TITLE-ABS-KEY
(“cattleya”)).
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En la Figura 8, se muestra la relacibn de publicaciones cientificas por afio,
durante los ultimos veinticuatro afios. Utilizando como palabras-clave de busqueda
TITLE-ABS-KEY (“orchids”) AND TITLE-ABS-KEY (“cattleya”), se realizé la
consulta en octubre de 2014, con un total de 149 articulos cientificos publicados.
Se puede observar que, con el avance de los afios, no hay un aumento en el
namero de publicaciones; por el contrario, se evidencia que afio tras afio, cambia
la relacion de articulos publicados. Durante los ultimos siete afios, se ve el
crecimiento de la produccion cientifica, siendo el afio 2013, es el afio con mayor
namero de publicaciones anuales (14).

La mayoria de investigaciones abarcan el estudio de teméticas que van, desde la
evolucion de las inflorescencias de las orquideas [47], estudio de antocianinas en
flores [48], propagaciones in vitro de diferentes especies de orquideas [49],
micropropagacion, descontaminacion, crecimiento hidroponico de orquideas del
género Cattleya [50], el rol del etileno en el crecimiento del 6vulo de las orquideas

[51], hasta el estudio de orquideas transgénicas [52].
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Figura 9. Relacion de publicaciones por areas de conocimiento. Fuente: Scopus
(Elsevier). Periodo de observacion: 1990-2014. Fecha de busqueda: 10 de octubre
de 2014. Ecuaciéon de busqueda: (TITLE-ABS-KEY (“orchids”) AND TITLE-ABS-
KEY (“cattleya”)).
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En la Figura 9, se observa que las areas, que suscitan mayor interés por el
estudio de las orquideas del género Cattleya son las ciencias bioldgicas y la
agricultura, representadas por 82 publicaciones cientificas. En el area de Quimica,
se cuenta con menos de diez articulos cientificos, lo que evidencia los pocos

estudios quimicos sobre este género de orquideas.

Entre los estudios mas importantes desarrollados sobre este género de orquideas,

se encuentran los siguientes:

Adelberg J. y col. [53] estudiaron la micropropagacion, descontaminacion y
crecimiento de la Cattleya en vasijas con membranas semipermeables; las
plantulas se cultivaron in vitro, y se encontrd6 que los procesos de
descontaminacion no afectaron significativamente la biomasa, el grosor de la raiz

y las concentraciones de almidon en la planta. Respecto a la micropropagacion, se
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observo que las plantulas sembradas en el invernadero crecieron el doble que las
que se cultivaron por medio hidroponico.

Minoru I. y col. [54] se encargaron de encontrar y aislar compuestos fendlicos de la
orquidea C.trianae para evaluar su actividad bioldgica; la extraccion se hizo de
flores con butanol y se encontré que los compuestos derivados de la estructura
quimica del &cido eucdémico, fueron los responsables de inhibir la elongacion de
las raices y del tallo de la planta e impedir su crecimiento.

Kikuchi O. [55] evalu6 la tolerancia de las flores de orquideas a la radiacion gama,
como alternativa al uso de fumigantes, como el bromuro de metilo, al tratar las
flores para exportacidon. Se encontrd, que las flores de las orquideas eran
relativamente sensibles a la radiacion, empero las flores del género Cattleya

mostraron tolerancia a dosis altas de radiacién gama en las plantas jévenes.

Chugh S. y col. [56] estudiaron el potencial de las distintas especies de orquideas
para micropropagarse. Hallaron que el uso generalizado de micropropagacion
modificaba la produccion de metabolitos como los compuestos fendlicos. También
encontraron que el cultivo de tejidos vegetales como el de células, embriones
somaticos, microtubérculos o brotes en suspension liquida en biorreactores,
ayudaba en la produccién a gran escala y permiti6 disminuir el costo de
produccién de las nuevas plantas.

Franco, M. y col. [57] evaluaron diez tipos de sustratos en los cuales puede crecer
la C.trianae. Se observaron en la planta los porcentajes de supervivencia, la
longitud de la hoja mas larga, biomasa y el nUmero de raices y hojas al principio y
al final del experimento. La fibra de coco, sola 0 mezclada en partes iguales con la
corteza de pino, fue el sustrato mas eficiente: mostré caracteristicas cualitativas
como la dureza y textura cerosa, verdor intenso en las hojas y la formacion de

velamen.
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Wei-Ling, S y col. [58] usaron cromatografia liquida y espectrometria de masas
como herramientas para una deteccion rapida de dos virus presentes en las
orquideas, el método permitié medir la masa molecular en muestras biolégicas con
alta velocidad, precision y sensibilidad alta. Se estudiaron dos virus comunes en
las orquideas, el potexvirus Cymbidium mosaico (CymMV), y tobamovirus, la
mancha anular Odontoglossum (ORSV), por medio de una proteina cubierta de
CymMV y ORSV, utilizando un extracto de 1 g de flor de la orquidea del género
Oncidium infectado por virus. Este, fue el primer informe sobre la aplicacion de
LC/MS y/o MALDI para la deteccion simultanea de dos virus de plantas a partir de
un extracto de la planta infectada.

Con respecto a la C.mendelii, los estudios son muy escasos. El estudio mas
relevante fue realizado por Salazar Seir Antonio [59] en el aflo 2012; el autor
estudié la germinacion asimbi6tica y el cultivo in vitro de plantulas de C.mendelli,
como alternativa de conservacién y comercializacion de esta planta endémica del
departamento de Santander y Norte de Santander. Se estudiaron los porcentajes
de germinacion de las plantulas en diferentes medios de cultivo. Se encontrd, que
el uso de agua de coco y jugo de pifia, como suplementos en el medio de cultivo,
permitia que la germinacion asimbidtica de especie se diera de forma mas

eficiente.
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2. METODOLOGIA

2.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS AUXILIARES

Los materiales, reactivos, equipos analiticos y menores utilizados en este trabajo
de investigacion, se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Materiales, reactivos, equipos analiticos y menores.

MATERIAL

ESPECIFICACIONES

Reactivos

n-Tetradecano

Pureza: 99%; Sigma Aldrich, Milwaukee,
Wisconsin, EE.UU.

Diclorometano

Grado analitico, Emscience, Merck KgaA,
Darmstadt, Alemania.

Material de laboratorio

Balones aforados

1 mL; Pyrex®, México.

Jeringa de vidrio

1-10 pL, Agilent Technologies, G10-
C7947, Australia.

Micropipetas

2-20, 25-250 pL, Brand, Wertheim,
Alemania.

Microviales 150 pL, Microviales inserto de vidrio;
Referencia 5183-2088; Lote: 14891,
Agilent Technologies, California, EE.UU.

Viales 20 mL, Viales &mbar estandar para
SPME; Supelco; Catalogo N° 27006.

Septa Septa de silicona blanca recubiertas con

teflébn blanco para viales de 15 x 45 mm;
Supelco; Catalogo N° 27369-U.

Pipetas Pasteur

230 mm, Brand GMBH Co. Wertheim,
Alemania.

Vasos de precipitado

50 mL; Scott, Texas, EE.UU.

Frasco de vidrio transparente

Frasco de vidrio comercial de 14 x 6 cm,
con tapa plastica de 6 cm de diametro.

Equipos de laboratorio

Balanza analitica

Mettler Toledo AL204, Suiza.

Plancha de calentamiento

Rango: 0-500 °C; Modelo 505-03-1; Serie
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Tabla 3. Continuacién.

81250694; Heidolp MR-Hei Standard,
Nuremberg, Alemania.

Equipos menores utilizados

Muestreador de flores in vivo

Caja en acrilico 100% cristal, calibre
4 mm, dimensiones 15 x 14 cm, con tapa
removible.

Fibras de SPME

Poli(dimetilsiloxano) (PDMS)

100 um, cbdigo de color: rojo; Supelco;
Catélogo N° 57324-U. St. Louis, MO,
EE.UU.

Poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno
(PDMS/DVB)

65 um, cadigo de color: azul; Supelco;
Catalogo N° 57320-U. St. Louis, MO,
EE.UU.

Carboxen/poli(dimetilbenceno)
(CAR/PDMS)

85 um, codigo de color: celeste; Supelco;
Catélogo N° 57334-U. St. Louis, MO,
EE.UU.

2.2 MATERIAL VEGETAL

C.mendelii

La especie C.mendelii se cultivé en el Complejo Agroindustrial Piloto del Centro
Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacién de Especies Vegetales
Arométicas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), en el campus principal de la

Universidad Industrial de Santander (UIS), Bucaramanga, Colombia.

La C.trianae se cultivd y se colecté en el patio de la zona residencial, La Salle
Plaza, ubicada en la Cra 28 N° 75-11.

2.3 MUESTREO POR SPME DE LA FRACCION VOLATIL DE LAS FLORES

2.3.1 Muestreo por HS-SPME de la fraccion volatil in vitro de la C.trianae y la

Las fracciones volatiles de las flores, C.trianae y C.mendelii, se obtuvieron por

headspace-micro-extraccion en fase sélida (HS-SPME), bajo mejores condiciones,
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que se obtuvieron en ensayos preliminares. Los ensayos preliminares no se
llevaron a cabo con las orquideas del género Cattleya, debido a su escasa
floracién (una vez al afo, a veces, dos), y a la poca cantidad de flores que se dan
en la inflorescencia (dos o tres flores), para el nUmero alto de experimentos a
realizar. Los ensayos preliminares para establecer las mejores condiciones de
extraccion, se realizaron con flores de Plumeria rubra, de la familia Apocynaceae,

que aparecen en la Figura 10.

Figura 10. Planta Plumeria rubra (Familia: Apocynaceae). A. Ramillete de flores.

B. Flor de P.rubra. Fuente: Fotografia tomada por la autora. Lugar: Centro de

La preparacion de la muestra se realizo de la siguiente forma: en un vial ambar de
20 mL, se depositaron flores (1,252 g), junto con un microvial de vidrio que
contenia 20 pL de soluciéon stock de patron n-tetradecano, que se prepard
adicionando n-tetradecano (1 mg) a un bal6n aforado de 1 mL. Se afor6 con
diclorometano y de ahi se tomaron 20 uL de solucion, que se depositaron en un
microvial. Esta cantidad se evapord con una corriente de nitrdgeno, hasta
sequedad. Finalmente, se situd el microvial dentro del vial &mbar que contenia la
flor. Se tap6 y se acondicioné durante 10 min en una placa de calentamiento
(40°C).

Para el desarrollo de los demas experimentos, se usé la misma cantidad de
material vegetal y se trabajé bajo las mismas condiciones operacionales

establecidas en experimentos previos.
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Seleccion de variables y parametros experimentales

Seleccién del recubrimiento de la fibra, que sea capaz de ab(d)sorber la mayor
cantidad de metabolitos volétiles presentes en la muestra.

La fraccion volatil de las flores de P.rubra se extrajo usando tres fibras de
recubrimiento polimérico diferente (Tabla 4). Para la evaluacién de cada fibra, se
realizaron los experimentos por triplicado. Para estudiar otros parametros
operacionales, se escogio el recubrimiento de la fibra que permitié extraer la
cantidad mas alta de volatiles, expresada en la mayor area cromatografica total.
Los blancos de las fibras y demas instrumentos utilizados para el desarrollo de la

metodologia se encuentran en el Anexo A..

Tabla 4. Descripcion de los recubrimientos poliméricos de las fibras de SPME

usados en los ensayos preliminares.

Fibra Cdédigo Cdédigo Espesor, Referencia*
de color pum
Poli(dimetilsiloxano) PDMS Roja 100 57324-U
Poli(dimetilsiloxano)/divinilbenceno = PDMS/DVB  Azul 65 57320-U
Carboxen/poli(dimetilsiloxano) CAR/PDMS  Celeste 85 57334-U
*Supelco S.A.

Las condiciones de extraccion para escoger el mejor recubrimiento de la fibra, en
los experimentos, se realizaron bajo las mismas condiciones operacionales, a
saber: tiempo de equilibrio térmico, 10 min; temperatura, 40°C; tiempo de
exposicion de la fibra, 30 min (Figura 11); tiempo de desorcion de la fibra en el
puerto de inyeccion del cromatografo de gases, 15 min.
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Figura 11. Exposicion de la fibora de SPME al espacio de cabeza del vial ambar
que contiene la muestra (flores). Fuente: Fotografia tomada por la autora. Lugar:
Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas CROM-MASS,
CENIVAM, UIS-Bucaramanga, el 12 de junio de 2014.

Estudio de la temperatura y el tiempo de exposicion de la fibra (Tabla 4),

realizados con la flor de P.rubra.

Tabla 5. Condiciones experimentales para la exposicion de la fibra a los volatiles

de las flores de P.rubra.

Variables Niveles
Temperatura, °C 40 60 70 80
Tiempo de exposicion de la fibra, min 20 30 50 70

La preparacion de la muestra se realizé de la misma forma que se usé para
seleccionar el mejor recubrimiento de la fibra. Con la flor y el microvial con la
solucion stock de n-tetradecano dentro del vial ambar para SPME: para cada
temperatura se vario el tiempo de exposicion de la fibra, segun los niveles de la
Tabla 5. Las mejores condiciones encontradas para SPME, en los ensayos

preliminares, se aplicaron a las flores de las Cattleyas.
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Monitoreo de la fraccion volatil de las flores de C.trianae y C.mendelii.

La muestra se prepard segun la misma metodologia, descrita para las flores de
P.rubra. Los experimentos se realizaron durante el dia, desde las 7 a.m. hasta las

7 p.m., cada cuatro horas (Figura 12).

Figura 12. Monitoreo de la fraccidn volatil de las flores de Cattleya. Exposicion de
la fibra de SPME en el frasco de vidrio, durante 30 min. Fuente: Fotografia tomada
por la autora. Lugar: Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria de Masas
CROM-MASS, CENIVAM, UIS-Bucaramanga, el 9 de septiembre de 2014.

2.3.2 Muestreo por HS-SPME de la fraccion volatil in vivo de C.trianae y
C.mendelii

Para la evaluacion de las fracciones volétiles in vivo de las C.trianae y C.mendelii,
se utiliz6 un dispositivo de muestreo, que fue modificado por la autora e
integrantes del Centro de Investigacion de Excelencia CENIVAM; este dispositivo
fue fabricado en acrilico (Véase Figura 13).
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Figura 13. Muestreador de flores fabricado en acrilico 100%. Fuente: Fotografia
tomada por la autora. Lugar: Centro de Investigacion CENIVAM, UIS-

Bucaramanga, el 21 de mayo de 2014.

El desarrollo de los experimentos se dio en dos pasos. Primero, consistia en
evaluar el tiempo de exposicién de la fibra (20, 30, 50 y 70 min). En el segundo
paso, el monitoreo de la fraccion volatil de las flores de C.trianae y C.mendelii se
realizd cada 4 h durante el dia (Figura 14),alas 7y l1llam.yalas3y 7 p.m.; se
escogié el tiempo de exposicion de la fibra, con el cual se obtuvo la mayor
cantidad de metabolitos secundarios extraidos, segun su area cromatografica total

obtenida.

Las flores, vivas, se introdujeron en el muestreador de acrilico y se instalo el
holder de SPME, que previamente fue expuesto, durante 5 seg al n-tetradecano

(1 mg) contenido en un microvial, dentro de un vial &mbar a 60°C.
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Figura 14. Monitoreo de la fraccion volatil de la C.trianae. A. Flor de C.trianae
introducida en el muestreador de flores. B. Exposicion de la fibora de SPME dentro
del muestreador de flores. Fuente: Fotografia tomada por la autora. Lugar: Centro

de Investigacion CENIVAM, UIS-Bucaramanga, el 4 de septiembre de 2014.

2.4 IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

La separacion, deteccion, cuantificacion e identificacion de los compuestos
volétiles florales, se llevd a cabo en un cromatégrafo de gases Agilent
Technologies 6890N Network Series GC (Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado
a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973 (Figura 15),
equipado con inyector automatico Agilent Technologies 7683B, con una columna

de 60 m con fase estacionaria polar, DB-WAX.
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Figura 15. Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890N Network Series
GC, acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973.
Fuente: Fotografia tomada por la autora. Lugar: Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria de Masas CROM-MASS, CENIVAM, UlS-Bucaramanga, el 3 de
septiembre de 2014.

Los espectros de masas y corrientes ionicas totales (TIC, por sus siglas en inglés),
se obtuvieron mediante impacto de electrones (El), de una energia de 70 eV. Las
corrientes idnicas se obtuvieron de un analizador cuadrupolar, por medio de un
barrido automatico de frecuencia (full scan) 3,58 scan s™, en el rango de masas
m/z 40-350. Los datos cromatograficos y espectrométricos se procesaron usando
el sistema de datos Chemstation (Agilent Technologies G1701DA). Se compararon
los indices de retencion lineales y los espectros de masas obtenidos
experimentalmente con los reportados en las bases de datos Adams [60], NIST
[61] y Wiley.

La separacion cromatogréafica se realizdo en una columna polar de silice fundida,
DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU), de dimensiones 60 m, L x 0,25
mm, d.i. x 0,25 um, ds, cubierta con poli(etilenglicol), usando como gas de arrastre,
helio (99.995%, Linde, Bucaramanga, Colombia), con una presion de entrada en la
cabeza de la columna de 16,47 psi, y una velocidad volumétrica de flujo de

ImL/min. La temperatura del puerto de inyeccion fue de 250 °C. El modo de
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inyeccion fue manual y el tiempo de desorcion fue de 15 min. La velocidad lineal
media del gas fue de 26 cm/s. La temperatura de la fuente de ionizacion se
mantuvo a 230 °C, mientras que la del cuadrupolo, a 150 °C. La programacion de
la temperatura en el horno fue 50 °C (5 min) hasta 150 °C (2 min), a razén de 5
°C/min, finalmente, para alcanzar una temperatura de 230 °C (10 min), a raz6n de
5 °C/min.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 MUESTREO POR HS-SPME Y CARACTERIZACION POR GC-MS DE LAS
FRACCIONES VOLATILES DE LAS FLORES DE C.trianae Y C.mendelii

3.1.1 Muestreo por HS-SPME in vitro y caracterizacion por GC-MS de las

fracciones volatiles

Seleccion del recubrimiento de la fibra que sea capaz de ab(d)sorber la
mayor cantidad de metabolitos secundarios voléatiles emanados por laflor.

El recubrimiento de la fibra se seleccion6 segun su capacidad para extraer el
mayor numero de metabolitos secundarios volatiles presentes en la matriz; esto se
midié con base en la respuesta del detector, i.e., el area cromatogréfica total. Se
utilizaron tres fibras de diferente polaridad: PDMS, PDMS/DVB y CAR/PDMS, bajo
las mismas condiciones operacionales, a saber: tiempo de equilibrio térmico, 10
min; temperatura, 40°C; tiempo de exposicion de la fibra, 30 min, y tiempo de

desorcion de la fibra, 15 min; los ensayos se realizaron por triplicado.

En la Figura 16, se observan las areas cromatograficas totales, obtenidas para
diferentes recubrimientos poliméricos de las fibras utilizadas para el muestreo de
volatiles de las flores de P.rubra. Las fibras con polaridad media y alta,
PDMS/DVB y CAR/PDMS, presentaron mayor respuesta del sistema de deteccion,
debido a su mayor afinidad con los volatiles de las flores de P.rubra.
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Figura 16. Seleccion del recubrimiento polimérico de la fibra de SPME: respuesta
del GC-MS (area total, cuentas) a los volatiles de las flores de P.rubra
(temperatura: 40°C; tiempo de equilibrio térmico: 10 min, y tiempo de exposicion
de la fibra: 30 min) aislados por HS-SPME in vitro.
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En la fraccion volatil de las flores de P.rubra, se encontraron volatiles de diferentes
familias: monoterpenoides, como el linalol y su 6xido; benzenoides, como el fenil
acetonitrilo y el benzoato de hexen-1-ilo; y compuestos sesquiterpenoides, como
el nerolidol. El recubrimiento polimérico de la fibora de SPME que aislé mayor
cantidad de metabolitos secundarios, segun el area cromatogréafica total, fue

PDMS/DVB. Esta fibra se escogio para desarrollar los demas experimentos.

En la Figura 17, se presenta un perfil cromatogréafico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de las flores de P.rubra, aislados por HS-SPME,
temperatura, 40°C; tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y tiempo de exposicién de
la fibora PDMS/DVB (65 pm), 30 min. En la Tabla 5, se reportan los metabolitos

principales y sus cantidades relativas (%).
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Figura 17. Perfil cromatografico tipico de los metabolitos volatiles aislados de las
flores de P.rubra por HS-SPME in vitro (temperatura: 40°C; tiempo de equilibrio
térmico: 10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 um): 30 min).
Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los picos aparece
en la Tabla 6.
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Estudio de los pardmetros operacionales, la temperatura y el tiempo de
exposicion de la fibra, para extraccion de volétiles de las flores de P.rubra.

Se estudio la extraccidon de volatiles de la flor de P.rubra, variando la temperatura

y el tiempo de exposicion de la fibra.

Para cada temperatura, 40, 60, 70 y 80°C, se varid el tiempo de exposicion de la
fibra, a saber: 20, 30, 50 y 70 min.

La seleccion de las mejores condiciones para extraer una mayor cantidad de
metabolitos secundarios volatiles de las flores de P.rubra, se hizo del siguiente
modo: 1. A 40°C, se escogi6 el tiempo de exposicion de la fibra que mostrara
mayor area cromatografica total (Figura 19); 2. Se realiz6 el mismo proceso con
cada una de las temperaturas trabajadas (Figuras 19-22); 3. Teniendo para cada
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valor de temperatura, un tiempo de exposicion de la fibra, se evalud la variacion de
las familias de compuestos mayoritarios con respecto al area del patrén interno.
Siguiendo los pasos anteriores, se analizaron los volatiles que variaron y la
proporcion en que lo hicieron y se eligieron la temperatura y el tiempo de
exposicidn bajo las cuales la fibra extrajera mayor cantidad de compuestos
volatiles. Los compuestos principales de la fraccion volatil, aislados por HS-SPME,
se reportan en la Tabla 6. En la Figura 18, se presenta un perfil cromatografico
tipico de los volétiles de las flores de P.rubra, aislados por HS-SPME
(temperatura: 60°C; tiempo de equilibrio térmico: 10 min y el tiempo de exposicion
de la fiora PDMS/DVB (65 um): 30 min). Los demas cromatogramas tipicos, se

encuentran en el Anexo B..

Figura 18. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles aislados de las
flores de P.rubra por HS-SPME in vitro (temperatura: 60°C; tiempo de equilibrio
térmico: 10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pum): 70 min).
Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los picos aparece
en la Tabla 6.
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Tabla 6. Cantidad relativa (%) de los compuestos principales aislados por HS-SPME in vitro, de las flores de

P.rubra, a diferentes temperaturas, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB, 70 min.

o DB-WAX Cantidad relativa, % / temperatura, °C
N Compuesto

IRL exp IRL it 40 60 70 80
1 Oxido de linalol 1474 1475 [62] 2 1 3 1
2 Linalol 1529 1526 [63] 57 58 39 7
3 Alcohol fenil etilico 1901 1901 [64] 1 1 3 1
4 Fenil acetonitrilo 1917 1919 [65] 2 1 5 1
5 Nerolidol 2020 2010 [63] 8 8 12 33
6 Benzoato de hexen-1-ilo 2119 2104 [66] 2 1 2 2
Monoterpenoides 59 59 42 8
Sesquiterpenoides 8 8 12 33
Compuestos nitrogenados 2 1 5 1
Benzenoides 3 2 5 3
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Figura 19. Experimentos de SPME para extraer las fracciones volétiles de las
flores de P.rubra, usando el recubrimiento polimérico PDMS/DVB, a 40°C, y

diferentes tiempos de exposicion de la fibra.
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En la Figura 19, se evidencia que a mayor tiempo de exposicion de la fibra en
el espacio de cabeza del vial, mayor es el &rea cromatogréfica total, es decir,
con el aumento del tiempo de exposicion del recubrimiento polimérico,
PDMS/DVB, se logra aislar mayor cantidad de volatiles, debido a que mas
metabolitos volatiles pueden ocupar los sitios del polimero. Esto, sin considerar
la posible competencia o desplazamiento de compuestos volatiles, conforme a
la afinidad que tengan por el recubrimiento polimérico a las condiciones

experimentales dadas.

El muestreo de las flores de P.rubra por HS-SPME in vitro realizado a 40°C y a
diferentes tiempos de exposicion de la fibra (20, 30, 50 y 70 min) mostré que
algunos monoterpenos oxigenados y benzenoides, como: oOxido de linalol,
salicilato de metilo y alcohol fenil etilico, aumentaron su cantidad relativa, con el
tiempo de exposicion de la fibra hasta 50 min; después, su cantidad disminuy6
con el tiempo de exposicion. Este comportamiento se puede atribuir al
ocupamiento de los sitios de adsorcion en la fibra, ya que con el tiempo de
exposicion de la fibra, la competencia entre metabolitos secundarios con mayor

afinidad hace que se desplacen otros metabolitos secundarios volatiles, mas
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livianos. El linalol disminuyé su cantidad con el aumento del tiempo de
exposiciéon de la fibra. Los sesquiterpenos oxigenados y algunos benzenoides,
nerolidol y fenil acetonitrilo, aumentaron su cantidad relativa, con el incremento

del tiempo de exposicion de la fibra (Véase Tabla 7).

Con base en los experimentos realizados a 40°C, se concluye, que la
exposicion de la fibra de SPME durante 70 min permite aislar una mayor
cantidad de compuestos volatiles, entre ellos, los componentes de interés para

la industria de perfumes.
Figura 20. Cantidad de metabolitos secundarios volatiles, extraidos por
HS-SPME, de las flores de P.rubra, en funcion del tiempo de exposicion de la

fibra. Recubrimiento polimérico PDMS/DVB (65 um). Temperatura: 60°C.
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En la Figura 20, se observa que con el aumento del tiempo de exposicion de la
fibra, el area cromatogréfica total es mayor: se aisla mayor cantidad de volatiles
a los 70 min de exposicion de la fibra.
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Tabla 7. Cantidad relativa (%) de los compuestos principales aislados por HS-SPME in vitro, de las flores de

P.rubra, a 40°C y diferentes tiempos de exposicion de la fiora PDMS/DVB.

Cantidad relativa, % / tiempo de exposicidén, min Familia de
Compuesto

20 30 50 70 compuestos
Oxido de linalol 1 2 S 2 MO
Linalol 84 78 67 57 MO
Salicilato de metilo 1 1 2 1 Benz
Alcohol fenil etilico 3 3 4 2 Benz
Fenil acetonitrilo 1 1 2 2 CN
Nerolidol 2 3 4 8 SO
Benzoato de hexen-1-ilo ND 1 1 2 Benz

MO: Monoterpenos oxigenados
Benz: Benzenoides

CN: Compuestos nitrogenados
SO: Sesquiterpenos oxigenados
ND: No detectado
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El muestreo de las flores de P.rubra por HS-SPME in vitro, a 60°C, y a
diferentes tiempos de exposicién de la fibra, mostré que los monoterpenos
oxigenados disminuyeron en la cantidad relativa, con el aumento en el tiempo
de exposicion de la fibra. Los benzenoides no mostraron un comportamiento
uniforme, el alcohol fenil etilico y el salicilato de metilo, aumentaron su cantidad
hasta 50 min de exposicion de la fibra, y después, disminuyeron, el benzoato de
hexen-1-ilo, mantuvo su cantidad relativa constante, durante el tiempo de
exposicion comprendido entre 30 y 70 min. Los sesquiterpenos oxigenados y
compuestos nitrogenados, como nerolidol y fenil acetonitrilo, presentaron un

aumento de la cantidad relativa con el tiempo de exposicion (Véase Tabla 8).

Segun lo observado en los experimentos realizados a 60°C, se concluye, que la
exposicién de la fibra durante 50 min, permite aislar una mayor cantidad de
metabolitos.

Figura 21. Cantidad de metabolitos secundarios volatiles, extraidos por
HS-SPME, de las flores de P.rubra, en funcion del tiempo de exposicion de la

fibra. Recubrimiento polimérico PDMS/DVB (65 pum). Temperatura: 70°C
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En la Figura 21, se observa la relacion entre el tiempo de exposicién de la fibra
y el area total de picos cromatogréaficos de sustancias extraidas por ella, a 70°C.
El tiempo de exposicion que mostré mayor extraccion de volatiles fue 50 y no 70
min, como en los casos anteriores. Con respecto a los cambios en la cantidad
relativa de los volatiles, los monoterpenos oxigenados, como el linalol,
disminuyeron su cantidad relativa con el tiempo de exposicion. Los
benzenoides, no mostraron un comportamiento uniforme de sus cantidades
relativas frente al tiempo de exposicion de la fibra, mientras, que el nerolidol,
sesquiterpeno oxigenado, aumenté su cantidad con el tiempo de exposicion
(Véase Tabla 9).

Se observd, que a 70°C y 50 min de exposicion de la fibora de SPME, se aislo la
mayor cantidad de metabolitos secundarios volatiles de las flores; también, que
en general, con el aumento del tiempo de exposicion de la fibra se incremento

la cantidad de los volatiles aislados.
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Tabla 8. Cantidad relativa (%) de los compuestos principales aislados por HS-SPME in vitro, de las flores de

P.rubra, a 60°C y diferentes tiempos de exposicion de la fibora PDMS/DVB.

Cantidad relativa, % / tiempo de exposicion, min Familia de
Compuesto

20 30 50 70 compuestos
Oxido de linalol 3 1 2 1 MO
Linalol 79 69 59 58 MO
Salicilato de metilo 1 1 1 0,2 Benz
Alcohol fenil etilico 3 4 4 2 Benz
Fenil acetonitrilo 1 1 2 2 CN
Nerolidol 2 4 8 8 SO
Benzoato de hexen-1-ilo 0,3 1 1 1 Benz

MO: Monoterpenos oxigenados
Benz: Benzenoides
CN: Compuestos nitrogenados

SO: Sesquiterpenos oxigenados
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Tabla 9. Cantidad relativa (%) de los compuestos principales aislados por HS-SPME in vitro, de las flores de

P.rubra, a 70°C y diferentes tiempos de exposicion de la fibora PDMS/DVB.

Cantidad relativa, % / tiempo de exposicién, min Familia de
Compuesto

20 30 50 70 compuestos
Oxido de linalol 2 2 2 3 MO
Linalol 77 70 51 39 MO
Salicilato de metilo 0,2 0,2 0,2 1 Benz
Alcohol fenil etilico 1 1 2 3 Benz
Fenil acetonitrilo 1 1 1 2 CN
Nerolidol 5 7 11 12 SO
Benzoato de hexen-1-ilo 2 2 2 2 Benz

MO: Monoterpenos oxigenados
Benz: Benzenoides
CN: Compuestos nitrogenados

SO: Sesquiterpenos oxigenados
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Figura 22. Cantidad de metabolitos secundarios volatiles, extraidos por
HS-SPME, de las flores de P.rubra, en funcion del tiempo de exposicion de la

fibra. Recubrimiento polimérico PDMS/DVB (65 um). Temperatura: 80°C.
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La Figura 22 muestra, que a 80°C, con el aumento del tiempo de exposicion de
la fibra, se incrementa el area cromatografica total, es decir, mas metabolitos

secundarios se trasladaron al recubrimiento polimérico.

Los monoterpenos oxigenados como linalol y 6xido de linalol, aislados a 80°C,
disminuyeron su cantidad relativa con el tiempo de exposicién de la fibra. Lo
mismo sucede con los benzenoides, excepto, el benzoato de hexen-1-ilo, que
aumenté su cantidad relativa con el tiempo de exposicion. El nerolidol,
sesquiterpeno oxigenado, aumentd su cantidad relativa con el tiempo de

exposicion de la fibra (Véase Tabla 10).

De acuerdo con lo anterior, la mayor cantidad de metabolitos volatiles aislados

a 80 °C, se dio con el tiempo de exposicion de la fibra de 70 min.
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Tabla 10. Cantidad relativa (%) de los compuestos principales aislados por HS-SPME in vitro, de las flores de

P.rubra, a 80°C y diferentes tiempos de exposicion de la fiora PDMS/DVB.

Cantidad relativa, % / tiempo de exposicién, min Familia de
Compuesto

20 30 50 70 compuestos
Oxido de linalol 2 1 1 0,2 MO
Linalol 70 70 26 8 MO
Salicilato de metilo 1 0,3 0,3 0,2 Benz
Alcohol fenil etilico 2 2 1 0,4 Benz
Fenil acetonitrilo 1 1 1 1 CN
Nerolidol 9 10 18 33 SO
Benzoato de hexen-1-ilo 1 1 2 2 Benz

MO: Monoterpenos oxigenados
Benz: Benzenoides

CN: Compuestos nitrogenados
SO: Sesquiterpenos oxigenados
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Para la eleccién de las mejores condiciones de extraccion para SPME, no se
consideré el valor de temperatura 80°C, debido que, a temperaturas tan altas, la
flor puede deteriorarse y los metabolitos secundarios pueden modificarse
guimicamente.

Se evalud la variacion de los metabolitos secundarios con respecto al area del
patrén interno y a la temperatura a la que se realizaron los experimentos. Estos
metabolitos secundarios como, limoneno, oxido de linalol, linalol, salicilato de

metilo, nerolidol, entre otros, son de interés en la industria de perfumes.

Figura 23. Relacion Areacom/Areaisis, segin la familia de compuestos presentes
en la fraccion volatil de las flores de P.rubra, a diferentes temperaturas (40, 60,
70 y 80°C). M: Monoterpenoides. S: Sesquiterpenoides. Benz: Benzenoides.
CN: Compuestos nitrogenados.
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La Figura 23, muestra que la relacion Areac,m/Areaisq de la fraccion volatil de
las flores de P.rubra, a 40 y 60°C, es alta, para los monoterpenoides. Para los
compuestos sesquiterpénoides, la relacidon mas alta se presento a 80°C; a 40y
60°C, esta relacion fue baja. La cantidad de benzenoides, con respecto a los

monoterpenoides y sesquiterpenoides fue baja y, a 80°C, se obtuvo la relacién
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Areacom/Areai,g  mas alta, con respecto a las demas temperaturas. Los
compuestos nitrogenados se extrajeron en menor proporcién, en relacion con

los monoterpenoides y sesquiterpenoides.

Los monoterpenoides y sesquiterpenoides se encontraron en cantidades mas
altas a 40 y 60°C, con relacion a las otras temperaturas (70 y 80°C), debido a
gue son mas volatiles que los compuestos nitrogenados y benzenoides, los
altimos, a altas temperaturas (70 y 80°C) desplazan a los deméas metabolitos

volatiles para ocupar los espacios en el recubrimiento polimérico de la fibra.

Con base en los resultados mostrados en las Figuras 19-23, se consider6 que
las mejores condiciones para la extraccion de metabolitos secundarios por
HS-SPME, utilizando la fiora PDMS/DVB (65 pm) son: tiempo de equilibrio
térmico, 10 min; temperatura, 60°C; tiempo de exposicion de la fibra, 70 min.

Monitoreo in vitro de la fraccién volatil de las flores de C.trianae y

C.mendelii.

Monitoreo in vitro de la fraccién volatil de las flores de C.mendelii

Los metabolitos secundarios volétiles de las flores de la orquidea C.mendelii
son: compuestos alifaticos, como octan-3-ona y acetato de isoamilo;
monoterpenos, como -mirceno y limoneno; sesquiterpenos, como a-copaeno y
a-farneseno; sesquiterpenos oxigenados, como el nerolidol; y benzenoides,
como el benzaldehido. La composicion quimica, determinada por HS-SPME y
GC-MS in vitro de las fracciones volatiles, monitoreadas alas 7y 11 am., y a
las 3y 7 p.m., aparece en la Tabla 11. Muchos de estos compuestos coinciden
con los reportados por Zhao Z, y col. [79], quienes estudiaron la variacion
temporal de la esencia floral emitida por una Cattleya hibrida, llamada

Brassolaelio cattleya.
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Tabla 11. Cantidad relativa (%) de compuestos presentes en la fraccion volatil de las flores de C.mendelii, del

monitoreo in vitro por HS-SPME (fibora PDMS/DVB (65 um), temperatura, 60°C, tiempo de exposicion de la fibra, 70

min), segun la hora del dia.

IRL (DB-WAX) Cantidad relativa %, = SD, n=3

N° Compuesto

Exp Lit 7am. 11 a.m. 3p.m. 7p.m.
1 a-Pineno 1024 1034[63] ND 1,0+0,8 1+1 1+1
2 B-Mirceno 1164 1168[63] 31+8 21+10 21+2 19+7
3 Limoneno 1203 1212[63] 2+2 34 4+3 2+1
4 cis-p-Ocimeno 1254 1245[62] 40+19 107 7+3 1+1
5 Octan-3-ona 1258 1259[67] 1,8+0,4 5,8+0,2 8+7 7+6
6 Acetato de isoamilo 1297 1294[62] 0,8+0,1 0,910,1 2,910,1 2,0£0,3
7 3-Metil butanoato de butilo 1325 1295[63] ND ND 0,9+0,8 0,8+0,1
8 p-Cimeno 1353 1303[63] ND ND 0,4+0,3 5+4
9 Octan-3-ol 1393 1400[68] 0,1+0,1 0,5+0,1 0,7+0,3 0,3+0,2
10 Oxido de linalol 1451 1450[62] ND 1,2+0,6 0,6x0,5 0,7+0,6
11 a-Cubebeno 1469 1463[63] ND 2,3+0,2 1,2+0,1 1,7+0,4
12 a-Copaeno 1507 1487[69] 7+9 38+13 33+2 35+13
13 Benzaldehido 1534 1525[70] 0,5+0,5 0,5+0,1 0,4+0,3 ND
14 Linalol 1544 1554[63] 14+2 0,6%0,1 0,4+0,3 ND
15 Terpinen-4-ol 1614 1616[63] ND 0,5+0,2 ND ND
16 B-Cubebeno 1650 1558[62] ND ND ND 0,9+0,5
17 Aromandendreno 1668 1662[71] ND 1,5+0,7 1,4+0,1 ND
18 y-Muuroleno 1706 1684[63] ND 0,8+0,7 0,4+0,4 2+2
19 Germacreno D 1730 1722[63] ND 0,8+0,7 0,9+0,3 0,7+0,6
20 Acetato de bencilo 1739 1733[72] 0,1+0,1 ND ND ND
21 a-Muuroleno 1741 1728[62] ND 0,7+0,3 ND 0,3+0,2
22 a-Farneseno 1752 1740[73] 242 ND ND ND
23 y-Cadineno 1774 1772[74] ND 2+1 1,5+0,2 2,6x0,7
24  Salicilato de metilo 1794 1787[67] 3+3 ND 3+3 ND
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Tabla 11. Continuacion.

25 Alcohol fenil etilico 1901 1901[73] 2+2 ND 2+2 0,3+0,2
26  Nerolidol 2020 2010[65] 0,6+0,3 ND ND ND
Monoterpenos 81 37 34 34
Sesquiterpenos 10 48 39 44
Benzenoides 6 1 7 0,3
Compuestos alifaticos 3 8 13 10

ND: no detectado.
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En la Figura 24, se presenta un perfil cromatografico tipico de los volatiles
aislados por HS-SPME, de las flores de C.mendelii, monitoreado a las 11 a.m.,
temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y tiempo de exposicidon
de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min. Los demas cromatogramas tipicos, se

encuentran en el Anexo C..

Figura 24. Perfil cromatografico tipico de los metabolitos volatiles aislados por
HS-SPME, de las flores de C.mendelii (temperatura: 60°C; tiempo de equilibrio
térmico: 10 min, y tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm): 70
min), monitoreado a las 11 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La

identificacion de los picos aparece en la Tabla 11.
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La Figura 25 muestra la variacion de la relacion Areacom/Areaisy, Segun las
familias de compuestos de la fraccién volatil de las flores de C.mendelii, a
diferentes horas del dia. Se observa, que a las 7 a.m., los volatiles presentes en

mayor cantidad, fueron los hidrocarburos monoterpénicos, como el B-mirceno y
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cis-ocimeno. En las demas horas del dia, la cantidad de los hidrocarburos

monoterpénicos Se mantuvo constante.

Figura 25. Relacion Areacom/Areaisis, segin la familia de compuestos presentes
en las fracciones volatiles de las flores de C.mendelii, del monitoreo in vitro
por HS-SPME a diferentes horas del dia. HM: Hidrocarburos monoterpénicos.
MO: Monoterpenos oxigenados. HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos. SO:
Sesquiterpenos oxigenados. BENZ: Benzenoides. CA: Compuestos alifaticos.
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Los hidrocarburos sesquiterpénicos, por ejemplo, el a-copaeno, fueron los
metabolitos secundarios predominantes, en los monitoreos realizados a las 11
am. y 3y 7 p.m., seguidos de los hidrocarburos monoterpénicos. Los
benzenoides y sesquiterpenos oxigenados como benzaldehido y nerolidol, se

presentaron en cantidades bajas.

A las 7 am., la fraccion volatili de la orquidea estuvo compuesta,
mayoritariamente, por hidrocarburos monoterpénicos y monoterpenos
oxigenados. Los tres componentes mayoritarios fueron: cis-B-ocimeno
(35+19%), B-mirceno (31+8%) y linalol (14+2%) (Véase Tabla 11). Estos

compuestos volatiles presentaron un olor floral y sus posibles usos se dan en
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las industrias de perfumes y alimenticia (como sabores). Algunos compuestos
como el acetato de bencilo (0,1+0,1%), el a-farneseno (2+2%) y el nerolidol
(0,6+0,3%) solo fueron emitidos por la planta a esta hora del dia.

A las 11 am., la fragancia de la flor se compuso principalmente de
hidrocarburos sesquiterpénicos y monoterpénicos. Los compuestos mayoritarios
fueron: a-copaeno (40+13%), B-mirceno (21+10%) y cis-B-ocimeno (10+7%). El
compuesto principal en la fraccion volatil aislada a las 11 a.m., fue distinto al de
las 7 a.m., ya que cis-B-ocimeno, a las 11 a.m., se presentd en menor cantidad.
El terpinen-4-ol (0,5+0,2%), compuesto alifatico, solo se registro en la fragancia
de la flor a esta hora del dia.

A las 3 p.m., las familias de compuestos presentes en cantidad mas alta fueron
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos. Los componentes
mayoritarios fueron a-copaeno (33+£2%), B-mirceno (21+2%).

A las 7 p.m., los hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos, seguidos de
los compuestos alifaticos, fueron las familias de compuestos presentes en
mayor cantidad en la fraccion volatil de la orquidea. a-Copaeno (40+13%), (-
mirceno (19%z=7%) y 3-octanona (7%+6%) fueron los componentes mayoritarios
aislados, los mismos presentes a las 3 pm. B-Cubebeno (0,9+0,5%), solo se

presento en la fraccion volatil de las flores a esta hora.

El B-mirceno, se detectd en las diferentes horas de monitoreo de la fraccién
volatil, como uno de los componentes mayoritarios. El salicilato de metilo,
estuvo presente a las 7 a.m. y a las 3 p.m. El aromandendreno, se detect6 solo
alas 11 a.m. y 3 p.m. 3-Metil butanoato de butilo y p-cimeno aparecieron en la

fragancia por la tarde, alas 3y 7 p.m.
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Monitoreo in vitro de la fraccion volatil de las flores de C.trianae:

Los metabolitos secundarios volatiles de las flores de la orquidea C.trianae,
pertenecen a la familia de los sesquiterpenos (B-cariofileno), benzenoides
(benzaldehido, alcohol fenil etilico y salicilato de metilo) y a los compuestos
alifaticos (nonanal). En la Figura 26, se encuentra el perfil de un cromatograma
tipico de los volatiles de las flores de C.trianae obtenidos por HS-SPME, a las
11 a.m. Los demas cromatogramas estan en el Anexo C.. La composicion
quimica, determinada por HS-SPME-GC-MS, in vitro, de las fracciones volatiles,

monitoreadas alas 7y 11l a.m., yalas 3y 7 p.m., se muestra en la Tabla 12.

Figura 26. Perfil cromatografico tipico de los metabolitos secundarios volatiles
de las flores de C.trianae por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de
equilibrio térmico, 10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65
pm), 70 min), monitoreado a las 11 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70

eV). La identificacion de los picos aparece en la Tabla 12.
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Tabla 12. Cantidad relativa (%) de compuestos presentes en la fraccion volatil de las flores de C.trianae, aislados
por el monitoreo in vitro por HS-SPME (fibra PDMS/DVB (65 um), temperatura, 60°C, tiempo de exposicion de la

fibra, 70 min), segun la hora del dia.

DB-WAX Cantidad relativa, (%), +SD, n=3
N° Compuesto
IRLexp IRL it 7am. 11 a.m. 3p.m. 7p.m.
1 Nonanal 1399 1402[74] 9+7 ND ND ND
2 Benzaldehido 1534 1525[70] ND 2+2 11+7 27+18
3  B-Bourboneno 1538 1518[69] 28,0+0,8 ND ND ND
4 B-Cariofileno 1621 1618[63] ND 5+4 1545 28+2
5 Benzoato de metilo 1636 1635[75] ND 211 515 ND
6 Salicilato de metilo 1794 1787[65] ND 4+3 10+3 15+2
7  Alcohol fenil etilico 1901 1901[73] 1546 3+3 1743 12+1
8  2-Fenil metanol 1922 1931[75] 36+6 1,2+0,6 3,6+0,4 ND
9 Cinamato de metilo 2096 2080[65] ND 73+3 27+11 ND
Sesquiterpenos 28 8 25 44
Benzenoides 51 80 58 39
Compuestos alifaticos 9 2 5 -

ND: no detectado
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A las 7 a.m., la fraccion volatil estuvo compuesta por cuatro metabolitos, a
saber: nonanal (9£7%), B-bourboneno (28,0+0,8%), alcohol fenil etilico (15+6%)
y 2-fenil etanol (36+6%). Los olores caracteristicos de estos compuestos fueron
florales, maderosos y frutales. El nonanal y el B-bourboneno solo se detectaron

en la mafiana (7 a.m.) (Véase Tabla 12).

A las 11 a.m., los metabolitos secundarios presentes en la fraccion volatil de
C.trianae fueron de la familia de los benzenoides, los hidrocarburos
sesquiterpénicos y los compuestos alifaticos. El cinamato de metilo (73+3%),
fue el componente principal. Volatiles como 2-fenil etanol y benzoato de metilo,

solo se registraron a las 11 a.m. y a las 3 p.m.

La fraccién, que se monitore6 a las 3 p.m., tuvo la misma composicién quimica
que la aislada a las 11 a.m., aunque los metabolitos volatiles presentaron
cantidades relativas diferentes (Véase Tabla 12). EI compuesto mayoritario fue

el cinamato de metilo (27+£11%).

A las 7 p.m., se aislaron solo cuatro metabolitos secundarios, que también se
detectaron en las fracciones voléatiles de las 11 a.m. y las 3 p.m. Estos
compuestos fueron: benzaldehido (27+18%), B-cariofileno (28+2%), salicilato de
metilo (15+2%) y 2-fenil metanol (27+11%). La cantidad relativa de estos
compuestos aumento significativamente con respecto a las encontradas a las

11lam.y 3 p.m.

Los compuestos mayoritarios aislados de la C.trianae, aunque en diferentes

cantidades, coinciden con los reportados por Zhao, Z., y col. [79].
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Figura 27. Relaciéon Areacom/Areaisis, segin la familia de compuestos presentes
en la fraccion volatil de las flores de C.trianae, obtenidos in vitro por HS-SPME
a diferentes horas del dia. Benz: Benzenoides. HS: Hidrocarburos

sesquiterpénicos. CA: Compuestos alifaticos.
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En la Figura 27, se observa que en los monitoreos realizados a diferentes
horas del dia, los benzenoides, como benzaldehido y cinamato de metilo,
predominaron en la fraccion volatil aislada de la C.trianae y los compuestos

alifaticos, por ejemplo, el nonanal, se detectaron en cantidades mas bajas.

3.1.2 Muestreo y caracterizacion de la fraccion volatil in vivo por medio de
SPME

Evaluacion del tiempo de exposicion de la fibra en el que se obtenga

mayor cantidad de compuestos volatiles.

Se utilizé la fibra con recubrimiento polimérico PDMS/DVB (65 pm), que fue

escogida en los ensayos preliminares.

En la Figura 28, se muestra la relacion entre el tiempo de exposicion de la fibra
y el area cromatogréfica total. Se observa que, con el tiempo de exposicion de

la fibra a la flor, el area cromatografica de volatiles aislados, aumenta. Se
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escogieron 70 min, como tiempo de exposicién de la fibra a los volatiles de la
flor, ya que permite aislar la mayor cantidad de metabolitos secundarios.

Figura 28. Evaluacion del tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm)
de SPME para el monitoreo in vivo de las flores de P.rubra usando el

muestreador de flores (Figura 13).
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Monitoreo in vivo de volatiles de las flores de C.trianae y C.mendelii.

Monitoreo in vivo de la fraccion volétil de la C.mendelii:

Los metabolitos volatiles aislados de la C.mendelii pertenecen a la familia de los
monoterpenos, sesquiterpenos, benzenoides y de los compuestos alifaticos. La
composicién quimica de la fraccion volatil aislada alas 7y 11l am.yalas3y 7

p.m., se encuentra en la Tabla 13.

En la Figura 29, se presenta un perfil cromatografico tipico de los volatiles de
las flores de C.mendelii monitoreado a las 11 a.m., aislados por HS-SPME in
vivo, tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y tiempo de exposicion de la fibra
PDMS/DVB (65 um), 70 min. Los demas cromatogramas tipicos, se encuentran

en el Anexo D..
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Tabla 13. Relacion Areac.my/Areass de los compuestos presentes aislados in vivo por HS-SPME (fibora PDMS/DVB

(65 um), tiempo de exposicion de la fibra: 70 min), de las flores de C.mendelii, a diferentes horas del dia.

IRL, DB-WAX Cantidad relativa %, + SD, n=3
N° Compuesto
Exp Lit 7 a.m. 11 a.m. 3p.m. 7p.m.

1 Hexano 580 600[76] ND ND 17+1 ND
2 B-Mirceno 1162 1168[63] 16+4 4+0,2 ND 50,2
3 Limoneno 1200 1212[63] 242 ND ND 24+1
4 cis-B-Ocimeno 1250 1245[62] 54+3 22+9 ND ND
S Benzaldehido 1530 1525[70] ND 3+3 ND ND
6 Linalol 1540 1548[63] 257 33+1 13+1 12+1
7 Germacreno D 1730 1732[63] ND ND 2312 ND
8 Acetato de bencilo 1735 1739[72] ND 1+1 ND ND
9 a-Farneseno 1752 1740[68] ND 5+4 13+1 17+1
10 Alcohol bencilico 1790 1786[78] ND 2+2 ND ND
11  salicilato de metilo 1794 1786[65] 3+1 19+8 262 20+1

Monoterpenos 97 59 13 49

Sesquiterpenos 3 24 62 37

Benzenoides - 6 - -

Compuestos alifaticos - - 17 -

ND: no detectado.
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Figura 29. Perfil cromatografico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME in vivo [tiempo de equilibrio térmico: 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm): 70 min], monitoreo a las
11 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los

picos aparece en la Tabla 13.
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Los tres componentes mayoritarios aislados a las 7 a.m. fueron: cis-B-ocimeno
(54+3%), linalol (25+7%) y B-mirceno (16%4%). La fraccion volatil estuvo
compuesta, principalmente, por monoterpenos (97%). A las 11 a.m., los
componentes mayoritarios fueron: linalol (33+1%), cis-B-ocimeno (22+9%) y
salicilato de metilo (19+8%); metabolitos secundarios, e.g., acetato de bencilo
(1+1%) y alcohol bencilico (2%+2), solo se detectaron a esta hora del

monitoreo.

A las 3 p.m., se aislaron solamente cinco componentes de la fraccion volatil; el
salicilato de metilo (26+2%), el germacreno D (23+2%) y el linalol (13£1%), que
fueron los metabolitos principales. ElI hexano y germacreno D, se detectaron

solamente a las 3 p.m. Durante el monitoreo realizado a las 7 p.m., los
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compuestos mayoritarios fueron limoneno (24+1%), salicilato de metilo (20+1%)
y a-farneseno (17+1%).

Si se comparan dos muestreos de la C.mendelii, por HS-SPME in vivo e in vitro,
se puede observar que la fraccion volatil aislada in vivo la conforman, casi en
un 80%, tres compuestos: linalol, cis-p-ocimeno y salicilato de metilo, mientras
que, en la de in vitro, los compuestos mayoritarios fueron: 3-mirceno, cis-B-

ocimeno y a-copaeno.

La diferencia entre los dos métodos usados, se ve enmarcada, en parte, por el
calentamiento al que fue sometida la flor de la orquidea en HS-SPME in vitro, lo
que permitié6 que los metabolitos volatiles se desplazaran al espacio de cabeza
con mayor facilidad; en cambio, por HS-SPME in vivo, el aislamiento de los
volétiles se hizo a temperatura ambiente. También, el espacio de cabeza en el
gue se encontraron los metabolitos en HS-SPME in vitro, fue mucho mas
pequefio que el espacio de cabeza en HS-SPME in vivo, lo que permitid, en el
primer caso, concentrar mas facilmente los metabolitos. Ademas, en HS-SPME
in vivo, como el muestrador de acrilico no estuvo cerrado completamente, es
probable que los metabolitos mas volatiles se escaparan, lo que se vio reflejado

en la cantidad y el tipo de compuestos aislados.
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Figura 30. Relacion Areacom/Areaisis, segin la familia de compuestos presentes
en la fraccion volatil de las flores de C.mendelii, del monitoreo in vivo por
HS-SPME a diferentes horas del dia. HM: Hidrocarburos monoterpénicos. MO:
Monoterpenos oxigenados. HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos. BENZ:

Benzenoides. CA: Compuestos alifaticos.
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En la Figura 30, se observa que la fraccidn volatil aislada a las 7 a.m. fue rica
en hidrocarburos monoterpénicos. A las 11 a.m., las cantidades entre los
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos fueron similares, siendo los
hidrocarburos sesquiterpénicos los méas abundantes. A las 3 p.m., las
cantidades de las familias de compuestos fueron mas bajas, con respecto a las
detectadas en el monitoreo realizado a las 7 y 11 a.m. A las 7 p.m., los
hidrocarburos monoterpénicos y los benzenoides predominaron en la fraccion

volatil de la C.mendelii.
Monitoreo in vivo de la fraccion voléatil de la C.trianae:

Los metabolitos secundarios volatiles aislados de la C.trianae pertenecen a la
familia de los monoterpenos, e.g., limoneno; sesquiterpenos, e.g., a-farneseno,
y benzenoides, por ejemplo, el alcohol fenil etilico. La compaosicion quimica de
la fraccién volatil aisladaalas 7y 11 a.m.yalas 3y 7 p.m., se encuentra en la
Tabla 14.
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Tabla 14. Relacion Areaqmp/Areas de los compuestos presentes en la fraccion volatil de las flores de C.trianae,
aislados por HS-SPME in vivo (fibra: PDMS/DVB (65 um), tiempo de exposicion de la fibra: 70 min), a diferentes

horas del dia.

DB-WAX Cantidad relativa, (%), +SD, n=3
N° Compuesto
IRL exp IRL it 7 a.m. 11 a.m. 3p.m. 7 p.m.
1 Limoneno 1203 1212[63] ND ND ND 15413
2 Benzaldehido 1530 1525[70] 63+4 44+6 406 ND
3 B-Cariofileno 1615 1628[63] 0,4+0,6 ND ND ND
4 Benzoato de metilo 1632 1635[75] 18+4 19+5 13+2 ND
5 a-Farneseno 1739 1740[68] 2,1£0,5 617 2513 61+3
6 Salicilato de metilo 1789 1786[65] 2,4+0,6 7+2 ND ND
7 Alcohol fenil etilico 1901 1901[73] 6,940,5 1645 20+4 ND
8 2-Fenil etanol 1919 1905[73] 2,6+0,4 1,6+0,1 ND ND
9  Cinamato de metilo 2065 2056(65] 3,9+0,5 9+3 ND ND
Monoterpenos - - - 15
Sesquiterpenos 5 13 26 60
Benzenoides 95 92 74 -

ND: no detectado.
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En la Figura 31, se presenta un perfil cromatogréfico de los voléatiles de las
flores de C.trianae aislados por HS-SPME in vivo, a las 7 a.m.; tiempo de
equilibrio térmico: 10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65

pum): 70 min. Los demés cromatogramas se encuentran en el Anexo D..

Figura 31. Perfil cromatografico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae, aislados por HS-SPME in vivo [tiempo de equilibrio térmico: 10
min, y tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 um): 70 min], monitoreo
alas 7 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los
picos aparece en la Tabla 14.
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En la Figura 32, se muestra la variacion de la relacion Areacom/Areaiss, segun
las familias de compuestos presentes en la fraccion volatil de las flores de
C.trianae, monitoreada in vivo, a diferentes horas del dia. Las familias de
compuestos aislados fueron: hidrocarburos monoterpénicos, sesquiterpénicos

benzenoides.

A las 7 am., la fraccion volatil estuvo compuesta, principalmente, por

benzenoides: el benzaldehido (63+4%) fue el compuesto mayoritario. El B-
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cariofileno solo fue detectado a esta hora del dia. Compuestos como 2-fenil
etanol y cinamato de metilo, se detectaron alas 7y 11 a.m.

A las 11 a.m., los benzenoides fueron la familia de compuestos predominantes.
El compuesto mayoritario, al igual que en el monitoreo realizado a las 7 a.m.,
fue el benzaldehido (44+6%), seguido del benzoato de metilo (19+5%) y el
alcohol fenil etilico (16£5%).

Los benzenoides e hidrocarburos sesquiterpénicos fueron las familias de
compuestos mas abundantes en la fraccion volatil de la C.trianae, obtenida a

las 3 p.m. El benzaldehido (40+6%) fue el compuesto mayoritario.

A las 7 p.m., solo se detectaron dos volatiles de las flores de la orquidea, el

a-farneseno (61+3%) como compuesto mayoritario y el limoneno (15£13%).

Si se compara la composicién de las fracciones volétiles, obtenidas por HS-
SPME in vivo, con la de HS-SPME in vitro, se observa que, la primera, la
conforman, casi en un 80%, tres compuestos: benzaldehido, benzoato de metilo
y alcohol fenil etilico; mientras que, en la segunda, los volatiles que aportan un
80% de la fraccidn total aislada por HS-SPME in vitro, fueron: B-cariofileno,

alcohol fenil etilico y cinamato de metilo.
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Figura 32. Relacion Areacom/Areaisq, segun la familia de compuestos presentes en
la fraccion volatil de las flores de C.trianae, del monitoreo in vivo por HS-SPME a
diferentes horas del dia. HM: Hidrocarburos monoterpénicos. HS: Hidrocarburos

sesquiterpénicos. Benz: Benzenoides.
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Comparacion de la relacion Areacom/Areaisq. segun la familia de compuestos
presentes en la fraccion volatil de las flores de C.mendelii y C.trianae aislada

in vivo por HS-SPME, a diferentes horas del dia.

Las dos especies de orquideas estudiadas, C.mendelii y C.trianae, pertenecen al
género Cattleya. Sin embargo, al analizar sus fracciones volatiles, se aprecian
diferentes familias de compuestos presentes y las diferentes cantidades relativas,
lo que evidencia diferente metabolismo secundario de la planta, segun el tipo de

metabolitos volatiles emitidos (Véase Tabla 15).
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Tabla 15. Comparacion de la relacion Areacom/Areaisq, segin la familia de
compuestos presentes en las fracciones volatiles de las flores de C.mendelii y

C.trianae, aisladas in vivo por HS-SPME a diferentes horas del dia.

N Relacion Areacomp/Areaisq / tiempo
Familia de

C.mendelii C.trianae
compuestos

7a.m. 1lam. 3p.m 7pm. 7am. 1lam. 3pm 7p.m.

Hidrocarburos

. 1,5 0,4 - 0,1 - - - 0,1
monoterpénicos
Monoterpenos
. 0,4 0,6 0,1 0,1 - - - .
oxigenados
Hidrocarburos
) o 0,1 0,6 0,1 - 0,1 0,2 0,1 0,1
sesquiterpénicos
Benzenoides - 1,2 - - 1,0 2,0 0,1 -
Compuestos
. - - 0,1 - - - - -
alifaticos

A las 7 am., la fraccibn volati de la C.mendeli estuvo compuesta
mayoritariamente, por monoterpenos, mientras que la C.trianae, por hidrocarburos
sesquiterpénicos y benzenoides. A las 11 a.m., los volatiles de la C.mendelii y
C.trianae presentes en mayor proporcion fueron los benzenoides. En horas de la
tarde, 3 p.m., la C.mendelii presenté metabolitos secundarios que pertenecen a los
monoterpenos oxigenados, hidrocarburos sesquiterpénicos y compuestos
alifaticos. La C.trianae, en cambio, generd volatiles tipo benzenoides e
hidrocarburos sesquiterpénicos. A las 7 pm, la fragancia de la C.mendelii estuvo
compuesta principalmente por monoterpenos (hidrocarburos y oxigenados), a
diferencia de la fraccion volatili de la C.trianae, que estuvo compuesta por

hidrocarburos monoterpénicos y benzenoides, como se observa en la Tabla 15.

En la Figura 33, se aprecia la comparaciéon de la composicién quimica, por familia
de compuestos, aislados in vivo por HS-SPME de las flores de C.mendelii y

C.trianae monitoreadas a diferentes horas del dia.
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Figura 33. Comparacion de la composicion quimica, segun familias de compuestos, aislados por HS-SPME in vivo

de las flores de C.mendelii y C.trianae monitoreadas a diferentes horas del dia. A. 7a.m.B. 11a.m. C. 3p.m. D. 7

p.m.
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Aungue las orquideas estudiadas pertenezcan al mismo género, muchos de sus
metabolitos secundarios volatiles fueron diferentes o estaban presentes en
cantidades distintas, debido a que son plantas diferentes y su metabolismo es
diferente [80]. Segun el tipo de insecto polinizador, la cantidad de metabolitos
emitidos puede variar. Si la flor ya fue polinizada, probablemente, disminuya la
emision de volatiles para no ser visitada por otros polinizadores [81]. También,
esta emision de compuestos se puede ver afectada, segun las etapas de madurez

de las flores y los procesos florales que tuvieron [82].

Los monoterpenos y sesquiterpenos encontrados en las dos especies de Cattleya,
también se encontraron en la esencia floral de otras orquideas, como en la
Dendrobium beckleri y la Phalaenopsis violacea [83]. Los terpenos aislados en las
Cattleyas, también se reportaron en la Vanda Mimi Palmer [84] y Anthirrhinum
[85].
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3. CONCLUSIONES

En comparacion con los recubrimientos usados PDMS y CAR/PDMS, la fibra
con recubrimiento polimérico PDMS/DVB (65 pum) mostré6 mayor capacidad de
extraccion de metabolitos secundarios volatiles de las flores (Plumeria rubra)

usadas en los ensayos preliminares.

Las mejores condiciones para aislar volatiles de las flores por HS-SPME in vitro,
fueron las siguientes: tiempo de equilibrio térmico, 10 min; tiempo de exposicion
de la fibra, 70 min; temperatura, 60°C. Para los experimentos realizados in vivo,
fueron los siguientes: tiempo de equilibrio térmico, 10 min y 70 min de

exposicion de la fibora de SPME.

Los metabolitos secundarios voléatiles encontrados en la flor de la C.mendelii,
por HS-SPME, monitoreados in vitro e in vivo, pertenecen a la familia de
compuestos monoterpénicos, sesquiterpénicos, benzenoides y compuestos

alifaticos.

Los metabolitos volatiles encontrados en la flor de la C.trianae, por HS-SPME,
monitoreo in vitro, pertenecen a la familia de compuestos sesquiterpénicos,
benzenoides y compuestos alifaticos. Y los metabolitos encontrados por HS-
SPME, in vivo, fueron de las familias de los hidrocarburos monoterpénicos,

sesquiterpénicos y benzenoides.

Las dos especies estudiadas, a pesar de pertenecer al mismo género
(Cattleya), presentaron diferentes familias de compuestos y diferentes
cantidades, segun la hora del dia en la que se monitorearon los metabolitos

secundarios volatiles.

Las cantidades relativas (%) de compuestos volatiles extraidos por medio de
HS-SPME in vitro, fueron mayores que aquellas de los compuestos extraidos in

vivo, debido a que el tamafo del espacio de cabeza del montaje usado en HS-
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SPME in vivo, es mas grande que el usado in vitro, lo que condujo a la pérdida

de los compuestos volatiles.
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5. RECOMENDACIONES

En la metodologia planteada para los experimentos HS-SPME in vitro con las
orquideas del género Cattleya, se recomienda colocar el frasco de vidrio que se
usa para realizar el monitoreo de los volétiles, en un bafio de Maria, para evitar

que la flor sufra dafios por la temperatura utilizada.

Con respecto al monitoreo de la fraccion volatil de las flores por HS-SPME in vivo,
es necesario sellar completamente el orificio por donde se introduce la flor en el
muestreador, para evitar la pérdida de los metabolitos secundarios volatiles.
También, se recomienda reducir el tamafio del muestreador, de acuerdo con el
tamafo de la flor, para que el espacio de cabeza sea mas pequefio y permita que
el recubrimiento polimérico de la fibra esté mas cerca a la flor y, asi, extraer con

mas facilidad los metabolitos secundarios.
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ANEXOS
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ANEXO A. Blancos de instrumentos menores (fibras de SPME, vial ambar,

frasco de vidrio para monitoreo in vitro y muestreador de acrilico para flores).
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Figura 1. Blanco de fibra, recubrimiento polimérico, PMDS (100 um). GC- MSD
(El, 70 eV). Columna DB-WAX (60 m). Tiempo de desorcién de la fibra en el
puerto de inyeccion, 15 min. Temperatura del puerto de inyeccion, 250°C.
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Figura 2. Blanco de fibra, recubrimiento polimérico, PMDS/DVB (65 um).
GC- MSD (El, 70 eV). Columna DB-WAX (60 m). Tiempo de desorcion de la
fibra en el puerto de inyeccién, 15 min. Temperatura del puerto de inyeccion,
250°C.
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Figura 3. Blanco de fibra, recubrimiento polimérico, CAR/PMDS (85 um).
GC- MSD (El, 70 eV). Columna DB-WAX (60 m). Tiempo de desorcién de la
fibra en el puerto de inyeccién, 15 min. Temperatura del puerto de inyeccion,
250°C.
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Figura 4. Blanco del vial &mbar (15 mL) para SPME, por HS-SPME in vitro
(temperatura, 40°C, tiempo de exposicion de la fibra, 30 min, recubrimiento de
la fibra, PDMS/DVB) , GC- MSD (El, 70 eV). Columna DB-WAX (60 m).
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Figura 5. Blanco del frasco de vidrio para el muestreo HS-SPME in vivo
(temperatura, 40°C, tiempo de exposicion de la fibra, 30 min, recubrimiento de
la fibra, PDMS/DVB) , GC- MSD (El, 70 eV). Columna DB-WAX (60 m).
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Figura 6. Blanco del muestreador de acrilico para flores, por HS-SPME in vivo
(tiempo de exposicion de la fibra, 30 min, recubrimiento de la fibra, PDMS/DVB),
GC- MSD (El, 70 eV). Columna DB-WAX (60 m).
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ANEXO B. Cromatogramas obtenidos por SPME-GC-MS de la fraccion volatil
de las flores de P.rubra.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de P.rubra por HS-SPME (temperatura, 40°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min).
Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacién de los picos
aparece en la Tabla 6.
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Figura 2. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de P.rubra por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pum), 70 min).
Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los picos
aparece en la Tabla 6.
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Figura 3. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de P.rubra por HS-SPME (temperatura, 70°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min).
Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los picos
aparece en la Tabla 6.

Area,
cuentas

istd

800000

700000 1

600000

500000

400000
300000

200000

ol Ll

: Wi“h#h“”“”
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Tiempo
(min)

Figura 4. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de P.rubra por HS-SPME (temperatura, 80°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 um), 70 min).
Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los picos
aparece en la Tabla 6.
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ANEXO C. Cromatogramas obtenidos por SPME-GC-MS, del monitoreo
in vitro, de la fraccion volatil de las flores C.trianae y C.mendelii, cada 4 horas
durante el dia, a 60°C.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 7 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 11.
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Figura 2. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicién de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 11 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 11.
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Figura 3. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 3 p.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (EI, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 11.
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Figura 4. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico,
10 min, y tiempo de exposicién de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 7 p.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (EI, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 11.
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Figura 5. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico, 10
min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 7 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (EI, 70 eV). La

identificacion de los picos aparece en la Tabla 12.
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Figura 6. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico, 10
min, y tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 11 a.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 12.
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Figura 7. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico, 10
min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 3 p.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (EIl, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 12.
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Figura 8. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME (temperatura, 60°C; tiempo de equilibrio térmico, 10
min, y tiempo de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min),
monitoreado a las 7 p.m. Columna DB-WAX (60 m). MSD (EIl, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 12.
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ANEXO D. Cromatogramas obtenidos por SPME-GC-MS, del monitoreo
in vivo, de la fraccion volatil de las flores C.trianae y C.mendelii, cada 4 horas

durante el dia.
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Figural. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores de
C.mendelii por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y tiempo
de exposicion de la fiora PDMS/DVB (65 pm), 70 min), monitoreo a las 7 a.m.
(temperatura, 22,6°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 13.
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Figura 2. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 um), 70 min), monitoreo a las
11 a.m. (temperatura, 28°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 13.
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Figura 3. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm), 70 min), monitoreo a las
3 p.m. (temperatura, 26,6°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (EI, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 13.
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Figura 4. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.mendelii por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm), 70 min), monitoreo a las
7 p.m. (temperatura, 22°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (EIl, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 13.
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Figura 5. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm), 70 min), monitoreo a las
7 a.m. (temperatura, 23,3°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (EI, 70 eV). La

identificacion de los picos aparece en la Tabla 14.
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Figura 6. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm), 70 min), monitoreo a las
11 a.m. (temperatura, 28,2°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 14.
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Figura 7. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 pm), 70 min), monitoreo a las
3 p.m. (temperatura, 26,5°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (EI, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 14.
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Figura 8. Perfil cromatogréfico tipico de los metabolitos volatiles de las flores
de C.trianae por HS-SPME in vivo (tiempo de equilibrio térmico, 10 min, y
tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB (65 um), 70 min), monitoreo a las
7 p.m. (temperatura, 23°C). Columna DB-WAX (60 m). MSD (El, 70 eV). La
identificacion de los picos aparece en la Tabla 14.
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