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LC: Liquid Chromatography (Cromatografía líquida). 

LOQ: Limit of Quantification (Límite de cuantificación). 

m.s.n.m.: Metros sobre el nivel del mar. 

m/z: Relación masa/carga. 

ME-B: Microemulsión-base. 

ME-EPS: Microemulsión con extracto de Psidium sartorianum. 

MSPD: Matrix Solid-Phase Dispersion (Dispersión de la matriz en fase solida). 

MWHD: Microwave-Assisted Hydrodistillation (Hidrodestilación asistida por la radiación de 

microondas). 

N.I.: No identificado. 

NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (Nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato). 

O/W: Oil/Water (Aceite/agua). 

ORAC: Oxygen-Radical Absorbance Capacity (Capacidad de absorción de radicales de 

oxígeno). 

PDS: Persulfato de potasio. 

PVDF: Polyvinylidene Difluoride (Difluoruro de polivinilideno). 

RDA: Reacción Retro-Diels-Alder. 
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Ref.: Referencia. 

RFC: Relative Centrifugal Force (Fuerza centrífuga relativa). 

RMN: Resonancia magnética nuclear. 

RNS: Reactive Nitrogen Species (Especies reactivas de nitrógeno). 

ROS: Reactive Oxigen Species (Especies reactivas de oxígeno). 

rpm: Revoluciones por minuto. 

SPLET: Sequential Proton Loss Electron Transfer (Pérdida secuencial de protón y transferencia 

de electrón). 

SPME: Solid-Phase Microextraction (Microextracción en fase sólida). 

ToF: Time-of-Flight (Tiempo de vuelo). 

tR: Tiempo de retención. 

UHPLC: Ultra-High Performance Liquid Chromatography (Cromatografía líquida de ultra-alta 

eficiencia). 

UV: Ultravioleta. 
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Resumen 

Título: Estudio de estabilidad y propiedades antioxidantes de una microemulsión que incorpora 

extractos y aceites esenciales de plantas aromáticas que crecen en Santander* 

Autor: Juan Camilo HENRÍQUEZ SANABRIA** 

Palabras clave: Aceite esencial, extracto, antioxidante, microemulsión, GC/MS, LC/MS. 

La piel está expuesta a factores ambientales, i.e., luz ultravioleta, energía ionizante o sustancias 

xenobióticas, que incrementan las especies radicales de oxígeno (ROS). Cuando las ROS están 

en exceso y superan las defensas antioxidantes del cuerpo humano se genera el estrés oxidativo, 

el cual causa daño en las principales biomoléculas del cuerpo humano y genera afectación a la 

salud. Antioxidantes naturales como lo flavonoides o ácidos fenólicos pueden ser extraídos de la 

biomasa residual de la destilación de plantas aromáticas y pueden ser incorporados en un 

producto cosmético como las microemulsiones con el objetivo de disminuir los efectos del estrés 

oxidativo. 

En el presente trabajo de investigación se desarrolló y evaluó la estabilidad de una 

microemulsión con actividad antioxidante que incorporó como ingrediente activo un producto 

natural proveniente de algunas de las siguientes especies: Calycolpus moritzianus, Piper 

marginatum Psidium sartorianum, Varronia curassavica y Wedelia calycina. El ingrediente 

activo se seleccionó con base en los resultados de actividad antioxidante de aceites esenciales, 

extractos y mezclas binarias. Las mediciones de actividad antioxidante se realizaron por los 

ensayos colorimétricos de ABTS+• y β-caroteno. El ingrediente activo se caracterizó por 

GC/MS, HPLC/DAD Y UHPLC-ESI-Orbitrap-MS. La microemulsión desarrollada se almacenó 

por 30 días a tres temperaturas (5, 25 y 40 ° C) y se evaluó su estabilidad fisicoquímica después 

del almacenamiento. 

El extracto de P. sartorianum se seleccionó como el ingrediente activo para incorporar en la 

microemulsión por su actividad antioxidante alta, comparada con las demás muestras de aceites 

esenciales, extractos y mezclas binarias evaluadas. En el extracto de P. sartorianum se 

identificaron dos proantocianidinas, cuatro flavanoles, ocho flavonoles, cuatro flavanonas, dos 

sesquiterpenoles y dos ácidos fenólicos, siendo el ácido elágico el compuesto más abundate                

(400 mg/g extracto). Los ingredientes seleccionados para la microemulsión fueron: aceite de 

aguacate, agua, propilenglicol, Tween® 80, extracto de P. satorianum y aceite esencial de Piper 

marginatum (aromatizante). Los valores de pH, viscosidad, conductividad y actividad 

antioxidante fueron: 5,6, 253 cP, 3,4 μS/cm y 43,7 μmol Trolox®/g, respectivamente. Los valores 

de pH, conductividad y actividad antioxidante no variaron significativamente después de 30 días 

de almacenamiento a 25 °C. 

______________________ 

*Trabajo de investigación 

** Facultad de ciencias. Escuela de Química. Programa de Maestría en Química. 

Directores: Prof. Elena E. STASHENKO, Ph.D., Prof. Jairo René MARTÍNEZ, Ph.D. 
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Abstract 

Title: Stability study and antioxidant properties of a microemulsion that incorporates extracts 

and essential oils from aromatic plants growing in Santander* 

Author: Juan Camilo HENRÍQUEZ SANABRIA** 

Keywords: Essential oil, extract, antioxidant, microemulsion, GC/MS, LC/MS. 

The skin is exposed to environmental factors, i.e., ultraviolet light, ionizing energy, or xenobiotic 

substances, that increase oxygen radical species (ROS). When ROS are in excess and exceed the 

human body antioxidant defenses, oxidative stress is generated, which causes damage to the 

main human body biomolecules and cause harm. Natural antioxidants such as flavonoids or 

phenolic acids can be extracted from the residue biomass resulting from distillation of aromatic 

plants and can be incorporated into a cosmetic product, such as microemulsions, with the aim of 

decreasing the effects of oxidative stress. 

In the present research, a microemulsion with antioxidant activity was developed and its stability 

was evaluated. The microemulsion incorporated a natural product from one of the following 

species: Calycolpus moritzianus, Piper marginatum Psidium sartorianum, Varronia curassavica 

and Wedelia calycina as the active ingredient. The active ingredient was selected based on the 

antioxidant activity results of essential oils, extracts and binary blends of these species. The 

antioxidant activity was measured by the ABTS+• and β-carotene colorimetric assays. The active 

ingredient was characterized by GC/MS, HPLC/DAD and UHPL-ESI-Orbitrap-MS. The 

microemulsion was stored for 30 days at three temperatures (5, 25 and 40 ° C) and its 

physicochemical stability was evaluated after storage. 

The P. sartorianum extract was selected as the active ingredient to incorporate into the final 

microemulsion because of its high antioxidant activity among the others essential oils, extracts 

and binary blends evaluated. In P. sartorianum extract were identified two proanthocyanidins, 

four flavanols, eight flavonols, four flavanones, two sesquiterpenols and two phenolic acids, 

being the ellagic acid the most abundant compound (400 mg/g extract). The ingredients selected 

for the microemulsion were avocado oil, water, propylene glycol, Tween® 80, P. satorianum 

extract and Piper marginatum essential oil (flavoring). The values of pH, viscosity, conductivity 

and antioxidant activity were: 5.6, 253 cP, 3.4 μS/cm and 43.7 μmol Trolox®/g, respectively. The 

pH, conductivity and antioxidant activity values did not vary significantly after 30 days of 

storage at 25 °C. 

______________________ 

*Research work 

** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Master’s in Chemistry. 

Supervisors: Prof. Elena E. STASHENKO, Ph.D., Prof. Jairo René MARTÍNEZ, Ph.D. 
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INTRODUCCIÓN 

El estrés oxidativo en un sistema biológico es una condición causada por un desequilibrio entre 

las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) o de nitrógeno (RNS, por sus 

siglas en inglés) y los antioxidantes en un sistema biológico (Sun y col., 2018). El estrés 

oxidativo produce daños en biomoléculas importantes como proteínas, lípidos y ADN, lo que 

puede generar diferentes condiciones patológicas como el envejecimiento prematuro, cáncer, 

aterosclerosis, hipertensión, entre muchas otras (Poljšak y Dahamane, 2012; Birben y col. 2012). 

Para un organismo humano, una de las opciones para disminuir el estrés oxidativo es consumir 

alimentos que contienen sustancias antioxidantes, como carotenos, vitamina C, polifenoles, entre 

otros (Li, 2011). Las plantas aromáticas producen metabolitos secundarios, muchos de los cuales 

poseen actividad antioxidante. Diversos estudios (Kulisic y col., 2004; Politeo y col., 2007; 

Stashenko y col., 2008; Sim y col., 2010;  Li y col., 2015) han mostrado que los AE y extractos 

obtenidos de estas plantas pueden poseer actividad antioxidante similar a la de sustancias 

sintéticas como el butilhidroxitolueno (BHT) o el butilhidroxianisol (BHA, por sus siglas en 

inglés). Sin embargo, se ha demostrado que gran parte de las sustancias antioxidantes de las 

plantas, como los polifenoles, se degradan en el tracto gastrointestinal, por lo que su efecto se ve 

fuertemente disminuido (Nagula y Wairkar, 2019). Una de las alternativa para evitar esto, es 

emplear antioxidantes tópicamente mediante su incorporación a un producto cosmético (Kim y 

Lee, 2018). En algunas investigaciones y patentes, se describen prototipos cosméticos 

desarrollados, en los que se usan productos naturales de plantas como ingredientes activos, por 

ejemplo, extractos de Ginkgo biloba, Camellia sinensis, Aspathus linearis y Sanguisorba 

officinalis, en cremas con función antioxidantes y antiarrugas (Chuarienthong y col., 2010; Kim 

y Lee., 2018). 
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Sin embargo, la capa cornea de la piel es una barrera que impide la penetración efectiva de las 

moléculas bioactivas hacia capas más profundas de la piel; por lo que muchas investigaciones se 

han encaminado hacia el desarrollo de nuevos sistemas que permitan una mejor penetración de 

estas sustancias. Durante los últimos 20 años, diferentes estudios (Kreilgaard, M., 2002; Hathout 

y col., 2010; Sae-Yoon y Sakdiset, 2020) han sugerido que las microemulsiones tienen el 

potencial de incrementar la penetración cutánea tanto para moléculas con carácter lipofílico 

como hidrofílico, en comparación con vehículos tradicionales. 

Las investigaciones previas del Centro Nacional de Investigaciones para Agroidustrialización de 

Especies Vegetales, Aromáticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM) (Stashenko y Martínez, 

2018), han permitido encontrar algunas de las especies aromáticas que crecen en Santander, y 

declararlas como promisorias; ello, con base en los resultados de rendimiento, composición 

química o actividad biológica de sus AE o extractos. Entre estas especies figuran Calycolpus 

moritzianus, Piper marginatum, Psidium sartorianum, Varronia curassavica y Wedelia calycina, 

que se seleccionaron para el desarrollo del presente trabajo de investigación.  

El objetivo principal de esta investigación fue el estudio de la estabilidad de una microemulsión 

antioxidante que incorpora productos naturales obtenidos de plantas promisorias que crecen en el 

departamento de Santander (Colombia). Para cumplir con este objetivo, de las plantas 

promisorias, previamente seleccionadas, se obtuvieron AE y extractos. La actividad antioxidante 

de los AE y extractos se midió usando los ensayos colorimétricos ABTS+. y del β-caroteno. Los 

componentes de la microemulsión se escogieron con base en un diagrama de fases 

pseudoternarias. La caracterización química de los ingredientes naturales incorporados en la 

microemulsión se realizó por técnicas cromatográficas y de espectrometría de masas. La 

microemulsión desarrollada fue almacenada bajo las siguientes tres condiciones: a 5, 25 y a 40 
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°C, y su estabilidad fisicoquímica se estudió midiendo el pH, viscosidad, conductividad; se 

determinó también su composición química y la actividad antioxidante. 

Los resultados mostraron que el extracto de Psidum sartorianum, rico en ácido elágico, presentó 

la actividad antioxidante más alta en comparación con los extractos de otras plantas evaluadas. 

La actividad antioxidante, el contenido del ácido elágico, el pH y la conductividad de la 

microemulsión fueron estables, después de almacenar la microemulsión durante 30 días a 25 °C. 

Futuras investigación se deberán enfocar en el estudio de efectividad de la microemulsión en 

modelos in vivo. 

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo de investigación se presentaron en cuatro 

eventos científicos: (1) 50th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ESSENTIAL OILS, realizado 

del 9 al 11 de septiembre de 2019 en Viena (Austria), en modalidad póster, titulado “Use of 

essential oils and natural extracts of plants that grown in Santander as antoxidants in a cosmetic 

product”; (2) I SIMPOSIO DE QUÍMICA-UIS, realizado virtualmente del 3 al 4 de diciembre de 

2020, en modalidad de ponencia oral, titulada “Evaluación de la actividad antioxidante de aceites 

esenciales, extractos y mezclas binarias, de plantas aromáticas que crecen en Santander”; (3) 23rd 

INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ADVANCES IN EXTRACTION TECHNOLOGIES 

(ExTech XXIII), realizado del 30 de junio al 2 de julio de 2021, de forma virtual, en modalidad 

póster, titulado “Chemical composition and antioxidant activity of essential oils from Piper 

marginatum and Varronia curassavica” y (4) 34° CONGRESO LATINOAMERICANO DE 

QUÍMICA (CLAQ 2020), realizado del 11 al 15 de octubre del 2021 en Cartagena (Colombia), 

en modalidad de ponencia oral, titulada “Estudio de estabilidad y propiedades antioxidantes de 

una microemulsión que incorpora extracto de Psidium sartorianum y AE de Piper marginatum”. 
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Esta investigación fue financiada por el Banco Mundial y dirigida por Minciencias, 

Mineducación, Mincomercio e ICETEX, convocatoria Ecosistema Científico - Colombia 

Científica, Fondo Francisco José de Caldas, Contrato RC-FP44842-212-2018, Programa Bio-

Reto XXI-15:50. 

2. MARCO REFERENCIAL 

2.1 MARCO TEÓRICO 

2.1.1. La piel y el estrés oxidativo. 

La piel es el órgano humano más extenso, su área superficial es entre 1,5 y 2,0 m2 (Nichols y 

Kativar, 2010), sirve como barrera protectora contra daños mecánico, químico y la pérdida de 

humedad. La piel actúa como regulador de la temperatura (Niki, 2015) y se encuentra dividida, 

grosso modo, en epidermis, dermis y capa subcutánea (Véase Figura 1).  

La epidermis es la capa exterior de la piel y se encuentra dividida en cuatro capas, a saber: 

córnea, granular, espinosa y basal, que actúan como la mayor barrera de la piel. La capa córnea 

es la capa más externa y dura de la epidermis, está compuesta por queratinocitos que han perdido 

su núcleo, actúa como una membrana semipermeable e inhibe la entrada de microbios y 

sustancias químicas. La capa granular está compuesta, principalmente, por queratinocitos planos 

y actúa como una barrera de fluidos como el agua. La capa espinosa está conformada por 

queratinocitos que están unidos entre sí por desmosomas, responsables de mantener la estructura 

y la integridad de la piel. La capa basal está directamente unida a la dermis (Nagula y Wairkar, 

2019). 
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La dermis es una capa rica en capilares sanguíneos que proporcionan soporte y nutrición a las 

células de la epidermis. Esta capa de la piel se encuentra dividida en dos secciones, i.e., dermis 

papilar y reticular. La dermis papilar es una capa delgada que está compuesta por colágeno 

libremente dispuesto. La dermis reticular es una capa fina que contiene grasa subcutánea. La 

mayoría de las células de la dermis son fibroblastos, mastocitos y macrófagos. 

La capa subcutánea consiste en adipocitos que le confieren la propiedad de termorregulación, 

aislamiento del cuerpo y de sistema de almacenamiento de energía. Los adipocitos en la capa 

subcutánea son de dos tipos, blancos y marrones (Nagula y Wairkar, 2019). 

Figura 1. Representación de la piel. Tomado de Nagula y Wairkar (2019), con modificaciones. 

 

La piel está expuesta constantemente a diversos efectos ambientales, como la luz ultravioleta, 

radiación ionizante, oxígeno, entre otros, que aumentan la cantidad ROS y RNS en la piel. Los 

ROS incluyen el anión superóxido radical (O2
-•), peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo 

(OH•) y oxígeno singulete (1O2), que es una especie molecular excitada (Poljšak y Dahamane, 

2012a). Los ROS son altamente reactivos, exhiben acciones contra microorganismos patógenos y 
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disminuyen la probabilidad que entren al organismo, previniendo así la infección del cuerpo. La 

acumulación excesiva de ROS genera un estrés oxidativo, conduce a la degradación de los 

constituyentes celulares, daño a las principales biomoléculas, i.e., ácidos desoxirribonucleicos, 

lípidos y proteínas, y al desarrollo de condiciones patológicas como cáncer, desórdenes 

neurológicos, aterosclerosis, hipertensión, diabetes, envejecimiento prematuro, entre muchas 

otras (Poljšak y Dahamane, 2012a; Birben y col. 2012). 

Los ROS pueden provenir de medios enzimáticos y no enzimáticos. Algunas de las enzimas que 

generan ROS, tanto como producto principal como subproducto, incluyen las relacionadas con la 

cadena de trasporte de electrones mitocondrial, como NADPH oxidasa, xantioxidorreductasa, 

peroxisomaloxidasas, enzimas de la familia del citocromo P450, ciclooxigenasas y 

lipooxigenasas (Rinnerthaler y col., 2015). 

2.1.2. Metabolitos secundarios de plantas como fuente de antioxidantes 

Los antioxidantes se definen como cualquier sustancia capaz de prevenir, reducir o reparar el 

daño inducido por ROS/RNS a otra sustancia, y en sistemas biológicos se definen como 

moléculas que, al estar presente en bajas concentraciones, comparadas con los sustratos 

oxidables, protegen, previenen o reducen los procesos de oxidación destructivos de biomoléculas 

(Halliwell, 2007).  

Los antioxidantes, según su fuente, se clasifican en endógenos o exógenos. Los endógenos se 

producen en células y se clasifican como antioxidantes proteicos (peróxido dismutasa, catalasa, 

ferretina, metalotioneina, entre otros) y no-proteicos (formas reducidas de glutatión y 

bilirrubina). Los exógenos son aquellos antioxidantes que no se fabrican en las células, sino 

provienen de la dieta o como aditivos sintetizados en el laboratorio. Algunos ejemplos de los 
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antioxidantes provenientes de la dieta son las vitaminas A, C y E y polifenoles (Li, 2011). Los 

antioxidantes naturales provenientes de plantas son cada vez más importantes en alimentos, en 

medicina preventiva y en productos cosméticos (Yanishlieva y col., 2006).  

Algunos AE poseen actividad antioxidante por lo que se promocionan como sustitutos de los 

antioxidantes sintéticos en aplicaciones prácticas (Li y col., 2014). Los AE son mezclas 

complejas principalmente de terpenoides y derivados de fenilpropanoides volátiles (Fokou y col., 

2020), se obtienen de flores, semillas, hojas, tallos, cortezas, madera, raíces o rizomas de plantas 

aromáticas, por métodos destilativos como arrastre con vapor, destilación con agua-vapor o 

hidrodestilación. Cuando se emplean solventes, por ejemplo, hexano o fluido supercrítico, se 

obtienen extractos y no AE (Stashenko, 2009). Diferentes investigaciones han demostrado la 

actividad antioxidante de los AE (Viuda‐Martos y col., 2010; Olivero-Verbel y col., 2010; 

Dawidowicz y Olszowy, 2014). Stashenko y col. (2008), por ejemplo, determinaron la actividad 

antioxidante mediante el ensayo de decoloración del catión-radical del ácido 2,2-azinobis-(3-etil-

benzotiozolin-6-sulfónico) (ABTS, por sus siglas en inglés) de dos AE de la especie Lippia 

origanoides. Los resultados de esta investigación mostraron que la actividad antioxidante del AE 

destilado de esta especie vegetal, rica en carvacrol, fue superior a la de BHT y similar a la del α-

tocoferol. 

En la investigación realizada por Wang y col. (2017) se evaluó la actividad antioxidante, usando 

cinco ensayos diferentes, de 26 AE comerciales. La actividad antioxidante más alta se obtuvo 

para los AE de clavo (rico en eugenol) y tomillo (rico en timol y carvacrol). Las estructuras 

químicas de estas tres moléculas se muestran en la Figura 2. Algunos estudios (Ruberto y 

Baratta 2000; Mastelic y col., 2008; Horvathova y col., 2014) han mostrado que los fenoles 

terpénicos timol, carvacrol y eugenol presentaron actividades antioxidantes altas, cercanas a las 
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de sustancias de referencia como el BHT, α-tocoferol, los ácidos gálico y ascórbico; muchos AE 

que contienen estos fenoles terpénicos presentan también una actividad antioxidante alta.  

Figura 2. Estructuras químicas de los fenoles terpénicos carvacrol, timol y eugenol. 

 

Los flavonoides, que constituyen otro grupo de antioxidantes naturales, son una clase de 

metabolitos secundarios presentes en plantas vasculares (Agati y col. 2012). Los flavonoides son 

polifenoles de peso molecular relativamente bajo; en las plantas participan en procesos de 

pigmentación, inmunización, protección UV y estimulación en la fijación de nitrógeno. La 

estructura básica de los flavonoides consiste en tres anillos fusionados de C6 - C3 - C6, 

etiquetados como A, C, y B (Patil y Masand, 2018) (Véase Figura 3.) Los diferentes niveles de 

oxidación y patrón de sustitución del anillo C, dan lugar a diferentes clases de compuestos como 

flavonas, flavononas, flavanoles, flavonoles, flavononoles, isoflavonas y antocianinas; mientras 

que los compuestos individuales, en cada clase, difieren en el patrón de sustitución de los anillos 

A y B (Singla y col., 2019).| 

Carvacrol Timol Eugenol
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Figura 3. Estructura general de los flavonoides. 

 

Los siguientes son dos procedimientos más comunes para la obtención de los flavonoides: (1) 

extracción líquido-líquido y (2) extracción sólido-líquido. Las técnicas más empleadas son 

extracción Soxhlet, extracción con solventes asistida por ultrasonido y extracción con fluido 

supercrítico (Stalikas, 2007). Los solventes frecuentemente usados para la extracción de 

flavonoides son metanol, etanol, acetona, éter etílico y acetato de etilo y para la extracción de 

flavonoides muy polares se recomienda el uso de mezclas alcohol-agua (Khoddami y col., 2013). 

Los mecanismos de acción de los flavonoides y, en general, de los antioxidantes, pueden incluir 

entre otros los siguientes: (1) la disminución de las ROS, por inhibición de enzimas o quelación 

de trazas de elementos (iones metálicos) involucrados en la producción de radicales libres; (2) la 

reacción directa con las ROS y (3) la regulación o la activación de las defensas antioxidantes 

propias en las células. Las investigaciones realizadas (Burda y Oleszek, 2001) con flavonoides 

han evidenciado que la actividad antirradicalaria depende de la estructura y de los sustituyentes 

del heterociclo y del anillo B. Los aspectos más determinantes de esta capacidad es la presencia 

de un grupo catecol en el anillo B, que puede donar electrones, por lo que es blanco de radicales, 

y el enlace doble 2,3- conjugado con el grupo 4-oxo, responsable de la deslocalización efectiva 

de electrones. La presencia de un grupo 3-hidroxilo en el heterociclo incrementa la actividad 
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antirradicalaria, mientras que grupos hidroxilo en las posiciones 3´, 5 y 7 de los anillos A y C, 

parecen ser menos importantes (Pietta, 2000). 

Muchas especies vegetales de las familias Asteráceas, Poáceas, Mirtáceas, Zingeráceas, entre 

otras, han sido empleadas para la obtención de extractos con actividad antioxidante alta. En la 

investigación realizada por Saleem y col. (2020) se obtuvieron extractos de partes aéreas y raíces 

de Filago germanica L. (Asteráceas), usando diclorometano y metanol como solventes. La 

actividad antioxidante de los extractos se determinó mediante los ensayos ABTS+•, capacidad 

antioxidante reductora de iones cúpricos (CUPRAC, por sus siglas en inglés) y quelación de 

iones metálicos. Los resultados de esta investigación mostraron que los extractos obtenidos con 

metanol de las partes aéreas de F. germanica presentaron la actividad antioxidante más alta, 

medida por los métodos de ABTS+• y CUPRAC. Según el análisis de composición química 

realizado por HPLC-DAD, en el extracto aparece la epicatequina y el ácido 3-OH-benzoico, en 

concentraciones de 1,8 y 1,7 µg/g muestra, respectivamente. 

Las investigaciones realizadas en CENIVAM con especies aromáticas que crecen en Santander 

han permitido destacar algunas plantas como promisorias, según rendimiento, composición 

química y actividad biológica de sus AE o extractos; por lo que estas especies merecen mayor 

atención y estudios, ya que pueden ser potenciales fuentes de moléculas con propiedades 

antioxidantes (Stashenko y Martínez, 2018). Como especies promisorias, se destacaron 

Calycolus moritzianus, Piper marginatum, Psidium sartorianum, Varronia curassavica y 

Wedelia Calycina. 
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2.1.2.1 Calycolpus moritzianus 

C. moritzianus es un árbol que crece entre los 800 y 3600 m.s.n.m., lo llaman coloquialmente 

“arrayán”, la planta pertenece a la familia Mirtáceas. Muchas plantas de esta familia se emplean 

por sus maderas, AE, frutas ricas en vitamina C y antioxidantes (Fermin, 2010). De C. 

moritzianus se obtiene un AE con contenido alto de 1,8-cineol (13-50%), limoneno (20-46%), α-

pineno (3-12%), terpinen-4-ol (1-6%), trans-β-cariofileno (1-10%) y guaiol (2-12%) (Yáñes-

Rueda y col., 2009). El AE de C. moritzianus posee las siguientes actividades biológicas: 

antibacterial, contra Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (Díaz y col, 2008) y 

citotóxica contra la líneas de células tumorales HeLa (Yáñes-Rueda y col., 2009), mientras que 

su toxicidad es baja (Velandía y col., 2016). En los extractos de las hojas de C. moritzianus se 

han identificado kaempferol, miricetina y luteolina (Rivero y col., 2013). 

2.1.2.2 Piper marginatum 

P. marginatum (Piperáceas) es un arbusto que crece abundantemente en la región amazónica y se 

conoce popularmente como “malvaísco”. Los extractos de sus hojas han sido empleados en la 

medicina popular para tratar problemas de hígado y de vesícula, se usan también como tónico 

con acción carminativa y antiespesmodica (Reigada y col, 2007). Estudios de composición 

química de sus extractos (de Santos y col., 1998; Reigada y col, 2007; Brú y Guzman; 2016) han 

mostrado la presencia de propiofenonas, amidas, flavonoides, fenilalkaloides y aristolactamas. 

En el AE destilado de las partes aéreas de P. margiantum de Brasil, se encontraron como 

compuestos mayoritarios trans-β-cariofileno (16-26%), cis-asarona (4-30%), trans-asarona (6-33 

%) y patchulol (7-13 %) (Ribeiro y col., 2016). En el AE destilado de plantas que crecen en 

Colombia, se encontraron componentes mayoritarios biciclogermacreno (23%), trans-β-

cariofileno (16%) y 2-metoxi-4,5-metilendioxilpropiofenona (12%); este AE mostró una 
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actividad antioxidante cuatro veces superior a la de la sustancia de referencia, BHT (Saavedra, 

2015). 

2.1.2.3 Psidium sartorianum 

P. sartorianum pertenece a la familia Mirtáceas. Es un árbol que puede crecer hasta 20-28 m de 

altura (Tuler y col, 2017), se caracteriza por sus pequeños frutos muy aromáticos (Pino y col. 

2003) y se conoce popularmente como “guayabito” o “arrayán”. Los extractos de P. sartorianum 

poseen actividades antibacterial (Pio y col., 2013) y antifúngica (Camacho y col., 2004); sin 

embargo, no se encontraron reportes sobre su composición química. El AE destilado de P. 

sartorianum es rico en limoneno, α-pineno y trans-β-cariofileno (Tucker y col., 1995; Pino y col. 

2003). 

2.1.2.4 Varronia curassavica 

V. curassavica (Boragináceas) es un arbusto de 0.5 a 4 m de altura, que crece desde el nivel del 

mar hasta los 2000 m.s.n.m. (Gómez y col., 1999). Los nombres científicos con los que 

generalmente se pueden encontrar reportes sobre esta planta son C. salicina, C. curassavica, C. 

cylindristachia (Fernández y col., 2007) y C. verbenácea (Sciarrone y col, 2017). Diversas 

actividades biológicas fueron reportadas para esta especie, entre ellas, se destacan la 

antiflamatoria (Fernández y col., 2007), la antiedematigénica (Bayeux y col., 2002), la 

antibacteriana (Hernández y col., 2003) y la antioxidante (Michielin y col., 2011). Algunos 

estudios (Santos y col., 2013; Ioset y col., 2000) han reportado efecto citoestático para varios 

tipos de células cancerígenas, actividad contra el fitopatógeno Cladosporium cucumerinum, la 

levadura Candida albicans y la larva del mosquito transmisor de la fiebre amarilla Aedes 

eagypti. Se han realizado diferentes estudios (Velde y col., 1982; Gómez y col., 1999, Ioset y 
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col., 2000; Bayeux y col., 2002; Santos y col., 2013; Hernández y col., 2014; Sciarrone y col, 

2017) sobre la obtención de extractos y AE de V. curassavica. En los extractos se encontraron 

dos flavonas: 5,6'-dihidroxi-3,6,7,3',4'-pentametoxiflavona y artemitina, dos triterpenoides 

cordialin A, cordialin B (Velde y col., 1982; Bayeux y col., 2002) y las cordiaquinonas A, B, J, y 

K (Ioset y col., 2000). En el AE de V. curassavica se hallaron como compuestos mayoritarios β-

terpineno, α-pineno y sabineno (Gómez y col., 1999; Sciarrone y col, 2017), α-santaleno (Santos 

y col., 2013), tricicleno y germacreno D (Hernández y col., 2014). 

2.1.2.5 Wedelia calycina 

W. calycina es una plata perenne, que pertenece a la familia Asteráceas, y se caracteriza por 

poseer un olor muy distintivo. De plantas de W. calycina, recolectadas en el Estado de Sucre 

(Venezuela), se destiló el AE con un rendimiento relativamente bajo de 0.025%, rico en 

sesquiterpenos, e.g., germacreno D (8.8%), como componente mayoritario, seguido de 3,3,7,7-

tetrametil-5-(2-metil-1-propenil)-triciclo[4.1.0.0(2,4)]heptano (8.7%), β-sesquifelandreno 

(7.9%), óxido de cariofileno (5,1%) y octahidro-4,8,8,9-tetrametil-,1,4-metanoazulen-7(1H)-ona. 

Este AE tuvo actividad moderada contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus 

luteus y Klebsiella pneumonieae, auque no ejerció actividad contra Escherichia coli, ni contra 

Enterococcus feacalis (Villarroel y col., 2015). Se han obtenido extractos de W. calycina usando 

cloroformo, se encontraron diterpenos de la familia de ent-caurenos (Herz y Kulanthaivel, 1984). 

Los ent-caurenos exhiben propiedades farmacológicas incluyendo antibacterial, antitumoral, 

antiviral y antiinflamatoria (Ding y col., 2017). En literatura científica no se encontraron reportes 

sobre la actividad antioxidante de su AE o extractos. 
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2.1.3. Sinergismo 

El sinergismo se observa cuando una mezcla de dos o más sustancias, añadidos al mismo 

sistema, produce un efecto más pronunciado que el presentado por las sustancias individuales. 

Existe dos posibles efectos adicionales que se pueden conseguir al combinar sustancias, i.e., 

antagónico y aditivo (Wang y col., 2011). 

Diferentes estudios (Yao y col., 2012; Sharma y col. 2020; Tadtong y col., 2014) se han 

enfocado en el estudio del sinergismo o antagonismo de productos naturales en una variedad de 

actividades biológicas, incluyendo la actividad antioxidante. Sharma y col. (2020) investigaron la 

actividad antioxidante de seis AE y sus mezclas binarias, por el ensayo del radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH, por sus siglas en inglés). Los efectos de cada una de las mezclas (sinérgico, 

antagónico o aditivo) se determinaron por la transformación de los datos experimentales de 

actividad antioxidante en valores de concentración inhibitoria fraccionada. Según los resultados 

obtenidos por Sharma y col. (2020) el AE de Ocimun gratissimum presentó la actividad 

antioxidante más alta, seguida de loa AE de Cymbopogon winterianus y Mentha longifolia. Las 

mezclas binarias que mostraron un efecto sinérgico fueron O. gratissimum + Vitex negundo y O. 

gratissimum + Cymbopogon flexuosus. Las mezclas de los AE de O. gratissimum + C. 

winterianus y O. gratissimum + M. longifolia descubrieron efectos antagónicos. Las mezclas 

binarias de los AE de O. gratissimum, C. winterianus y V. negundo, con el antioxidante sintético 

BHT, presentaron un efecto sinérgico.  

2.1.4 Métodos para la determinación de la actividad antioxidante 

Los métodos para la determinación de la actividad antioxidante se pueden dividir en dos grupos 

grandes, a saber: (1) in vitro e (2) in vivo. Los métodos in vivo implican que las muestras para 
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evaluar se administran a animales de laboratorio con un régimen definido de dosis descritito para 

cada método. Después de un periodo dado, los animales se sacrifican y su sangre y tejidos se 

toman para el análisis. Los siguientes son los principales métodos in vivo: capacidad reductora 

férrica del plasma, estimación del glutatión reducido, estimación del glutatión peroxidasa, 

glutatión-S-transferasa, método de superóxido dismutasa, catalasa, ensayo de la actividad de la γ-

glutamil transpeptidasa, ensayo de peroxidación lipídica y ensayo de lipoproteínas de baja 

densidad (Alam y col., 2013). 

En los métodos in vitro, generalmente, se emplean trampas de radicales libres; son métodos más 

sencillos para realizar, comparados con los modelos in vivo (Alam y col., 2013). Los principales 

incluyen autografía por cromatografía de capa fina, ensayo de actividad antioxidante celular, 

método de oxidación del sustrato colorante, capacidad antioxidante reductora del ion cúprico, 

quimioluminiscencia mejorada, ensayo de reducción del radical DPPH•, ensayo del poder 

antioxidante de reducción de hierro, ensayo de la capacidad de absorción del radical oxígeno 

(ORAC, por sus siglas en inglés), ensayo de decoloración del catión-radical ABTS+•                          

(Véase Figura 4) (Badarinath y col., 2010) y decoloración del β-caroteno (Marco, 1968). 

Figura 4. Estructura química del ácido 2,2′-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfónico) (ABTS). 
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Miller y col. (1993) por primera vez describieron el ensayo de ABTS, que está basado en la 

técnica de colorimetría. En este ensayo la capacidad de los antioxidantes se mide por la 

disminución del catión-radical ABTS+•, que puede desarrollarse por dos mecanismos. El primero 

se da por la detención inicial de la oxidación y prevención de la producción del ABTS+•. Este 

catión-radical se produce, cuando el ácido 2,2′-azinobis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfónico) 

(ABTS) se incuba con una peroxidasa y peróxido de hidrógeno. La interacción de este catión-

radical con la ferril mioglobina produce un color azul-verdoso (Badarinath y col., 2010). Sin 

embargo, la reacción es ambigua, porque los antioxidantes pueden reaccionar con el radical 

oxidante inicial, la metmioglobina o el ABTS+•, lo que puede causar una sobreestimación de la 

actividad antioxidante (Schaich y col., 2015). El segundo mecanismo está relacionado con la 

reacción directa con el ABTS+•, lo que permite evitar el problema del primer mecanismo. El 

ABTS+• puede ser generado directamente, con un alto rendimiento mediante el uso de persulfato 

de potasio como agente oxidante. Los antioxidantes reaccionan únicamente con el ABTS+• y el 

color se disminuye con el avance de una sola reacción. La capacidad antioxidante generalmente 

se reporta como equivalente de Trolox® (Schaich y col., 2015). 

El ensayo de decoloración de β-caroteno fue descrito por Marco (1968) y modificado 

posteriormente por Miller (1971). El fundamento del ensayo consiste en la minimización de la 

pérdida del β-caroteno por una oxidación acoplada, inducida térmicamente, en una emulsión 

(aceite/agua) de ácido linoleico y β-caroteno. El ácido linoleico contiene 18 átomos de carbono, 

un grupo polar (ácido) y una cola no-polar (hidrocarburo); posee dos enlaces dobles en las 

posiciones cis-C-9-C-10 y cis-C-12-C-13. La presencia de los dos enlaces dobles alrededor del 

carbono C11, debilita el enlace C11-H (Schneider, 2009). La sustracción de un átomo de 

hidrógeno en C11, proceso esencialmente irreversible, por algún oxidante fuerte, como por 
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ejemplo, el radical hidroxilo (OH•) (Girotti, 1985), resulta en la formación de un radical del ácido 

linoleico (radical pentadienilo), con deslocalización de electrón entre los átomos C-9 y C-13. El 

siguiente paso en la oxidación del ácido linoleico es la adición reversible de oxígeno para la 

formación del radical peroxilo, que puede tener lugar en las posiciones C-9, C-11 y C-13, con un 

tiempo de vida media entre los milisegundos y segundos.  

Los radicales peroxilo reaccionan con el β-caroteno (Véase Figura 5), que es un pigmento 

natural de 40 átomos de carbono, biosintetizado a partir de ocho unidades de isopreno, altamente 

insaturado (Shon, 2003), dando como resultado la formación de un radical β-carotenilo estable. 

Esta reacción disminuye la cantidad enlaces dobles del β-caroteno y como consecuencia la 

molécula pierde sus propiedades cromóforas y su color naranja característico. Este proceso 

puede ser monitoreado mediante espectroscopia, en el máximo de absorción del β-caroteno 

λ=470 nm (Jayaprakasha, 2001). La presencia de un antioxidante en la emulsión entrará en 

competencia con el β-caroteno por atrapar los radicales peroxilo (Moon y Shibamoto, 2008). En 

el ensayo de decoloración del β-caroteno, los antioxidantes hidrofóbicos presentan mayor 

eficiencia en la actividad antioxidante que los antioxidantes hidrofílicos, por su disponibilidad en 

la fase oleosa; aquellos, que se combinan mejor en la fase lipídica, interactuarán más 

eficientemente con los radicales peroloxilo [Miraliakbari y Shahidi, 2008]. 



MICROEMULSIÓN ANTIOXIDANTE  

36 

 

Figura 5. Estructura del β-caroteno. 

 

2.1.5 Análisis químico de metabolitos secundarios. 

Debido a la gran diversidad de metabolitos secundarios que pueden encontrarse en las plantas, 

existen también, varios métodos para su análisis cualitativo o cuantitativo. Las técnicas que más 

se emplean son cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC/MS, por sus 

siglas en inglés), cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC/MS, por sus 

siglas en inglés), resonancia magnética nuclear (RMN), electroforesis capilar, entre otras. La 

técnica empleada se escoge según la naturaleza de los analítos, es decir, su peso molecular, la 

volatilidad, la reactividad, la termoestabilidad, entre otras propiedades (Hill y Roessner, 2013). 

La técnica GC/MS es idónea para el análisis de compuestos volátiles, termoestables, no iónicos, 

de peso molecular y polaridad bajos (Ernst y col., 2014). Esta técnica permite la separación de 

componentes de una mezcla y su posible identificación mediante la comparación de los espectros 

de masas obtenidos para cada componente y sus índices de retención con los reportados en 

literatura (Stashenko y Martínez, 2010). 

La combinación de GC/MS con un sistema de micro-extracción en fase sólida (SPME, por sus 

siglas en inglés) permite la preparación de la muestra para el análisis de compuestos volátiles o 

semivolátiles en varios tipos de matrices. Este método no requiere el uso de solventes, se emplea 

menor volumen de muestra, los tiempos de análisis son más cortos y se logra una sensibilidad 
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alta (Stashenko y Martínez, 2007); la SPME se emplea para el estudio de los metabolitos 

secundarios de plantas tanto in vivo, como in vitro (Zhu y col., 2013). 

Para el análisis de metabolitos secundarios no volátiles como los flavonoides se usa 

cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés), que puede estar 

acoplada a un detector de arreglo de diodos (DAD, por sus siglas en inglés) o a un detector de 

espectrometría de masas (MS). Este último acoplamiento (LC/MS) emplea diferentes 

configuraciones e interfaces para la separación de mezclas complejas de compuestos y su 

posterior ionización, detección e identificación estructural (Mandel, 2017). 

2.1.6 Productos cosméticos  

Un producto cosmético es toda aquella sustancia o formulación destinada a ser puesta en 

contacto con las partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y capilar, 

uñas, labios y órganos genitales externos) o con los dientes y las mucosas bucales, con el fin 

exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar o mejorar su aspecto, protegerlos, 

mantenerlos en buen estado o corregir los olores corporales (Federal Food, Drug, and Cosmetic 

Act). Esta definición incluye a las fragancias, así como a los productos para el cuidado de uñas, 

cabello, labios y piel (Smith y col., 2016). Sin embargo, esta definición no es universal. Algunos 

productos que son considerados como cosméticos en Europa pueden ser clasificados como 

fármacos en los Estados Unidos, como es el caso de los productos de pantalla solar, anti-

transpirantes, preparaciones anticaspa u otros (Nohynek y col. 2010). Desde el punto de vista del 

cuidado de la piel, los productos cosméticos tienen el propósito de suministrar lípidos y humedad 

a la piel (Brummer, 2006). 
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Muchos productos cosméticos comerciales son emulsiones, que son sistemas heterogéneos, 

termodinámicamente inestables, que tienden colapsar con el tiempo, debido a mecanismos 

fisicoquímicos como separación de fases por gravedad, floculación, coalescencia, maduración de 

Ostwald o inversión de fases (Otto y col., 2009). Las emulsiones comprenden al menos dos fases 

líquidas inmiscibles, donde un líquido está disperso (fase dispersa) en otro líquido (fase 

dispersante) en forma de pequeñas gotas esféricas, que se encuentran en un rango entre los 100 

nm y los 100 μm (McClements, 2012). Las emulsiones cosméticas se clasifican en emulsiones 

simples y dobles. Las emulsiones simples están divididas en dos tipos: (1) emulsión agua en 

aceite (W/O, por sus siglas en inglés) y (2) emulsión aceite en agua (O/W, por sus siglas en 

inglés). Las emulsiones dobles son del tipo agua en aceite en agua (W/O/W) o aceite en agua en 

aceite (O/W/O) (Kim y Lee, 2018).  

En el caso de los productos cosméticos con propiedades antioxidantes, se busca que las 

sustancias que hacen parte de los principios activos sean capaces de penetrar la piel, por lo que 

uno de los mayores retos en el desarrollo de productos tópicos es aumentar la absorción del 

principio activo, sin inducir alteraciones irreversibles de la función de barrera cutánea 

(Kreilgaard, M., 2002). 

Durante los últimos 20 años, un gran número de estudios (Vicentini y col., 2008; Hathout y col., 

2010; Lopes y col., 2010; Sae-Yoon y Sakdiset, 2020) ha mostrado que las microemulsiones 

incrementan la penetración cutánea tanto de moléculas con carácter lipofílico como hidrofílico, 

comparadas con vehículos tradicionales. 
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2.1.6.1 Microemulsiones 

Las microemulsiones fueron descritas por primera vez por Hoar y Schulman (1943), como 

sistemas líquidos, constituidos principalmente por una fase oleosa, agua, surfactante y en 

ocasiones, co-surfactante. Las microemulsiones tienen un amplio rango de combinaciones entre 

las fases oleosas, agua y surfactantes, sin embargo, en ocasiones, para una composición dada, 

este rango puede ser muy estrecho. La región de existencia es típicamente descrita a través de 

diagramas de fases pseudoternarias (Kreilgaard, M., 2002). 

Schulaman y col. (1959) describieron algunas de las condiciones que se deben cumplir para la 

formación de las microemulsiones, entre éstas, una tensión interfacial muy baja en la interfaz 

agua-aceite, la formación de una capa interfacial altamente fluida de surfactante, y la penetración 

y asociación de las moléculas en la fase oleosa con la capa interfacial del surfactante. La 

introducción de un co-surfactante al sistema permite, generalmente, la disminución de la tensión 

interfacial y un aumento de su fluidez. 

Contrario a las emulsiones convencionales, las microemulsiones son termodinámicamente más 

estables, ópticamente isotrópicas, se forman espontáneamente cuando se mezclan en las 

proporciones adecuadas, sin requerir energía mecánica adicional. Las microemulsiones son más 

pequeñas que las longitudes de onda de la luz visible (λ<150 nm) y pueden presentar tres tipos 

de estructuras, a saber: (1) gotas miscelares (O/W); (2) gotas miscelares invertidas (W/O) y (3) 

estructuras bicontinuas (Sjöblom, y col., 1996). 

Debido a que la formación de las microemulsiones es un proceso enérgicamente favorable, estas 

pueden formarse espontáneamente, con solo mezclar los componentes que las conforman. El 

proceso de formación de las microemulsiones está gobernado por la Ecuación 1. 
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∆𝐺 =  𝛾∆𝐴 − 𝑇∆𝑆                             Ecuación 1. 

Donde ΔG es la energía libre del sistema de la microemulsión, γ es la tensión en la interfaz O/W, 

ΔA es la variación del área interfacial, T es la temperatura y ΔS es la variación de la entropía del 

sistema. Para que el sistema sea energéticamente favorable, su energía libre (ΔG) debe ser 

negativa. El incremento del número de gotas produce un aumento del ΔA, sin embargo, la 

tensión de la interfaz baja y el aumento de la entropía que ocurren en el sistema de la 

microemulsión contrarrestan el valor de ΔA. El uso de calentamiento o agitación suele emplearse 

para superar la barrera cinética o para acelerar los arreglos de las moléculas surfactantes (Pavoni 

y col., 2020). 

En equilibrio las microemulsiones pueden caer en una de cuatro categorías, i.e., microemulsiones 

Winsor tipo I, II, III, o IV. En una microemulsión tipo Winsor I, existen dos fases, en una fase la 

microemulsión (O/W) y el exceso de aceite se ubica en la otra fase. En la Winsor II, el 

surfactante forma una microemulsión (W/O) y el exceso de agua está en una fase separada. En la 

del tipo III, existen tres fases, una fase constituida por la microemulsión de agua y aceite, en otra 

fase está el exceso de agua, y en otra, el aceite se encuentra en exceso. La microemulsión Winsor 

tipo IV, se caracteriza por una sola fase homogénea (Ruckenstein, 1999). 

La estructura interna de las microemulsiones constituye un aspecto fundamental para el 

desarrollo de este tipo de sistemas, que pueden ser complejos, por lo que se requieren técnicas 

instrumentales sofisticadas para su descripción, entre ellas, figuran RMN, dispersión de rayos X 

de ángulo pequeño, dispersión de neutrones de ángulo pequeño y dispersión dinámica de luz. 

Métodos macroscópicos empleados para la descripción física de las microemulsiones incluyen la 
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medición de la viscosidad, conductividad, permisividad dieléctrica, conductividad térmica, 

calorimetría y espectroscopia infrarrojo (Moulik y Paul, 1998). 

2.1.6.1 Pruebas de estabilidad 

Las pruebas de estabilidad están compuestas por una serie de ensayos que buscan brindar 

información sobre la estabilidad de un producto cosmético o farmacéutico y permiten determinar 

el tiempo de vida media y la fecha de expiración, bajo ciertas condiciones de almacenamiento y 

empaque. Las pruebas realizadas por periodos largos, generalmente, proporcionan datos de 

degradación del producto más significativos. Sin embargo, para el desarrollo de nuevos 

productos se requiere de información sobre su estabilidad en un menor tiempo. Por esta razón, se 

usan pruebas de estabilidad aceleradas para evaluar de forma preliminar la estabilidad de las 

formulaciones desarrolladas. Estas pruebas de estabilidad aceleradas requieren menor tiempo 

entre pruebas y se desarrollan bajo diferentes condiciones de temperatura y humedad 

(Iskandarsyah y Ranhman, 2018). 

2.2 MARCO DE ANTECEDENTES 

2.2.1. Panorama general de las investigaciones en productos cosméticos 

Los productos cosméticos son un sector importante en la economía mundial. Según el Centro de 

Comercio Internacional (ITC, por sus siglas en inglés), los productos cosméticos, que incluyen 

las cremas para el cuidado de la piel, los productos de belleza y para las uñas, generaron ventas 

superiores a 62 mil millones de dólares en el 2019 (ITC, fecha de consulta: 9 de abril de 2021). 

En el 2019, los principales actores económicos en el mercado de los productos cosméticos como 

exportadores fueron Francia (16%), Singapur (10%), los Estados Unidos (9,8%), Corea del Sur 
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(8,5%) y Japón (7,1%). Colombia ocupó la posición 29 y aportó solo el 0,3% de las 

exportaciones mundiales. Los países que adquirieron productos cosméticos colombianos 

estuvieron localizados principalmente en Latinoamérica, entre ellos figuran, México (27%), Perú 

(19%), Ecuador (18%), Chile (9%) y Panamá (4%). En cuanto a las importaciones, en el año 

2019, Colombia adquirió productos cosméticos por un valor cercano a los 140 millones de 

dólares, sus principales proveedores fueron los Estados Unidos (18%), seguidos de Francia 

(12%), Brasil (12%), España (11%), China (10%) y otros (ITC, 2021). 

Según la búsqueda bibliografía realizada en la base de datos Scopus (Elsevier, 2020), desde 1857 

se han publicado 96.422 trabajos sobre productos cosméticos. En la Figura 6, se muestran los 

diez países con mayor número de publicaciones: los Estados Unidos, con 22.614 documentos 

(artículos originales y de revisión, capítulos de libros y otros), seguido de Alemania (6.082 

documentos), China (5.804 documentos), Reino Unido (5.666 documentos), e Italia (5.072 

documentos). Se evidenció que aquellos países que realizaron una producción científica mayor 

sobre los productos cosméticos son también los contribuyen más en este mercado.  
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Figura 6 Países en donde se ha investigado y publicado sobre productos cosméticos. Base de 

datos Scopus (Elsevier, 2021). Periodo de observación 1847-2020. Palabra-clave: “Cosmetics”. 

Fecha de consulta: 9 de abril de 2021. 

 

En Colombia, se han realizado 283 publicaciones, lo que representa tan solo el 0,3% de las 

investigaciones reportadas en el mundo para el mismo periodo. Las universidades que más han 

contribuido en esta área de investigación son la Universidad de Antioquía (45), Universidad 

Nacional (39), Universidad de Cartagena (17), Universidad de los Andes (14), Universidad 

Pontificia Bolivariana (12), Universidad Industrial de Santander (11), entre otras. Los temas de 

mayor interés se ubican en áreas de medicina (114), agricultura y ciencias bilógicas (58), 

farmacología, toxicología y farmacéuticos (52), ingeniería química (48),  bioquímica, genética y 

biología molecular (35). 

La investigación realizada por Delgado y col. (2020) es un ejemplo interesante, porque los 

autores usaron los desechos de granos de café, como ingrediente activo en la formulación de un 

prototipo cosmético con propiedades exfoliantes y antioxidantes. El método empleado para la 

determinación de la capacidad antioxidante fue el ensayo de decoloración del ABTS+.. A los 
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prototipos de cremas diseñados se les evaluaron la estabilidad física (perfil reológico, viscosidad, 

estabilidad en condiciones de estrés de temperaturas alta y baja y centrifugación) y ensayos 

microbiológicos. Los resultados mostraron que la actividad antioxidante de los prototipos 

formulados varió entre 56 y 128 µmol equivalente Trolox®, los pH fueron ligeramente básicos 

(7,2 – 7.9). La viscosidad del prototipo de crema con el contenido de polifenoles y actividad 

antioxidante más alta fue de 35.82 N·s/m², el producto se comportó como un fluido no 

newtoniano, es decir, no presentó una relación constante entre la viscosidad y el gradiente de 

velocidad, lo cual demuestra un comportamiento pseudo-plástico, común para las emulsiones. 

2.2.2 Uso de microemulsiones como prototipos cosméticos 

Las microemulsiones han sido empleadas en diferentes industrias, desde el recobro mejorado en 

los años 70, hasta diferentes áreas de industrias químicas, incluyendo el sector cosmético y 

farmacéutico a comienzos del siglo XXI (Grampurohit y col., 2011). El amplio espectro de 

aplicaciones de las microemulsiones se refleja en el número alto de investigaciones realizadas 

sobre este tema. Según una búsqueda bibliográfica realizada en la base de datos Scopus, se han 

otorgado 64.043 patentes y se han publicado 20.835 documentos [artículos originales (82,5%), 

documentos de sesión (7,9%), artículos de revisión (6,9%), capítulos de libro (1,1%), entre 

otros]. Las principales áreas de interés de estas publicaciones abarcan química (22,9%), ciencias 

de materiales (16,2%), ingeniera química (13,6%), farmacología, toxicología y farmacia (9,3%). 

En cuanto al uso de los AE y extractos para el desarrollo de microemulsiones, según la anterior 

ecuación de búsqueda, se han publicado 577 documentos relacionados con AE y 1375, con 

extractos. En la Figura 7, se reporta el número de publicaciones, según año, sobre 

microemulsiones, en la que emplearon AE o extractos naturales. Se evidenció un incremento en 
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la publicaciones, lo que puede significar un interés científico creciente sobre el desarrollo de 

microemulsiones con incorporación de estos productos naturales. 

Figura 7. Número de publicaciones sobre micreomulsiones que incorporan AE o extractos. Base 

de datos Scopus, ecuaciones de búsqueda: TITLE-ABS-KEY (microemulsion AND “essential 

oil”) y TITLE-ABS-KEY (microemulsion AND extract); periodo de observación: 2000-2021; 

fecha de consulta 12 de abril de 2021. 

 

García y col. (2021) incorporaron un extracto glicolítico de Teobroma cacao, rico en flavonoides 

y metilxantinas (cafeína y teobromina), en una microemulsión para el cuidado de la piel. La 

microemulsión estuvo compuesta de una fase acuosa [agua -poli(etilenglicol) 400 o agua-

propilenglicol], una fase oleosa (ácidos grasos de cadena media)  y  un surfactante polisorbato 80 

(Tween® 80). La relación de los componentes se escogió, según los resultados mostrados en un 

diagrama de fases pseudo-ternarias. Para evaluar la estabilidad, la microemulsión se centrifugó a 

171,36 RFC (fuerza centrífuga relativa), por 30 min a 25 °C; se estudiaron también parámetros 
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como pH, conductividad, potencial Z, tamaño hidrodinámico de las gotas, índice de 

polidispersidad y perfil reológico, a las 24 h y 45 días, después de la preparación de la 

microemulsión, que resultó ser estable y los parámetros estudiados no variaron 

significativamente. 

Ferreira-Nunes y col. (2018) emplearon el extracto acuoso de Eugenia dysenterica (fam. 

Mirtáceas) como ingrediente activo en una microemulsión con actividad antioxidante. Los 

autores formularon microemulsiones O/W y W/O; para esto, evaluaron diferentes combinaciones 

de los surfactantes Labrasol®, Prulol® y Tween® 80. Las combinaciones de los ingredientes se 

seleccionaron usando diagramas de fases pseudo-ternarias para cada tipo de emulsión. Los 

autores estudiaron la penetración en la piel de catequina, principal flavonoide en el extracto de E. 

dysenterica, en los dos tipos de microemulsiones W/O y O/W. Los resultados mostraron que la 

microemulsión O/W permitió la penetración de la catequina a las capas más internas de la piel. 

Tunit y col. (2020) emplearon los aceites vegetales de semilla de Moringa oleifera y Perilla 

frutescens como componentes de la fase oleosa de una microemulsión incorporada en una crema 

dermocosmética. Los autores evaluaron la actividad antioxidante de los aceites vegetales 

individualmente y en mezcla y de la microemulsión, por medio del ensayo DPPH•. La 

microemulsión presentó actividad antioxidante más alta que la de los aceites vegetales evaluados 

de manera individual o en mezcla. Los parámetros como pH, potencial Z, diámetro 

hidrodinámico, índice de polidispersidad, evaluados en las microemulsiones recién preparadas y 

45 días después, fueron estables. 

Oliveira y col. (2021) incorporaron en una microemulsión, que contenía citosan al 5%, una 

mezcla de AE de Melaleuca alternifolia y extracto de Amphipterygium adstringens, con posible 
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uso contra la vulvovaginitis candidiásica, basado en los resultados previos de estudios in vitro 

contra Candida albicans. Los investigadores emplearon un diagrama de fases pseudo-ternarias 

para describir el rango de concentraciones de la fase acuosa [agua–propilenglicol o agua-

poli(etilenglicol) 400], fase oleosa (miristato de isopropilo) y el surfactante Tween® 80, en la que 

se formaban las microemulsiones. A cada microemulsión seleccionada, se le evaluaron los 

parámetros descritos por Garcia y col. (2021), antes y después del almacenamiento por 45 días a 

25 y 40 °C. Se observó el comportamiento newtoniano de las microemulsiones, mientras que sus 

parámetros no cambiaron significativamente después de la adicción de la mezcla herbal. 

Cheng y col. (2020) desarrollaron un prototipo de microemulsión contra el acaro Tetranychus 

cinnabarinus, el ingrediente activo que emplearon fue el AE de rizomas de Curcuma longa. La 

microemulsión se preparó por el método de titulación acuosa en un baño de ultrasonido (40 kHz, 

25 °C). Los autores usaron diferentes tipos de surfactantes (Span® 60, AE0-3, NP-4 y Tween® 

80) y de co-surfactantes (metanol, etanol, iso-propanol y n-butanol). La mejor combinación de 

fases se escogió con base en los resultados obtenidos en los diagramas de fases pseudo-ternarias. 

El prototipo de microemulsión desarrollada mostró una mayor eficacia contra el acaro que el AE 

de C. longa, sus propiedades fisicoquímicas fueron estables durante el periodo evaluado (un 

mes). 

de Sá y col. (2020) emplearon los AE de Cinnamomum zeylanicum (corteza y hojas), Syzygium 

aromaticum y Citrus sinensis en una microemulsión con potencial para aclarar la piel, debido al 

efecto inhibidor de la enzima tirosinasa, importante en el proceso de melanogénesis. La actividad 

antioxidante de los AE incorporados en las microemulsiones fue evaluada por los métodos de 

DPPH•, decoloración de catión-radical ABTS+• y el ensayo de decoloración del β-caroteno. La 

microemulsión base se seleccionó de acuerdo con un diagrama de fases pseudo-ternaria. Las 
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microemulsiones con y sin AE incorporados fueron isotrópicas y presentaron comportamiento 

newtoniano. La microemulsión con el AE de corteza C. zelanicum mostró la actividad biológica 

y la estabilidad más altas. 

Los ejemplos de algunas investigaciones recientes con el uso de los ingredientes naturales para el 

desarrollo de microemulsiones con fines cosméticos y terapéuticos, dan una idea sobre las 

aplicaciones que pueden tener las microemulsiones en productos cosméticos. La estabilidad de 

estos sistemas es uno de los aspectos para destacar, puesto que en la mayoría de las 

investigaciones no se observaron la separación de fases, el incremento o disminución 

considerable de pH o la variación significativa de la viscosidad. La penetración de los 

componentes a las capas más profundas de la piel es quizá el aspecto de mayor relevancia, 

debido a que se asegura la acción de los componentes con carácter lipofílico y con actividad 

antioxidante en aquellos sitios de la piel, en donde ocurren los procesos oxidativos. 

En conclusión, la microemulsiones son vehículos adecuados para la liberación en la piel de 

compuestos naturales con actividad antioxidante, presentes en los extractos y AE. Se requieren 

investigaciones sobre composición química y actividad biológica que permitan conocer de cuáles 

especies de plantas que crecen en el departamento de Santander (Colombia) se pueden obtener 

AE o extractos con actividad antioxidante alta, para que sirvan como ingredientes de las 

microemulsiones. El desarrollo de las microemulsiones para fines cosméticos debe incluir 

pruebas que indiquen las condiciones de almacenamiento en las que los prototipos desarrollados 

son estables. Estas investigaciones podrían ayudar para posicionar a Colombia como un 

contribuyente importante en el campo de los ingredientes naturales para los productos de cuidado 

de la piel. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

El esquema general de la metodología desarrollada en el presente trabajo de investigación se 

muestra en la Figura 8. 
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Figura 8. Esquema general de la metodología usada en el presente trabajo de investigación. 
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3.1 REACTIVOS 

El α-pineno (>98%), limoneno (>97%), trans-β-cariofileno (>98,5%), óxido de cariofileno 

(>95%) α-humuleno, ácido gálico (>97,5%), cianidina-3-O-rutinósido (>98%), pelargonidina 

(>90%), taxifolina (>85%), rutina (>94%), ácido elágico (>95%), ácido rosmarínico (>96%), 

quercetina (>98%), naringenina (>97,5%), apigenina (>95%), kaemferol (>90%), pinocembrina 

(>95%), galangina (>95%), ácido carnósico (>91%), ácido p-hidroxibenzoico (>99%), ácido 

clorogénico (>95%), ácido cafeico (>98), ácido p-cumárico (>98%), ácido ferúlico (>99%), 

quercitrina (>78%), ácido trans-cinámico (>99%), sakuranetina (>95), ácido vanílico (97%), 

epicatequina galato (>95%), luteolina-7-O-glucósido (>98%), β-caroteno (>93%), ABTS 

(>98%), persulfato de potasio (>97%), acetato de sodio (>99,99%), BHT (>99%), α-tocoferol 

(97%) y Trolox® (>97%) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. 

UU.). El erioditiol (>95%) se adquirió de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, TX, EE. UU.). La luteolina (>99%) se obtuvo de AK Scientific (AK Scientific, Union 

City, CA, EE. UU.). El quercetina-3-O-glucósido (>90%), cianidina-3-O-glucósido (>98%), 

cianidina-3,5-O-glucósido (>98%), delfinidina-3-O-glucósido (>95%), pelargonidina-3-O-

glucósido (>95%), epicatequina (>95%), cianidina (>90%), catequina (>95%), delfinidina 

(>90%), dihidrokaemferol (>95%) se adquirieron de PhytoLab GmbH & Co. (PhytoLab GmbH 

& Co., Vestenbergsgreuth, Alemania). El sulfato de sodio anihidro (>99,1% ), etanol (>99,8%), 

metanol (>99.8%) se obtuvieron de Mallinckrodt Baker Inc. (Mallinckrodt Baker Inc., J.T Baker, 

Phillisburg, NJ, EE. UU.) El gel de sílice-C18 fue de Silicycle (Silicycle, Quebec, Canadá). El 

metanol, n-hexano, isopropanol, acetonitrilo grado LC/MS y ácido fórmico grado Suprapur 

fueron de Merck (Merck, Darmstadt, Alemania). Las mezclas de n-alcanos C8-C25 se obtuvieron 

de AccuStandard, Inc. (AccuStandard, Inc., New Haven, CT, EE. UU.). Los gases helio, aire, 
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hidrógeno y nitrógeno (99,995%) para GC fueron de Messer (Messer, Bucaramanga, Colombia). 

El agua Tipo 1 se obtuvo usando un sistema de purificación Millerpore UV Synergy (Millerpore 

UV Synergy , Molsheim, Francia). 

3.2 MATERIALES 

Las plantas de C. moritzianus, P. marginatum, P. sartorianum, V. curassavica y W. calycina se 

recolectaron durante la salida botánica organizada por el grupo de investigación CIBIMOL en el 

departamento de Santander, Colombia (8 de marzo de 2019). Las plantas fueron identificadas por 

el profesor Dr. Robert Tulio GONZÁLEZ. El material vegetal se almacenó bajo sombra, en un 

vivero de secado hasta su destilación. El material vegetal, después de su destilación, se secó y se 

usó para extracción con solvente. 

El material vegetal y sus productos derivados fueron proveídos por el Estado Colombiano, a 

través del Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible: Contrato de acceso a recursos 

genéticos y productos derivados con fines de bioprospección N° 270 – Universidad Industrial de 

Santander. 

3.3 OBTENCIÓN DE ACEITES ESENCIALES  

Los AE de las especies vegetales se obtuvieron en un equipo de destilación tipo Clavenger 

mediante la técnica de hidrodestilación asistida por la radiación de microondas (MWHD, por sus 

siglas en inglés), como está descrito por Stashenko y col. (2004). Los AE se secaron con sulfato 

de sodio anhidro y se almacenaron en un refrigerador a 4 °C, hasta su análisis y uso. Los 

rendimientos de extracción de los AE se calcularon como la relación de la masa del AE obtenido 

(mAE) y la masa de material vegetal empleado (mmv) en la extracción, según la Ecuación 2. 
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𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜, % = (
𝑚𝐴𝐸

𝑚𝑚𝑣
) ∗ 100                                     Ecuación 2 

El material vegetal de cada especie, después de su destilación, se secó en bandejas en un vivero 

de secado ubicado en el complejo CENIVAM, y se usó posteriormente para la obtención de 

extractos con solventes. 

3.4 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS HIDROALCOHÓLICOS. 

Con el fin de aprovechar la biomasa de forma integral, el material vegetal después de su 

destilación se sometió a la obtención de extractos con alcohol. En los trabajos previos, realizados 

en el Centro de Investigación CENIVAM, se mostró que el material vegetal, después de su 

destilación aún contiene compuestos bioactivos, por ejemplo, los flavonoides (Arias y col., 

2020). El material vegetal de cada especie, después de su destilación, se secó, se molió y se 

sometió a una extracción sólido-líquido, para lo cual se empleó etanol al 70% como solvente. La 

relación entre solvente de extracción y el material vegetal fue 20:1. La extracción sólido-líquido 

se realizó en un baño de ultrasonido Elmasonic S15H (Elmasonic, Signen, Alemania) (37 kHz), 

por 1 h a 50 °C. La mezcla se filtró y concentró en un rotoevaporador Heidolph® Basis Hel-Vap 

HL (Schwabach, Alemania). Cada extracto se secó en un liofilizador VirTis® AdVantage Plus 

(New York, EE. UU.) y se almacenó en un recipiente de vidrio color ámbar, en atmósfera de 

nitrógeno, hasta su análisis y uso. 

3.5 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE. 

La actividad antioxidante de los AE y los extractos obtenidos, se estudió usando los métodos de 

decoloración del ABTS+• y del β-caroteno. Las mediciones de absorbancia se realizaron en un 

lector de microplacas (Thermo Scientific Varioskan LUX Multimode Microplate Reader, 
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Sunnyvale, EE. UU.), provisto de 96 pozos y equipado con un módulo de absorbancia (UV-Vis). 

La actividad antioxidante se expresó en equivalentes de Trolox®, como sustancia de referencia, 

por lo cual se realizaron las respectivas curvas de calibración. Los valores se reportaron como 

µmol de Trolox®/g de muestra. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. 

3.5.1 Ensayo de decoloración de ABTS+•. 

Para el ensayo de decoloración de ABTS+., se siguió la metodología descrita por Arias (2012). 

En una solución  (50 mL) de acetato de sodio (20 mM, pH=4.5) se hicieron reaccionar, durante 

24 h y, en ausencia de luz, el ABTS (192 mg) y el persulfato de potasio (PDS) (33 mg), para 

producir el catión-radical ABTS+. de coloración azul intenso. Las concentraciones finales del 

ABTS y el PDS, fueron 7 mM y 2.45 mM, respectivamente. Con la solución stock del catión-

radical ABTS+• se prepararon las soluciones de trabajo, con absorbancia de 0,71 ± 0,1. Las 

lecturas de absorbancia se tomaron a una longitud de onda λ=750 nm y a una temperatura de             

25 °C.  

Las muestras se diluyeron en etanol absoluto, de tal forma que la inhibición del catión-radical 

ABTS+• estuviera entre 10% y 90%. Para esto, se agregaron 10 μL de las muestras diluidas a los 

pozos y se completaron con 190 μL de la solución de trabajo del catión-radical ABTS+•.. El valor 

de absorbancia para cada muestra se comparó con el de un blanco de reacción. Para la 

cuantificación de la actividad antioxidante se obtuvieron los porcentajes de inhibición de la 

decoloración del catión-radical ABTS+• (Ecuación 3).  Estos valores se interpolaron con la curva 

de calibración de Trolox® (50-550 µM Trolox®). El BHT y el α-tocoferol se emplearon como 

sustancias de referencias.  
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𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝐴𝜆=750 𝑛𝑚 , % =  (
𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 −𝐴𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 
) x 100            Ecuación 3. 

 

Dónde, Ablanco es la absorbancia medida del blanco de reacción (catión-radical ABTS+. sin 

inhibir) y Amuestra es la absorbancia medida, 30 min después de agregar la muestra. 

3.5.2 Ensayo de decoloración del β-caroteno. 

Para la evaluación de la actividad antioxidante por el ensayo de decoloración del β-caroteno, se 

preparó una emulsión de β-caroteno de la siguiente forma: se pesó el β-caroteno (1 mg) y se 

disolvió en cloroformo (100 μL); se tomaron 10 µL de esta solución y se depositaron en un tubo 

cónico que contenía de Tween® 40 (100 mg) y de ácido linoleico (10 mg), la mezcla se agitó a 

3000 rpm en un minishaker (IKA, Hofheim, Alemania) por 10 s. Posteriormente, el cloroformo 

se evaporó con flujo de nitrógeno por 3 min a la temperatura del laboratorio (27 °C). A la mezcla 

evaporada, se adicionó agua Tipo 1 (1 mL) y se agitó por 1 min, a 3000 rpm. La emulsión 

formada se depositó en un balón de 25 mL. El tubo cónico se lavó tres veces con agua Tipo 1.  

Una solución de PDS al 1%  (3 mL) se agregó como agente co-oxidante y se aforó con agua Tipo 

1.  

Las muestras se diluyeron con el etanol absoluto (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) de tal 

forma que la inhibición de la oxidación del β-caroteno estuviera entre 10% y 90%. De cada 

dilución, se tomaron 10 µL, que se depositaron en los pozos de la microplaca y se adicionaron          

190 µL de la emulsión de β-caroteno. La lectura se realizó a la longitud de onda de λ= 450 nm, a 

la temperatura de 45 °C. 

El porcentaje de inhibición de la oxidación del β-caroteno por los extractos se calculó de acuerdo 

con la Ecuación 4: 
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𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛𝜆=450 𝑛𝑚 , % = (
Ablanco − Amuestra

Ablanco
) × 100    Ecuación 4. 

Donde Ablanco es la diferencia de los valores de absorbancia para el blanco [emulsión de β-

caroteno (190 µL) y etanol (10 µL)] entre tiempo inicial y a los 60 min de la reacción; y Amuestra 

es la diferencia de los valores de absorbancia de la muestra, medidos entre el tiempo inicial y a 

los 60 min de la reacción. Los valores de porcentajes de inhibición de los extractos fueron 

interpolados en una curva de calibración de Trolox®. Para cada ensayo, una solución de Trolox® 

(20 µM) se incluyó como control.  

3.6 DISEÑO DE MEZCLAS BINARIAS DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS  

Una vez determinada la actividad antioxidante de los AE y extractos, se escogieron los dos AE y 

los dos extractos hidroalcohólicos con la actividades antioxidante más alta, para luego obtener 

seis mezclas binarias, necesarias para el estudio de los efectos aditivo, sinérgico o antagónico. 

Para cada mezcla binaria se realizaron tres combinaciones. La actividad antioxidante de cada 

combinación se evaluó por el ensayo de decoloración de catión-radical ABTS+.. 

3.7 CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DE LOS INGREDIENTES NATURALES 

Según los resultados obtenidos sobre la actividad antioxidante, se escogió el extracto de Psidium 

sartorianum como el ingrediente activo para el desarrollo de la microemulsión. El AE de Piper 

marginatum se empleó como aromatizante. Las composiciones químicas del AE y del extracto se 

estudiaron por GC/MS y LC/MS, respectivamente. 
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3.7.1 Análisis por GC/MS del aceite esencial de Piper marginatum. 

La composición química del AE de Piper marginatum se estudió por GC/MS. El análisis se 

realizó en un cromatógrafo de gases (GC 6890 System Plus, Agilent Technologies, AT, Palo 

Alto, CA, EE. UU.) con detector selectivo de masas (MSD 5973 Network, AT, Palo Alto, CA, 

EE. UU.), usando ionización con electrones (EI, 70 eV). La inyección se hizo empleando un 

inyector automático AT, operado en modo split (relación 1:30), la temperatura del puerto de 

inyección fue de 250 °C. Los componentes de la mezcla se separaron según: (1) sus temperaturas 

de ebullición, en una columna apolar, DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE. UU.) de 60 

m x 0,25 mm, d.i. x 0,25 µm, df, con la fase estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) y (2) 

sus momentos dipolares, en una columna polar DB-WAX de 60 m x 0,25 mm, d.i. x 0,25 µm, df, 

con la fase estacionaria de poli(etilenglicol) del mismo fabricante. La presión inicial en la cabeza 

de la columna fue 113 kPa, se mantuvo el flujo constante (1,0 mL/min) del gas de arrastre helio 

(99,995%, Messer, Bucaramanga, Colombia). La temperatura del horno cromatográfico se 

programó de 50 °C (5 min) a 150 °C (2 min) @ 5 °C/min, luego, hasta 230 °C (10 min), @ 5 

°C/min. Cuando se utilizó la columna DB-5MS, se empleó una rampa con calentamiento 

adicional, hasta 275 °C (15 min), @ 10°C/min. La temperatura de la línea de transferencia fue de 

285 °C. El rango de masas usado para la adquisición en modo full scan fue m/z 45-450 u, con 

velocidad de adquisición de 3,58 scan/s, usando el software MSDChemStation Ver. G1701DA 

AT. La identificación de los compuestos se realizó con base en los índices de retención lineales 

(LRI) y por comparación de los espectros de masas obtenidos experimentalmente con los 

reportados en las bases de datos Adams 2004, NIST 2014 y Wiley 2008; se usaron también las 

sustancias-patrón disponibles. 
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 Los LRI se calcularon a partir de los tiempos de retención de una mezcla de patrones de 

hidrocarburos lineales desde n-C10 hasta n-C25 (GRO-AK-101-NAS-10X y DRO-AK, -102-

NAS-10X, AccuStandard®, New Heven, CT, EE. UU.), según la ecuación de H. van der Dool y 

D.J. Kratz (Ecuación 5), así: 

LRI = 100n + 100
(tR X−tR n)

(tR N−tR n)
                                        Ecuación 5. 

Dónde: n es el número de átomos de carbono en la n-parafina que eluye antes del compuesto de 

interés (tR x); tR n y tR N son tiempos de retención de las n-parafinas con los números de átomos de 

carbono n y N, respectivamente, que eluyen inmediatamente antes y después del analito de 

interés.  

Tratamiento de la muestra: se tomó una alícuota del AE (50 µL) y se disolvió en 

diclorometano hasta aforo (1 mL). 

Para la determinación de la composición elemental de algunos compuestos no identificados en el 

AE, con áreas relativas superiores a 0,5%, se realizó su análisis por GC/MS acoplada al 

espectrómetro de masas, usando analizador de masas de tiempo de vuelo de alta resolución             

(GC-ToF-HRMS) en un equipo LECO Pegasus® GC-HRT 4D (Saint Joseph, MI, EE. UU.), en 

una columna apolar de [5%-fenilpoli(metilsiloxano), 100 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 µm df] (Rxi-

5MS) (Restek, PA, EE. UU.) El modo de inyección fue split (relación 1:30). La temperatura del 

puerto de inyección fue 250 °C, y el volumen de inyección fue 1 µL. Se usó la ionización con 

electrones (EI, 70 eV). Los datos obtenidos se analizaron con el software Chroma TOF, versión 

1.9 de LECO. 
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3.7.2 Cuantificación de los componentes del aceite esencial de Piper marginatum por 

cromatografía de gases con detector de ionización en llama. 

La cuantificación de los compuestos (cantidad relativa >0,2%) se realizó por el método de 

calibración externa empleado un cromatógrafo de gases con detección de ionización en llama 

(FID) (AT 68900N, Palo Alto, CA, EE. UU.). Se usó una columna DB-5 [5%-fenil-

poli(metilsiloxano) de 60 m x 0,25 mm, d.i. x 0,25 µm, df,], el modo de inyección fue split 

(relación 1:30), la temperatura del inyector fue 250  C y el volumen de inyección fue 1 μL. La 

siguiente fue la programación de la temperatura del horno cromatográfico en la columna apolar: 

45 °C (5 min), luego, se calentó a 150 °C, a razón de 4 °C/min, y se mantuvo por 2 min, luego, la 

temperatura se elevó hasta 250 °C, a razón 5 °C/min, se mantuvo por 5 min, por último, se llevó 

a 300 °C, a una velocidad de 10 °C/min y se mantuvo por 16 min. La temperatura del FID fue 

280 °C. Se empleó α-pineno para la cuantificación de los hidrocarburos monoterpénicos, 

monoterpenos oxigenados y compuestos oxigenados no isoprénicos (con número de átomos de 

carbono menor de 15), suponiendo que los factores de respuesta de estos compuestos sean 

similares al del α-pineno. Para la cuantificación de los hidrocarburos sesquiterpénicos, 

sesquiterpenos oxigenados y compuestos oxigenados no isoprenoides con 15 átomos de carbono, 

se empleó trans-β-cariofileno, suponiendo la similitud de su factor de respuesta con los de los 

sesquiterpenoides. Se prepararon soluciones de α-pineno en dos niveles de concentración: un 

nivel bajo, en un rango de concentraciones entre 0,1 y 1 g/L, y un nivel alto, en el rango de 

concentraciones entre 1,2 y 10,1 g/L; y del trans-β-cariofileno en dos niveles de concentración: 

un nivel bajo en el rango de concentraciones entre 0,5 y 5 g/L, y un nivel alto en el rango de 

concentraciones entre 7 y 23 g/L. Todas las mediciones se realizaron por triplicado. El límite de 

cuantificación se determinó (LOQ), según la Ecuación 6 (Rao, 2018). 
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𝑳𝑶𝑸 =  
|𝑎|+10𝑆𝑎

𝑏
                                                        Ecuación 6 

Donde: a es el intercepto de la curva de calibración; Sa es la desviación estándar del intercepto y 

b es la pendiente de la curva de calibración. 

3.7.3 Análisis por HPLC-DAD del extracto de Psidium sartorianum. 

La detección y análisis de los compuestos fenólicos en el extracto de Psidium sartorianum se 

realizó por cromatografía líquida de alta eficiencia (AT, HPLC 1260 Infinity, Palo Alto, CA,                  

EE. UU.), acoplada a un detector de arreglo de diodos (AT, DAD G1315D). La separación de los 

analitos ocurrió en una columna C18 Gemini (Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.), 250 mm, L, 

x 4.6 mm, d.i., x 5 µm de tamaño de partícula, la detección de los compuestos fue a una longitud 

de onda λ=290 nm. La fase móvil fue A: agua (0,5 % de ácido fórmico) y B: acetonitrilo. El flujo 

fue 1 mL/min y el volumen de inyección 20 µL. La programación de la fase móvil fue así: 0 

min-98% B; 15 min-88% B; 15-23 min-88% B; 46 min-60% B; 71 min-10% B; 71-75 min-10% 

B; 80 min-98% B; 80-85 min-98% B. La identificación de los compuestos se llevó a cabo por la 

comparación de sus tiempos de retención y los espectros UV-Vis con los de las sustancias de 

referencia (Véase Sección 3.1). La cuantificación del compuesto más abundante se efectuó por el 

método de calibración externa, usando la sustancia-patrón (ácido elágico). 

3.7.4 Análisis por UHPLC-ESI-HRMS del extracto de Psidium sartorianum. 

La caracterización química del extracto hidroalcohólico, que presentó la actividad antioxidante 

más alta, se realizó por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas de alta 

resolución con interfaz de electronebulización (UHPLC-ESI-HRMS). Los extractos (1 mg) se 

disolvieron en una solución (1 mL) de metanol, grado LC-MS (Merck, Darmstadt, Alemania) al 
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50% (v/v) en agua Tipo 1 obtenida en un sistema de purificación Millerpore UV Synergy 

(Molsheim, Francia) y acidulada con ácido fórmico, grado Suprapur (Merck, Darmstadt, 

Alemania), al 0,2% (v/v). Los extractos en solución se agitaron en un minishaker (IKA, 

Hofheim, Alemania) (1 min, 3000 rpm), se llevaron a un baño de ultrasonido Elmasonic S15H 

(Signen, Alemania) (37 kHz) por 30 min, a 25 °C, se filtraron usando una membrana PVDF 0,22 

µm (Millipore, Sao Pablo, Brasil) y se envasaron en viales para cromatografía de 1,5 mL. 

Cuando el electronebulizador se operó en el modo de adquisición de iones negativos, los 

extractos se disolvieron en una solución de metanol al 50% en agua Tipo 1 modificada con 

formiato de amonio, al 5 mM.  

Se empleó un equipo de cromatografía líquida de ultra-alta eficiencia (UHPLC) DionexTM 

UltimateTM 3000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), equipado con un desgasificador 

(SRD-3400), una bomba binaria de gradiente (HPG3400RS), un inyector automático de muestras 

(WPS 300TRS) y una unidad termoestada para la columna (TC 3000), una columna Hypersil 

GOLDTM aQ [Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU. (100 mm x 2,1 mm d.i. x 1,9 µm de 

tamaño de partícula)], y un detector de espectrometría de masas de alta resolución con un sistema 

de medición de corrientes de iones Orbitrap (Exactive Plus Thermo Scientific, Waltham, MA, 

EE. UU.), que se empleó en el modo de barrido completo (MS full scan), con resolución de 

70.000. La temperatura de la columna se mantuvo a 35 °C. La fase móvil para el modo de 

adquisición de iones positivos fue una mezcla de agua (A) con ácido fórmico al 0,2% y 

acetonitrilo (B). Para el modo de adquisición de iones negativos fue agua (A) con formiato de 

amonio al 5 mM y acetonitrilo (B). La siguiente fue la programación de la fase móvil: 100% A 

cambió linealmente a 100% B en ocho minutos, se mantuvo constante por cuatro minutos, se 

invirtió a 100% A por un minuto y se mantuvo sin cambios durante tres minutos. El volumen de 
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inyección fue de 1 μL; gas secante: N2, 7 L/min; gas nebulizador: N2, 275 kPa; voltaje de capilar: 

3.5 kV; rango de masas m/z 100-1100. Los espectros de masas se adquirieron en el modo de 

barrido completo (MS full scan), registrando iones-producto formados en la celda de disociación 

de alta energía HCD (modo positivo 10-40 V, modo negativo 10-30 V). 

Los compuestos se identificaron con base en la composición elemental de las moléculas 

protonados o deprotonados, la relación isotópica y el patrón de fragmentación. Los datos 

obtenidos se analizaron en el software Thermo Xcalibur v3,1 (Waltham, MA, EE. UU.). 

3.7.5 Análisis por GC/MS del extracto de Psidium sartorianum. 

El extracto de Psidium sartorianum (25 mg) se disolvió en metanol (1 mL) (grado HPLC), la 

mezcla se agitó en un minishaker (IKA, Hofheim, Alemania)  (1 min, 3000 rpm) y se centrifugó 

(10 min, 3000 rpm) en una centrifuga Clay Adams® Compact II (Becton, Dickinson and 

Company, NJ, EE. UU.) Al sobrenadante, se le realizó una extracción líquido-líquido con hexano 

(0,5 mL, 1 min, 3000 rpm), la mezcla se dejó en reposo a -20 °C (2 h), posteriormente, se 

centrifugó (10 min, 3000 rpm), se tomó la fase metanólica, se filtró por membrana PVDF 0,22 

µm (Millipore, Sao Pablo, Brasil) y se envasó en un vial para cromatografía de 1,5 mL. El 

extracto se analizó en un equipo GC/MS (AT, Palo Alto, CA, EE. UU.) en la columna apolar 

identica a la descrita en el Numeral 3.7.1; pero durante la programación de la temperatura del 

horno, la última isoterma se mantuvo por un tiempo más largo, i.e., 85 min. 

3.8 PREPARACIÓN DE LA MICROEMULSIÓN 

Para la preparación de la microemulsión base se seleccionaron los ingredientes y sus 

proporciones, y se probaron tres fases acuosas (agua, agua: propilenglicol y agua: etanol), dos 

fases oleosas, aceite de aguacate y aceite de ajonjolí (Suquin, Bucaramanga, Colombia), y se 
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empleó Tween® 80 (Suquin, Bucaramanga, Colombia) como surfactante. Cada mezcla se preparó 

usando el método de titulación, agregando gota o gota la fase acuosa sobre la mezcla de la fase 

oleosa y el Tween® 80, agitando manualmente, solo lo necesario para mezclar todos los 

componentes (Garcia y col. 2021). Inicialmente, el aceite vegetal se mezcló con el Tween® 80 en 

las siguientes relaciones: 5:95, 10:90, 17:83, 25:75, 50:50, 75:25 y 95:5, y, a estas mezclas se 

agregaron cantidades discretas de la fase acuosa (hasta de 1 mL). Se observó, detenidamente, en 

cada mezcla, la formación o no de la microemulsión, que se caracterizaba por ser ópticamente 

isotrópica (traslucida) (de Sá y col., 2020), los resultados fueron representados a través de 

diagramas de fases pseudo-ternarias. Cada mezcla se preparó por duplicado. En la Figura 9 se 

muestra un ejemplo de las mezclas realizadas.  

Figura 9. Mezclas realizadas para la formación de microemulsiones con aceite vegetal de 

aguacate, agua: propilenglicol, y Tween® 80. Relación aceite vegetal: Tween® 80 a. 5:95; b. 

10:90; c. 17:83; d. 25:75; e: 50:50; f. 75:25; g. 95:5. Fotos tomadas por Juan Camilo 

HENRÍQUEZ SANABRIA, en el Centro de Investigación CENIVAM, UIS, Bucaramanga. Fecha: 

25 de enero de 2021. 
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Una vez se seleccionaron los componentes de la microemulsión base y sus proporciones, se 

preparó una microemulsión con actividad antioxidante, mediante la incorporación del ingrediente 

activo (AE, extracto o mezcla) con actividad antioxidante más alta, a una concentración final de 

1%. Para esto, el ingrediente activo se mezcló con la fase acuosa y se agregó, lentamente, a la 

mezcla de la fase oleosa y el surfactante, agitando manualmente, solo lo necesario para mezclar 

todos los componentes. 

3.8.1 Pruebas de estabilidad de las microemulsiones. 

Las microemulsiones preparadas con actividad antioxidante se llevaron a centrifuga (Clay 

Adams® Compact II, Becton, Dickinson and Company, NJ, EE. UU.) por 30 min, a 3000 rpm, 

observando si presentaban o no la separación de fases (Smaoui y col., 2017). La microemulsión 

que fue estable a la prueba anterior se almacenó durante 30 días, bajo tres condiciones, a saber: 

(1) en una cámara de clima constante (Memmert HPP110, Schwabach, Alemania), a 25 °C; (2) 

en un refrigerador (Forte V25, Indufrial, Bogotá, Colombia), a 5 °C y (3) en una cámara de calor 

(Serie FD Classic Line, Binder GmbH, Tuttlingen, Alemania), a 40 ° C. 

Al inicio y al final del periodo de almacenamiento, se evaluaron las propiedades físicas y 

químicas de las microemulsiones. Para pruebas físicas se midieron el pH, la viscosidad y la 

conductividad y para la pruebas químicas, se evaluaron la actividad antioxidante por el método 

de β-caroteno y la cantidad del ácido elágico en la microemulsión se midió por HPLC-DAD. El 

ensayo de β-caroteno se seleccionó para la evaluación de la actividad antioxidante de la 

microemulsión debido a la compatibilidad de sus componentes (ácido linoleico, Tween® 80 y 

agua) con las microemulsiones. El ácido elágico fue el compuesto analizado debido a su 
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abundancia en el extracto de P. sartorianum. A continuación, se describe cada uno de los 

procedimientos empleados. 

3.8.2 pH de las microemulsiones 

El pH se midió con un potenciómetro (Miller Toledo, Schwenzenbach, Suiza) equipado con un 

electrodo Inlab Viscous Pro-ISM (Miller Toledo, Schwenzenbach, Suiza). Todas las mediciones 

se realizaron por triplicado. 

3.8.3 Viscosidad de las microemulsiones. 

La viscosidad de las microemulsiones se midió en un viscosímetro rotacional equipado con un 

husillo (R2) (Fungilab ONE SERIES, Barcerlona, España) (Figura 10), se evaluaron velocidades 

angulares entre 30 y 100 rpm, a una temperatura de 20 °C. Las mediciones se realizaron por 

triplicado en vasos de precipitados de 600 mL, según recomendaciones del proveedor (Fungilab, 

2021). 
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Figura 10. Medición de la viscosidad de las microemulsiones con viscosímetro rotacional con 

husillo R2 (Fungilab ONE SERIES, Barcerlona, España). Fotografía tomada por Juan Camilo 

HENRÍQUEZ SANABRIA, en el Centro de Investigación CENIVAM, UIS, Bucaramanga. Fecha: 

29 de marzo de 2021). 

 

3.8.4 Conductividad de las microemulsiones. 

Por medio de un multímetro (Fluke 179, Everett, Wa, EE. UU.) se midió la resistencia al paso de 

corriente eléctrica de las microemulsiones; según la Ecuación 7, se determinó su conductividad. 

La distancia entre los electrodos fue de 1 cm. 

𝑮 =
𝟏

𝑹
                                                               Ecuación 7 

Donde G es la conductividad y R es la resistencia. Cada medición se realizó por triplicado. 

3.8.5 Actividad antioxidante de la microemulsión. 

La actividad antioxidante de la microemulsión preparada se midió por el ensayo de β-caroteno. 

Se tomaron 200 µL de cada microemulsión, se disolvieron en etanol absoluto (Merck KGaA, 
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Darmstadt, Alemania) hasta 2 mL; se tomaron 10 µL y se depositaron en la microplaca, se 

adicionaron 190 µL de la emulsión de β-caroteno (40 mg L-1) y el procedimiento se continuó, 

según lo descrito en la Sección 3.5.2. 

3.8.6 Extracción y cuantificación del ácido elágico en las microemulsiones. 

Para extraer el ácido elágico en la microemulsión que contenía extracto de Psidium sartorianum, 

se empleó la técnica de dispersión de la matriz sólida (MSPD, por sus siglas en inglés) (Barker, 

2007), con el fin de evitar la formación de posibles emulsiones, típicas para la técnica de 

extracción con solventes. La microemulsión (0.5 g) se depositó en un mortero, se agregó el 

dispersante sólido (sílice modificada SiO2-C18) (1.5 g) e iso-propanol (1 mL). La mezcla se 

homogeneizó manualmente usando un pistilo (10 min) y se transfirió a un cartucho tipo jeringa 

de 10 mL, que contenía en el fondo una trampa de algodón, la mezcla se compactó y los 

compuestos más polares se eluyeron con metanol (8 mL). El extracto MSPD se concentró con 

corriente de nitrógeno, se reconstituyó en una solución metanol (grado HPLC): agua Tipo 1 (1:1) 

acidulada al 0,5% con ácido fórmico (980 μL) y se agregaron 20 μL de una solución de 

naringenina en metanol (1 g/L) como patrón interno. Los resultados previos obtenidos del 

análisis por HPLC-DAD indicaron que la naringenina no se encontraba presente en el extracto de 

P. sartorianum. El extracto MSPD se analizó por HPLC-DAD, bajo las mismas condiciones que 

se habían usado para el análisis cromatográfico del extracto (Véase Sección 3.7.3). 

Se realizó un diseño experimental 32, para encontrar las mejores condiciones de recuperación del 

ácido elágico. Las siguientes variables fueron estudiadas: relación microemulsión: soporte sólido 

y relación de homogeneizado: volumen de metanol. El observable fue el área cromatográfica del 

ácido elágico. Cada extracción se realizó por duplicado. Los datos se procesaron usando el 
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programa Excel, versión 2016. Los experimentos realizados se muestran en la Tabla 1, donde -1 

representa el nivel bajo; 0, el nivel medio, y 1, el nivel alto.  

Tabla 1. Diseño de experimentos para la extracción de ácido elágico de las microemulsión. 

N° de 
experimento 

Variable Cantidades empleadas 

A B Microemulsión, g 
Sílice modificada 
con C18, g 

Metanol, mL 

1 -1 -1 0,5 1 3 
2 -1 0 0,5 1 6 

3 -1 1 0,5 1 9 
4 0 -1 0,5 1,5 4 
5 0 0 0,5 1,5 8 
6 0 1 0,5 1,5 12 
7 1 -1 0,5 2 5 
8 1 0 0,5 2 10 
9 1 1 0,5 2 15 
A: Relación microemulsión: dispersante; B: Relación homogeneizado (g) : Volumen de solvente de elución (mL).  

3.8.7 Caracterización de la fracción volátil de las microemulsiones. 

Las fracciones volátiles de las microemulsiones-base y de la microemulsión con actividad 

antioxidante (más extracto) se analizaron, usando el muestreo del espacio de cabeza con una 

fibra de micro-extracción en fase sólida (HS-SMPE, por sus siglas en inglés) y el método 

GC/MS, según metodología descrita por Stashenko y col. (2013). La identificación de los 

compuestos se realizó por GC/MS empleando las mismas condiciones operacionales que se 

usaron para el análisis de los AE, en la columna apolar (Sección 3.7.1), con la diferencia que se 

utilizó un liner especial, de diámetro pequeño, para SPME. La microemulsión (20 mg) se 

depositó en un frasco de 4 mL con séptum, se dejó en pre-equilibrio térmico por 15 min, a 60 °C. 

La extracción se realizó exponiendo una fibra recubierta con DVB/CAR/PDMS (Supelco-Sigma-

Aldrich, Milwaukee, Wi, EE. UU.) por 30 min en el frasco de 4 mL. La fibra se desorbió 

térmicamente por 15 min en el puerto de inyección del equipo GC-MS a 250 °C. La 
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cuantificación de los compuestos se realizó por el método de normalización simple, suponiendo 

que todos los factores de respuesta de los compuestos de la mezcla son iguales. 
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4. RESULTADOS  

4.1 SELECCIÓN DEL INGREDIENTE ACTIVO PARA LA MICROEMULSIÓN 

4.1.1 Rendimientos de los aceites esenciales y los extractos. 

Los rendimientos de destilación de los AE y aislamiento de extractos hidroalcohólicos obtenidos 

a partir del material vegetal, después de su destilación, se muestran en la Tabla 2. Los 

rendimientos de los AE variaron de 0,1% a 0,7%. El valor más alto se obtuvo para Psidium 

sartorianum (0,7%), seguido de Calycolpus moritzianus (0,4%) y Varronia curassavica (0.2%). 

Los extractos hidroalcohólicos del material vegetal, después de su destilación, presentaron 

rendimientos de extracción entre 9,3% y 24%; los valores más altos correspondieron a C. 

moritzianus (24%), P. sartorianum (22%) y P. marginatum (9,4%).  

 

Tabla 2. Rendimientos de extracción de los AE y extractos hidroalcohólicos. 

 

Especie 
Rendimiento, % 

Aceite esencial Extracto 

Calycolpus moritzianus 0,4 24 

Piper marginatum  0,1 9,4 

Psidum sartorianum 0,7 16,7 

Varronia curassavica 0,2 9,3 

Wedelia calycina 0,2 3,8 

4.1.2 Actividad antioxidante de aceites esenciales y extractos hidroalcohólicos. 

Para evaluar la actividad antioxidante de los AE y extractos, se emplearon los métodos de 

decoloración del catión-radical ABTS+. y del β-caroteno, usando curvas de calibración con 

Trolox® como sustancia de referencia. Los resultados del R2, la pendiente (a) y el intercepto (b) 

para cada ensayo se muestran en la Tabla 3. Ambos métodos presentaron un comportamiento 

lineal en el rango de concentraciones evaluadas; para el ensayo ABTS+. fue 50 -550 μM de 
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Trolox® y para el ensayo de β-caroteno de 10-50 μM de Trolox®. En el Anexo 1 se muestran las 

curvas de calibración construidas para los dos métodos. 

Tabla 3. Linealidad de los ensayos de decoloración del ABTS+. y de β-caroteno para la 

determinación de la actividad antioxidante, usando Trolox® como sustancia de referencia. 

Ensayo R2 Pendiente, a Intercepto, b 

ABTS+. 0,994 0,12 2,31 

β-Caroteno 0,991 1,42 -5,93 

La actividad antioxidante de los AE y extractos hidroalcohólicos se muestra en la Tabla 4. Los 

extractos hidroalcohólicos tuvieron una actividad antioxidante, medida por el ensayo ABTS+., 

entre 240 y 1187 µmol Trolox®. El orden decreciente de la actividad antioxidante fue así:  P. 

sartorianum> C. moritzianus> P. marginatum> W. calycina> V. curassavica. El rango de la 

actividad antioxidante para los AE estudiados fue de 9 a 380 µmol Trolox®.  

La actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloración del β-caroteno de los extractos 

hidroalcohólicos estuvo en el rango de 2,6 a 44 µmol Trolox®. El orden decreciente de actividad 

antioxidante fue así: P. sartorianum> C. moritzianus> P. marginatum> V. curassavica> W. 

calycina. Los AE presentaron un rango de actividad antioxidante entre 6,4 y 18 µmol Trolox®. 

La actividad antioxidante, medida por ambos ensayos, de todas las muestras fue inferior a la de 

las sustancias de referencia, BHT y α-tocoferol.  
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Tabla 4. Actividad antioxidante medida por los ensayos de decoloración del catión-radical 

ABTS+• y del β-caroteno de los AE y extractos hidroalcohólicos estudiados. 

Especie 

Actividad antioxidante,  

  µmol de Trolox®/g muestra (  ± s, n=3) 

ABTS+• β-Caroteno 

AE Extracto AE Extracto 

Calycolpus moritzianus 9±1 940±58 6,4 ± 0,16 23 ± 1,1 

Piper marginatum 210±4 347±5 17,8 ± 0,84 21 ± 1,0 

Psidium sartorianum 59±7 1180±17 12 ± 1,2 44 ± 2,2 

Varronia curassavica 380±20 240±13 10,2 ± 0,43 3 ± 0,1 

Wedelia calycina 144±2 253±1 7,5 ±.0,1 2,65 ± 0,092 

BHT* 6300 ± 180 431 ± 0,7 

α-Tocoferol* 2400 ± 207  557 ± 1,3 
 AE: Aceite esencial. . 

*Evaluado a 100 mg L-1. 

 

Los extractos de Psdium sartorianum y Calycolpus moritzianus y los AE de Piper marginatum y 

Varronia curassavica, presentaron la actividad antioxidante más alta que otros AE y extractos 

evaluados (Véase Tabla 4) y fueron seleccionados para preparar mezclas binarias para 

determinar, si su actividad antioxidante fue debido a los efectos aditivo, sinérgico, indiferente o 

antagónico; para esto, se usó como tamizaje el ensayo de ABTS+•. 

 

Las mezclas binarias preparadas se muestran en la Tabla 5. En la Figura 11 se reportan los 

resultados de actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloración del ABTS+• de las 

mezclas Binaria-1 y Binaria-2; los resultados de las otras mezclas binarias se muestran en el 

Anexo 2. Para cada mezcla binaria se probaron hasta tres relaciones, por ejemplo, para la mezcla 

Binaria-1, se evaluaron las relaciones de extracto de P. sartorianum: extracto de C. moritzianus 

(3:1), (1:1) y (1:3), garantizando que la concentración final de la mezcla fuera igual a la del 

extracto de P. sartorianum, cuando éste se evaluó individualmente, teniendo en cuenta que 

presentó la actividad antioxidante más alta entre las muestras evaluadas. 
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Según los resultados mostrados en la Figura 11, los valores de actividad antioxidante de las tres 

combinaciones en la mezcla Binaria-1, estuvieron dentro del rango de la actividad antioxidante 

de los extractos de P. sartorianum y C. moritzianus; a medida que disminuía la cantidad de P. 

sartorianum en la mezcla, la actividad antioxidante también disminuía, hasta valores cercanos a 

la de la actividad antioxidante del extracto de C. moritzianus. Este comportamiento fue similar a 

las combinaciones de la mezcla Binaria-2 y para todas otras mezclas estudiadas. No se observó 

un efecto aditivo o sinérgico en las mezclas realizadas. 

Tabla 5. Mezclas binarias entre los AE y extractos hidroalcohólicos obtenidos que demostraron 

la actividad antioxidante in vitro más alta. 

N° Mezcla Componentes 

1 Binaria-1 Extracto de C. moritzianus + extracto de P. sartorianum 

2 Binaria-2 Extracto de C. moritzianus + AE de P. marginatum 

3 Binaria-3 Extracto de P. sartorianum + AE de P. marginatum 

4 Binaria-4 Extracto de C. moritzianus + AE de V. curassavica 

5 Binaria-5 Extracto de P. sartorianum+ AE de V. curassavica 

6 Binaria-6 AE de P. marginatum + AE de V. curassavica 
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Figura 11. Actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloración del catión-radical 

ABTS+. de las mezclas A: Binaria-1 y B: Binaria-2. ECM. Extracto de Calycolpus moritzianus; 

EPS. Extracto de Psidium sartorianum; AEPM. Aceite esencial de Piper marginatum; AEVC. 

Aceite esencial de Varronia curassavica. 
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4.1.3 Actividad antioxidante de ácidos fenólicos y flavonoides. 

Debido a que por el ensayo β-caroteno, los valores de la actividad antioxidante de las sustancias 

patrón, BHT y α-tocoferol, fueron nueve y 12 veces más altos que los del extracto de P. 

sartorianum, se decidió evaluar la actividad antioxidante por este mismo ensayo de algunas 

sustancias patrón comunes en extractos naturales (Stalikas, 2007) (Véase Figura 12). Las 

siguiente fueron las sustancias evaluadas: los ácidos cafeico, trans-cinámico, clorogénico, 

elágico, gálico, p-hidroxibenzoíco y rosmarínico, la apigenina, el hidrokaemferol, la epicatequina 

galato, el erioditiol, el kaemferol, la luteolina, la luteloina-7-O-glucósido, la naringenina, la 

pinocembrina, la quercertina y la quercetina-3-O-glucósido. Todas las sustancias se evaluaron a 

una concentración de 1 g/L. Las sustancias se unieron, según su actividad antioxidante en cuatro 

grupos. La protección ejercida por el extracto de Psidum sartorianum fue comparable con la del 

grupo conformado por quercetina, epicatequina galato, kaemferol, erioditiol y los ácidos gálico, 

cafeíco, rosmarínico. Las moléculas de este primer grupo se caracterizan por poseer en sus 

estructuras uno o dos anillos de benceno, con mínimo dos grupos hidroxilo, ubicados en posición 

orto; a excepción del kaemferol, que es flavonol, similar a la quercetina, pero con un hidroxilo 

menos en el anillo B.  
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Figura 12. Protección contra la oxidación del β-caroteno ejercida por los compuestos fenólicos, 

los ácidos trans-cinámico y p-hidrobenzoíco y el extracto de Psidum sartorianum (EPS), todos 

evaluados a una concentración de 1 g/L. 

 

Un segundo grupo de compuestos, con actividad antioxidante inferior a la del primer grupo, 

estuvo conformado por los ácidos clorogénico y elágico, luteolina, luteolina-7-O-glucósido y 

quercetina-3-O-glucósido. Tres de estos cinco compuestos son derivados estructurales de los 

componentes del primer grupo; así, por ejemplo, el ácido clorogénico es un derivado del ácido 

cafeíco; el ácido elágico, del ácido gálico; la quercetina-3-glucósido, de su respectiva aglicona. 

Se observó un efecto de disminución de la actividad antioxidante cuando los flavonoides están 

conjugados con azúcares, por ejemplo, luteolina-7-O-glucósido y la quercetina-3-O-glucósido, 

tienen la actividad antioxidante más baja, que las respectivas luteolina y quercetina. 

El tercer grupo estuvo conformado por dihidrokaemferol, apigenina, naringenina y 

pinocembrina. Estos cuatro compuestos no tienen el grupo catecol, lo que influyó notoriamente 
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sobre la actividad antioxidante (0,6-6,5%). Pinocembrina fue el compuesto con la actividad 

antioxidante más baja (0,6%) (medida por este método) en este grupo; en la estructura química 

de la pinocembrina no hay un grupo hidroxilo en la posición C-3, tampoco un enlace doble en la 

posición C2-C3; que según lo encontrado por Burda y Olezek (2001) podría ser la razón de su 

baja actividad antioxidante. 

El cuarto grupo de compuestos contenía los ácidos trans-cinámico y p-hidroxibenzoico. Estos 

dos compuestos no protegieron al β-caroteno de su oxidación; inclusive, la presencia de estos 

ácidos (posibles pro-oxidantes) provocó que la oxidación del β-caroteno fuera mayor que la 

registrada para el blanco (muestra sin adición de sustancias de referencia), por lo que, se 

obtuvieron valores negativos de inhibición de la actividad antioxidante (Véase Figura 12). 

4.2 CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DE LOS INGREDIENTES NATURALES 

SELECCIONADOS 

4.2.1 Caracterización química por GC/MS del aceite esencial de Piper marginatum. 

La caracterización química del AE se realizó por GC/MS. Para la identificación de los 

compuestos presentes en el AE, se compararon sus espectros de masas e índices de retención 

lineales experimentales con los reportados en literatura científica o en las bases de datos (Adams, 

2007; NIST; Wiley; Babushok y col., 2011).  

El uso de algunas sustancias de referencia certificadas permitió la identificación confirmatoria de 

varios compuestos del AE, usando la comparación de sus tiempos de retención y de sus espectros 

de masas con los de patrones. En la Figura 13 aparece la comparación de los espectros de masas 

experimentales obtenidos de un pico cromatográfico (tR= 40,3 min) del AE de P. marginatum, de 
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un patrón certificado de trans-β-nerolidol (tR= 40,2 min) y del espectro de masas reportado en 

literatura (Adams, 2007). En los tres espectros de masas, el ion molecular M+. (m/z 222) fue de 

muy baja intensidad (<1%). Los iones-producto observados en m/z 136 (100%), 71 (43%) y 69 

(30%) se deben a rupturas alílicas en el trans-nerolidol (Véase Figura 13B). En los espectros de 

masas, también, aparecieron los iones-producto [M-H2O]+. y [M-H2O-CH3]
+. registrados en m/z 

204 (2%) y 189 (6%), respectivamente. Los iones-producto observados son comunes para 

muchos sesquiterpenos, pero, la relación única de sus intensidades permite la identificación 

inequívoca. 

 

 

 

 

 



MICROEMULSIÓN ANTIOXIDANTE  

79 

 

Figura 13. Espectros de masas de: A. trans-Nerolidol presente en el AE de P. marginatum; B. 

Sustancia patrón, trans-nerolidol Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). y C. 

Espectro de masas de trans-nerolidol reportado en literatura (Adams, 2007). GC/MS (EI, 70 

eV). Columna apolar DB-5MS. 

 



MICROEMULSIÓN ANTIOXIDANTE  

80 

 

Los cromatogramas, obtenidos por GC/MS en las columnas DB-5MS y DB-WAX, se muestran 

en las Figuras 14 y 15; el perfil cromatográfico obtenido por GC/FID en columna apolar (DB-5) 

se muestra en el Anexo 3. La composición química determinada por GC/MS y la cuantificación 

obtenida por GC/FID del AE de P. marginatum se muestran en la Tabla 6. Las curvas de 

calibración obtenidas para la cuantificación de los compuestos mayoritarios de los AE se 

muestran en el Anexo 4. 

Figura 14. Perfil cromatográfico obtenido por GC/MS (modo full scan) del AE de Piper 

marginatum. Columna DB-5MS (60 m). Inyección split 1:30. MSD (EI, 70 eV); ISTD: n-

tetradecano (1,9 g/L). Véase la identificación de los picos en la Tabla 6. 
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Figura 15. Perfil cromatográfico obtenido por GC/MS (modo full scan) del AE de Piper 

marginatum. Columna DB-WAX (60 m). Inyección split 1:30. MSD (EI, 70 eV). Véase la 

identificación de los picos en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Caracterización química por GC/MS y cuantificación por GC/FID de componentes del AE de Piper marginatum obtenido 

por hidrodestilación asistida por la radiación de microondas. 

N° 

Fig. 14 y 

15 

tR, min 

(DB-

5MS) 

Compuesto 

Familia  

de 

compuest

os 

Índices de retención lineales 
Cantidad de sustancia 

DB5-MS DB-WAX 

Exp. Ref. Exp. Ref. 

GC área 

relativa, % 

(DB-5MS) 

mg/g AE        

 (DB-5)* 

1 16,11 α-Tujenoa, b HM 927 927 [2] - 1026 [2] 0,3 2,8 ± 0,17 

2 16,56 α-Pinenoa, b, c, d HM 937 936 [2] 1025 1025 [2] 11,9 130 ± 16 

3 17,25 Canfenoa, b HM 952 950 [2] - 1068 [2] 0,7 5,9 ± 0,60 

4 18,24 Sabinenoa, b HM 975 973 [2] - 1122 [2] 0,5 4,8 ± 0,51 

5 18,56 β-Pinenoa, b,c HM 982 977 [2] 1113 1110 [2] 9,7 110 ± 15 

6 18,88 β-Mircenoa, b HM 989 989 [2] 1167 1160 [2] 1,4 13 ± 2,1 

7 19,76 α-Felandrenoa, b, d HM 1010 1004 [2] 1171 1167 [2] 7,3 64 ± 8,8 

8 20,16 α-Terpinenoa, b HM 1019 1017 [2] 1185 1177 [2] 1,2 9 ± 1,1 

9 20,50 p-Cimenoa, b, d HM 1027 1024 [2] 1278 1270 [2] 1,0 10 ± 1,8 

10 20,79 Limonenoa, b, c, d HM 1034 1029 [2] 1205 1198 [2] 11,2 130 ± 20 

11 20,85 β-Felandrenoa, b HM 1036 1030 [2] 1215 1209 [2] 1,6 6,5 ± 0,89 

12 21,33 trans-β-Ocimenoa, b HM 1047 1047 [2] 1257 1270 [2] 1,5 13 ± 2,0 

13 21,92 γ-Terpinenoa, b HM 1061 1059 [2] 1253 1245 [2] 1,7 13 ± 2,0 

14 23,06 Terpinolenoa, b HM 1088 1086 [2] 1291 1282 [2] 1,2 10 ± 1,4 

15 30,78 trans-Anetola, b MO 1291 1285 [1] 1840 1826 [3] 0,5 4,4 ± 0,86 

16 30,94 Safrola, b MO 1296 1286 [2] 1888 1868 [2] 0,2 <LOQ 

17 32,33 C15H24
f  HS 1333 - 1404 - 0,8 7 ± 1,1 

18 32,42 C15H24
g HS 1335 - 1420 - 0,2 <LOQ 

19 32,59 δ-Elemenoa, b HS 1339 1337 [2] 1481 1468 [2] 3,4 22 ± 5,0 

20 34,60 β-Bourbonenoa, b HS 1392 1384 [2] 1535 1523 [2] 0,4 4,0 ± 0,38 

21 34,68 β-Elemenoa, b HS 1395 1389 [2] 1603 1590 [2] 0,4 4,8 ± 0,63 
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Continuación Tabla 6. 

22 36,01 trans-β-Cariofilenoa, b, c, d HS 1433 1435 [4] 1615 1604 [5] 5,0 36 ± 7,2 

23 37,08 trans-9-epi-Cariofilenoa, b HS 1463 1464[1] - - 1,2 12 ± 2,2 

24 37,22 α-Humulenoa, b, c, d HS 1468 1453 [2] 1688 1666 [2] 0,6 5,7 ± 0,75 

25 37,87 γ-Muurolenoa, b HS 1486 1476 [2] - - 0,8 1,9 ± 0,1 

26 38,09 Germacreno Da, b HS 1493 1480 [2] 1725 1708 [2] 3,7 25 ± 4,8 

27 38,54 Biciclogermacrenoa, b HS 1507 1500 [1] 1749 1734 [3] 3,4 22 ± 3,2 

28 39,16 δ-Cadinenoa, b HS 1527 1523 [2] 1769 1755 [2] 0,5 5,7 ± 0,83 

29 39,26 C15H24O
h SO 1530 - 1957 - 0,3 4,2 ± 0,51 

30 39,56 C15H24O
i  SO 1540 - 1910 - 0,4 3,3 ± 0,18 

31 39,65 C15H24O
j SO 1543 - - - 0,3 <LOQ 

32 39,77 Elemicina, b CO 1547 1553 [2] 2239 2231 [2] 0,3 <LOQ 

33 40,27 trans-Nerolidola, b, c, d SO 1564 1560 [2] 2049 2036 [2] 1,2 9 ± 1,4 

34 40,56 Germacreno Ba, b HS 1573 1559 [2] 1849 1823 [2] 0,4 3,5 ± 0,27 

35 41,02 Germacreno-D-4-ola, b SO 1589 1574 [2] 2001 2018 [2] 0,7 12 ± 2,2 

36 41,06 Espatulenola, b SO 1590 1576 [2] 2140 2126 [2] 0,6 4,6 ± 0,58 

37 41,18 C15H24O
k  SO 1594 - 2036 - 1,9 12 ± 2,2 

38 41,27 Óxido de cariofilenoa, b, d SO 1597 1580 [2] 2002 1986 [2] 1,1 8 ± 1,4 

39 42,35 Isolongifolen-9-onaa, b SO 1637 1627 [1] 2227 - 0,3 3,9 ± 0,34 

40 42,49 Isoespatulenola, b SO 1642 1638 [1] 2273 2250 [3] 4,8 38 ± 8,7 

41 43,63 C15H24O
l SO 1663 - 2196 - 2,2 16 ± 2,1 

42 43,77 Ylangenala, b SO 1690 1675 [3] 2227 - 3,7 22 ± 4,9 

43 44,04 ent-Germacre-

4(15),5,10(14)- 
trien-1β-ol 

SO 1698 1695 [3] 2267 - 0,73 5,6 ± 1,6 

44 44,84 C15H24O
m  SO 1733 - 2400 - 2,8 17 ± 3,2 

* (  ± s, n=3). a Identificación tentativa basada en los espectros de masas (MS, EI, 70 eV, coincidencia > 90%). b Identificación tentativa basada en los índices de retención lineales 

en las columnas DB-WAX y DB-5MS ([1] Adams, 2007; [2] Babushok y col., 2011; [3] NIST 2017; [4] Rojas y Usubillaga, (2000); [5] Cardeal et al., (2006). 
c Identificación tentativa basada en la comparación de los espectros de masas de alta resolución (HRMS) con la base de datos NIST 2017(Véase Anexo 3) o la determinación de la 

composición elemental del ion molecular, iones-producto y sus masas exactas. d Identificación confirmatoria por MS y LRI usando sustancias de referencia certificadas (α-pineno, 

α-felandreno, limoneno, trans-β-cariofileno, p-cimeno, α-humuleno, trans-nerolidol y óxido de cariofileno). 
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Continuación Tabla 6. 
f m/z (I%): 204 M+. (9%), 189 (15%), 161 (56%), 136 (40%), 121 (100%), 105 (30%), 93 (70%), 91 (35%), 77 (23%). 
g m/z (I%): 204 M+. (4%), 189 (7%), 161 (40%), 136 (56%), 121 (100%), 105 (33%), 93 (72%), 77 (22%). ent-Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1β-ol 
h m/z (I%): 220 M+. (2%), 204 (2%), 187 (5%), 177 (7%), 159 (12%), 137 (100%), 121 (100%), 105 (24%), 93 (69%), 84 (54%). 
i m/z (I%): 220 M+. (2%), 187 (2%), 177 (4%), 159 (6%), 137 (100%), 121 (95%), 105 (19%), 93 (65%), 84 (67%). 
j m/z (I%): 220 M+. (78%), 202 (10%), 187 (33%), 176 (19%), 164 (62%), 159 (71%), 149 (36%), 135 (65%), 119 (78%), 105 (71%), 93 (100%), 77 (36%). 
k m/z (I%): 220 M+. (17%), 205 (12%), 187 (11%), 177 (12%), 162 (77%), 147 (72%), 134 (38%), 119 (100%), 105 (54%), 93 (65%), 79 (29%). 
l m/z (I%): 220 M+. (47%), 205 (5%), 187 (60%), 161 (82%), 159 (100%), 145 (51%), 119 (81%), 105 (39%), 91 (47%), 77 (23%), 43 (26%), 41 (26%). 
m m/z (I%): 220 M+. (98%), 205 (18%), 202 (39%) 187 (90%), 177 (24%), 161 (39%), 159 (100%), 145 (46%), 131 (63%), 119 (32%), 105 (36%), 91 (35%), 77 (13%), 43 (16%). 
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En el AE de P. marginatum se identificaron 35 compuestos en cantidades >0,2%, que 

correspondieron al 84,9% del área cromatográfica total. El AE de P. marginatum tiene un alto 

contenido de hidrocarburos monoterpénicos (51%), seguidos de hidrocarburos sesquiterpénicos 

(21%) y sesquiterpenos oxigenados (19%). Los componentes mayoritarios en este AE fueron     

α-pineno (12%), limoneno (11%) y β-pineno (10%), todos monoterpenos. 

Los espectros de masas obtenidos por GC-ToF-HRMS de los compuestos no identificados en el 

AE de P. marginatum se muestran en las Figuras 16-18. Se pudo establecer que el compuesto no 

identificado N° 17 con tR= 32,33 min, posee una fórmula elemental de C15H24 (m/z 204,1871, 

Δppm = 0,75), por lo que se puede afirmar que corresponde a un hidrocarburo sesquiterpénico; 

los iones en m/z 55, 67 y 91 indican la presencia de, por lo menos, un enlace doble en la 

molécula. El compuesto N° 37 (tR= 41,18 min) presentó una fórmula elemental de C15H24O (m/z 

220,1821, Δppm = 0,6); durante su fragmentación se observó la salida del radical con fórmula 

elemental C3H6O• generando el ion-producto en m/z 162,1401 con fórmula elemental (C12H18), el 

catión C3H6O+•se observó en m/z 58,0414; este compuesto pertenece a los sesquiterpenos 

oxigenados. El compuesto N° 44 (tR= 44,84 min) con fórmula elemental de C15H24O (m/z 

220,1879, Δppm = 1,21), durante su fragmentación, pierde la molécula de agua y genera el ion 

en m/z 202,1714, con fórmula elemental C15H22; por lo que este compuesto podría corresponder a 

un alcohol (de Hoffmann y Stroobant, 2007) y pertenece a la familia de los sesquiterpenos 

oxigenados. 
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Figura 16. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del compuesto 

N° 17 (Véanse Figuras 14-15 y Tabla 6) del AE de Piper marginatum. 

 

Figura 17. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del compuesto 

N° 37 (Véanse Figuras 14-15 y Tabla 6) del AE de Piper marginatum. 
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Figura 18. Espectro de masas experimental obtenido por GC-TOF-HRMS (columna Rxi-5MS) 

del compuesto N° 44 (Véanse Figuras 14-15 y Tabla 6) del AE de Piper marginatum 
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patrón. En los espectros de masas se observan las señales para las moléculas protonadas [M+H]+ 

y los iones-producto [M+H-C6H10O4]
+. Para la identificación presuntiva se compararon las masas 

de las moléculas protonadas y las de sus iones-producto con los datos de literatura (Flores y col. 

2015, Huang y col., 1998; Wei y col., 2021). 

De los 17 compuestos identificados, dos correspondieron a proantocianidinas [galocatequina-

(4α-8)-galocateol (1) y galocatequina-(4α-8)-catequina (2)]; cuatro, a flavanoles [galocatequina 

(3), catequina (4), galato de epigalocatequina (6) y galato de epicatequina (12)]; ocho, a 

flavonoles [isómero de hibiscetina-O-metilpentósido (5), isómeros de miricetina-O-pentósido (7 

y 10), los isómeros de miricetina-O-metilpentósido (8 y 11) miricetina-O-hexósido (9), 

guajavarina (13) y quercitrina (14)] y tres, a flavanonas [pinocembrina-O-hexósido (15), 

pinocembrina-O-[4′′,6′′-hexahidroxidifenoil]-hexósido (16), y pinocembrina (17)]. 
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Tabla 7. Identificación por UHPLC-ESI+- Orbitrap-HRMS de los compuestos fenólicos en el extracto hidroalcohólico de Psidium 

sartorianum, después de la destilación de la planta. 

N° 

Fig. 19 

tR, 

min Compuesto Fórmula [M+H]+  Δppm 
Iones-producto                            

m/z [M+H-X]+ (Δppm) 

1 3,13 Galocatequina-(4α-8)-galocatecolb  C30H26O14 611,13983 0,49 443.09659 [M+H-C8H8O4]+ (-1,55). 

2 3,42 Galocatequina-(4α-8)-catequinab C30H26O13 595,14545 1,39 427.12202 [M+H-C8H8O4]+ (-0,79). 

3 3,44 Galocatequinab C15H14O7 307,08122 0,57 289,07019 [M+H-H2O]+ (-1,64); 

139,03883 [M+H-C8H8O4]
+            

(-0,98); 123,04415 [M+H-C8H8O5]
+ 

(0,77). 

4 3,83 Catequinaa C15H14O6 291,08631 1,33 273,07590 [M+H-H2O]+ (0,54); 

139,03911 [M+H-C8H8O4]
+ (0,99); 

123,04431 [M+H-C8H8O4]
+ 

5 3,93 Isómero de hibiscetina-metilpentósidob C21H20O13 481,09842 1.56 335.04004 [M+H-C6H10O4]
+ (0,83); 

169.01340 [M+H-C6H10O4-

C8H6O4]
+ (1,46) 

6 4,06 Epigalocatequina galatoa C22H18O11 459,09218 0,28 - 

7 4.06 Miricetina-O-pentósidob C20H18O12 451,08719 0,19 319,04465 [M+H-C5H8O4]+ (0,61); 

153,01816 [M+H-C5H8O4-

C8H6O4]
+ (-0.50) 

8 4,14 Isómero de miricetina-O-ramnósidob C21H20O12 465,10306 0,65 319,04489 [M+H-C6H10O4]
+ (0,15); 

153,01828 [M+H-C6H10O4-

C8H6O4]
+ (0,29) 
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Continuación. Tabla 7. 

9 4,16 Miricetina-hexósidob C21H20O13 481,09767 0,80 319,04489 [M+H-C6H10O5]
+ (0,80); 

153,01831 [M+H-C6H10O5- 

C8H6O4]
+ (0,49) 

10 4,35 Miricetina-pentósidob C20H18O12 451,08688 0,49 319,04449 [M+H-C5H8O4]
+ (1,09); 

153,01828 [M+H-C5H8O4-

C8H6O4]
+ (0,29) 

11 4,39 Isómero de miricetina-O-ramnósidob C21H20O12 465,10291 0,33 319,04477 [M+H-C6H10O4]
+ (0,23); 

153,01814 [M+H-C6H10O4-

C8H6O4]
+ (0,60) 

12 4,45 Epicatequina galatoa C22H18O10 443,09727 0,84 - 

13 4,59 Guajavarinab C20H18O11 435,09229 0,22 303,04965 [M+H-C5H8O4]
+ (0,91); 

153.01822 [M+H-C5H9O4-

C8H6O3]
+ (-0.10) 

14 4,65 Quercitrinaa C21H20O11 449,10783 1,20 303.04938 [M+H-C6H10O4]
+ (-

1,82); 153,1820 [M+H-C6H10O4-

C8H6O3]
+ (-1.0) 

15 5,43 Pinocembrina-O-hexósidob C21H22O9 419,13397 0,75 257,08069 [M+H-C6H10O5]
+          

(-0,57); 153,01814 [M+H-C6H10O5-

C8H8]
+ (-0,60) 

16 5,87 Pinocembrina-O-[4′′,6′′-

hexahidroxidifenoil]-hexósidob 

C35H28O17 721,14056 0,89 703,13000 [M+H-H2O]+ (0,91); 

465.06671 [M+H-C15H12O4]
+ 

(0,74); 257.08084 [M+H-

C20H16O13]
+; 153,01825 [M+H-

C28H24O13]
+ (0,09) 

17 6,73 Pinocembrinaa C15H12O4 257,08083 0,02 153,01845 [M+H-C8H8]
+ (1,39) 

X: Fórmula elemental del fragmento neutro. 
a Identificación confirmatoria basada en la comparación de las masas exactas de las moléculas protonadas y sus tiempos de retención 

con los de sustancias de referencia certificadas; las corrientes iónicas extraídas se muestran en el Anexo 6. 
b Identificación presuntiva basada en la comparación de las masas exactas de las moléculas protonadas y de sus iones-producto con lo 

reportado en literatura (Flores y col. 2015, Huang y col., 1998; Wei y col., 2021). 
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Figura 19. Corrientes iónicas extraídas (EIC) de las moléculas protonadas [M+H]+ obtenidas 

por UHPLC-ESI+ -Orbitrap-HRMS de los flavonoides presentes en el extracto hidroalcohólico 

de material vegetal de Psidium sartorianum, después de su destilación. Véase la Tabla 7 para la 

identificación de los picos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

Tiempo, min

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

A
b

u
n

d
a

n
c
ia

re
la

ti
v
a

1

4.02

2

4.14

3

4.02

4

5

9
6

10

7

11

8

13

12

14

15

16

17



MICROEMULSIÓN ANTIOXIDANTE  

92 

 

Figura 20. Espectros de masas experimentales obtenidos por ESI+-HRMS de A. Quercitrina 

presente en el extracto de Psidium sartorianum, después de la destilación de la planta y B. 

Sustancia patrón, quercitrina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 
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Las proantocianidinas son los compuestos más polares de las sustancias fenólicas detectadas y 

aparecen en los primeros minutos de la corrida cromatográfica (HPLC en fase reversa). Las 

proantocianidinas 1 y 2 presentaron los iones [M+H]+ en m/z 611,13983 (C30H27O14) y 

595,14545 (C30H27O13), respectivamente. Las rupturas de los enlaces O1-C2 y C3-C4 del anillo C, 

por una mecanismo tipo Retro-Diels-Alder (RDA), con pérdida de la especie C8H8O4
. (del anillo 

B) y generaron los iones-producto en m/z 443,09659 (C22H19O10) y 427,10202 (C22H19O9) para 

los compuestos 1 y 2, respectivamente (Véase Figura 21). En el Anexo 7 se muestran los 

espectros de masas obtenidos para todos los compuestos identificados. 

Figura 21. Formación de iones-productos de RDA, de galocatequina-(4α-8)-galocateol (1) y 

galocatequina-(4α-8)-catequina (2). 
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ruptura de los enlaces O1-C2 y C3-C4, por un mecanismo tipo RDA (Véase Figura 22). Debido a 

la cantidad baja de los flavanoles 6 y 12 presentes en el extracto, su identificación se realizó, 

únicamente, por comparación de las masas exactas de las moléculas protonadas [M+H]+ y de sus 

tiempos de retención, con los obtenidos de las sustancias-patrón. 

Figura 22. Formación del ion-producto en m/z 139,03897, común para los flavanoles 

galocatequina (R2=OH; R3=H) y catequina (R2=H; R3=OH). 

 

Los flavonoles fueron los compuestos identificados en mayor proporción el extracto de P. 

sartorianum. Todos los flavonoles identificados (5, 7-11, 13-14) se encontraron en forma de 

glucósidos. En la Figura 23 se muestra el esquema general de fragmentación de los flavonoles 

identificados. Las agliconas de estos flavonoles presentaron iones-producto en m/z 153,01823 

(C7H5O4
+) que se debe a la ruptura de los enlaces O1-C2 y C3-C4; sin embargo, como el 

compuesto 5 contiene un grupo hidroxilo adicional en el anillo A, esta ruptura generó el ion-

producto en m/z 169,01340 (C7H5O5). Debido a la alta resolución del Orbitrap-MS fue posible 

conocer, con base en las masas exactas de las moléculas protonadas y de sus iones-producto, los 

tipos de azúcares presentes en cada uno de los flavonoles identificados. 

2

3

4

A C

B

5

6

7

8

9

2’

3’

4’
5’

6’

7’
+

m/z 139,03897

C7H7O3

RDA
A

B

10

H+



MICROEMULSIÓN ANTIOXIDANTE  

95 

 

Figura 23. Formación de iones-producto F1
+ y F2

+ principales en los espectros de masas de los 

flavonoles presentes en el extracto de Psidium sarturianum. 

 

En los espectros de masas de las flavanonas 15, 16 y 17 aparecen los iones [M+H]+ en m/z 

419,13397 (C21H23O9), 721,14056 (C35H29O17) y 257,08083 (C15H13O4), respectivamente. Las 

flavonas 15 y 16 son derivados del pinocembrina (17). La formación de los principales iones-

producto en los espectros de masas de las tres flavanonas se muestra en la Figura 24. El 

compuesto 17, concretamente [M+H]+, durante su fragmentación, generó un ion-producto en m/z 

153,01845 (C7H5O4), debido a la ruptura de los enlaces O1-C2 y C3-C4, por una mecanismo tipo 

RDA, similar a los iones-producto observados en los espectros de masas de las flavanonas 15 y 

16 en m/z 153,01814 y 153,01825, respectivamente. 
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Figura 24. Formación de los principales iones-producto en los espectros de masas de las 

flavonas presentes en el extracto de Psidium sartorianum. 
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4.2.3 Caracterización química por HPLC-DAD del extracto de Psidum sartorianum. 

El extracto hidroalcohólico de P. sartorianum, después de la destilación de la planta, se analizó 

también por HPLC-DAD. El perfil cromatográfico se muestra en la Figura 25, la lista de 

compuestos identificados aparece en la Tabla 8 y en el Anexo 8, figuran las longitudes de onda 

máximas de absorción (λmax) de los compuestos. Se identificaron tentativamente diez compuestos 

fenólicos en el extracto con base en la comparación de sus tiempos de retención y espectros UV, 

con los de las sustancias de referencia y los reportados en literatura científica (Shain y Miller 

1981; Huang y col. 1998; Aaby y col. 2007; Su y col., 2008; Vandeputte y col. 2009; Fracassetti 

y col. 2013). 

Figura 25. Perfil cromatográfico obtenido por HPLC-DAD (λ= 270 nm) del extracto 

hidroalcohólico de Psidium sartoriamnum, después de la destilación de la planta. Véase la 

identificación de los picos cromatográficos en la Tabla 8. Los picos cromatográficos con (*) no 

fueron identificados, sus máximos de absorción se muestran en el Anexo 8. 
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Tabla 8. Análisis por HPLC-DAD (λ=270 nm) de los compuestos fenólicos detectados en el 

extracto hidroalcohólico de Psidium sartorianum. 

N° 

Fig. 24 
tR, min Compuesto Referencias 

1 8,71 Ácido gálicoa Fracassetti y col. (2013) 

2 13,44 Elagitaninob Aaby y col. (2007) 

3 18,86 Catequinaa Vandeputte y col. (2009) 

4 33,99 Miricetina-O-pentósido Fracassetti y col. (2013) 

5 34,71 Miricetina-O-pentósido Fracassetti y col. (2013) 

6 35,36 Ácido elágicoa Fracassetti y col. (2013) 

7 38,57 Quercetrinaa Su y col. (2008) 

8 44,58 Derivado de flavonab Huang y col. (1998) 

9 50,37 Derivado de flavonab Huang y col. (1998) 

10 58,31 Pinocembrinaa Shain y Miller (1981) 
aIdentificación confirmatoria con materiales de referencia. 
bIdentificación presuntiva basada en la comparación de los espectros UV con los reportados en literatura [Fracassetti 

y col. (2013); Aaby y col. (2007); Vandeputte y col. (2009); Su y col. (2008); Huang y col. (1998); Shain y Miller 

(1982)]. 

De los diez compuestos registrados por HPLC-DAD en el extracto, cinco, se identificaron de 

manera confirmatoria y cinco, de manera presuntiva. Los ácidos gálico y elágico, por su 

naturaleza química, no habían sido identificados por ESI+-HRMS, pero, sí se identificaron por 

HPLC-DAD, usando sustancias-patrón. Los compuestos de los picos cromatográficos 7 y 8 de la 

Tabla 8, posiblemente, correspondan a los previamente identificados por ESI+-HRMS 

pinocembrina-O-hexósido y pinocembrina-O-[4′′,6′′-hexahidroxidifenoil]-hexósido. 

Por UHPLC-ESI--HRMS se confirmó la presencia de los ácidos gálico y elágico, por 

comparación de sus tiempos de retención, las masas exactas de las moléculas deprotonados [M-

H]- e iones-producto, idénticos a los obtenidos de las sustancias de referencia y lo reportado en 

literatura científica (Aaby y col., 2007; Regueiro y col., 2014). En la Figura 26 se muestran los 

espectros de masas obtenidos por UHPLC-ESI--HRMS de los ácidos gálico y elágico. Las 

señales de la moléculas deprotonada y de los iones-producto del ácido gálico fueron de 
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intensidad baja y se observaron cuando se aplicó un voltaje 10 V en la celda de disociación de 

alta energía (HCD, por sus siglas en inglés). El ion-producto [(M-H)-CO2]
- observado en el 

espectro de masas del ácido gálico, se registró en m/z 125,02275. Para el ácido elágico, con un 

energía de 30 V en la HCD, se detectó la molécula deprotonada en m/z 300,99768 con fórmula 

elemental C14H5O8. El ion-pruducto en m/z 257 reportado en literatura (Mullen y col., 2003; 

Regueiro y col. 2014), se formó por la descarboxilación de la molécula deprotonada, aunque fue 

de intensidad baja(<1%). 
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Figura 26. Espectros de masas, obtenidos por UHPLC-ESI--HRMS, de A. Ácido gálico y B. 

Ácido elágico, presentes en el extracto Psidium sartorianum, después de la destilación de la 

planta. 
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4.2.4 Caracterización química por GC/MS del extracto de Psidum sartorianum. 

La cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de masas permitió la identificación de 

compuestos volátiles y volatilizables, que no habían sido detectadas por cromatografía líquida, 

en el extracto de P. sartorianum, obtenido de la planta después de su destilación. En la Figura 

27 se muestra el cromatograma del extracto obtenido y, en la Tabla 9, se muestran los 

compuestos identificados junto con sus abundancias relativas. Los espectros de masas de los 

picos cromatográficos 10 y 16 (Véase Figura 26) de la Tabla 9, se muestran en el Anexo 5. Para 

el pico cromatográfico 10 se observaron los iones molecular [M]+., de baja intensidad en m/z 98, 

y los iones-productos [M-CH3]
+. en m/z 83, así como los iones-prodcuto [M-C3H7]

+. o [M-

CH3CO]+. en m/z 55, y [M-C4H7]
+. en m/z 43. El pico cromatográfico 16 corresponde, 

probablemente, a la colelución de compuestos; además, en su espectro de masas aparece el ion 

en m/z 60, que es un ion-producto típico de la ruptura McLafferty en los ácidos. Los LRI de los 

cuatro primeros compuesto no se calcularon debido a que eluyerón antes que la primera n-

parafina empleada (C8) para estos análisis. 
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Figura 27. Perfil cromatográfico obtenido por GC/MS (modo full scan) del extracto de             

P. sartorianum, obtenido de la planta después de su destilación. Columna DB-5MS (60 m), 

inyección split 1:30, MSD (EI, 70 eV). Véase la identificación de los picos cromatográficos en la 

Tabla 9. 
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Tabla 9. Identificación tentativa por GC/MS (Columna DB-5MS, 60 m) de los compuestos 

presentes en el extracto de P. sartorianum, obtenido de la planta después de su destilación. 

N°  
Fig. 36 

tR,  
min 

Compuesto LRIExp. LRILit. 
GC área 

relativa, % 

1 7,7 Metilpetan-3-ola, b - 749 [3] 1,0 

2 8,8 Hexan-3-ona a, b - 790 [3] 1,9 

3 9,1 1-Metilciclopentan-3-ol a, b - 796 [3] 2,1 

4 9,2 Hexan-3-ol a, b - 797 [3] 0,7 

5 9,4 Hexan-2-ol a, b 801 801 [3] 0,9 

6 14,0 2-Metil-2-pentanetiol a, b 911 930 [3] 5,7 

7 14,8 2,2-Dimetil-pentanal a, b 929 - 11,1 

8 15,6 3-Hexilhidroperóxidoa 949 965 [3] 4,9 

9 16,1 2-Hexilhidroperóxido a 958 - 6,3 
10 16,7 N.I.; m/z (I%): 98 (1%), 83 (100%), 71 

(16%), 55 (58%), 43 (51%). 
973 - 29,3 

11 17,7 N.I.; m/z (I%): 100 (1%), 83 (100%), 67 

(14%), 55 (95%), 43 (36%). 
996 - 0,9 

12 17,8 N.I.; m/z (I%):  83 (100%), 71 (16%),67 

(10%), 55 (89%), 43 (15%). 
997 - 1,7 

13 17,9 N.I.; m/z (I%): 83 (100%), 71 (15%), 55 

(89%), 41 (31%). 
1000 - 1,8 

14 19,8 N.I.; m/z (I%): 121 (1%), 98 (23%), 91 

(7%), 71 (9%), 58 (27%), 43 (100%).  
1046 - 1,7 

15 39,5 Ftalato de dietilo a, b (Plastificante)  1589 1590 [1] 11,5 
16 40,8 N.I.; m/z (I%): 207. (1%), 205 (1%), 204 

(1%), 156 (10%), 118 (30%), 112 (58%), 

71 (85%), 60 (100%), 43 (70%). 

1632 - 6,9 

17 41,7 N.I.; m/z (I%): 121 (1%), 98 (23%), 91 

(7%), 71 (9%), 58 (27%), 43 (100%). 
1665 1649 [1] 1,6 

18 45,7 N.I.; m/z (I%): 220 (15%), 202 (21%), 

187 (16%), 179 (52%), 161 (47%), 147 

(21%), 127 (88%), 123 (100%), 109 

(83%),95 (55%), 81 (71%), 69 (49%), 55 

(58%). 

1829 - 0,8 

19 47,4 Clovanediol a, b 1901 1885 [3] 1,7 

20 56,5 trans-9-Octadecenamida a 2359 2386 [3] 4,2 

21 50,0 Pinocembrinaa, b 2508 2513 [3] 0,9 

22 61,0 Pinostrobina a 2564 - 2,6 
N.I.: no identificado. 
a Identificación tentativa basada en los espectros de masas (MS, EI, 70 eV, coincidencia > 90%). 
b Identificación tentativa basada en los índices de retención lineales en columna DB-5MS ([1] Adams, 2007; [2] 
Babushok y col., 2011; [3] NIST, 2017. 
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Se identificaron 15 compuestos en cantidades >0,7%, que representaron el 57% del área 

cromatográfica total. El compuesto “mayoritario” resultó ser un artefacto, el ftalato de dietilo 

(11,5%), un plastificante proveniente, posiblemente, del solvente de extracción, el etanol. Entre 

otros compuestos se encuentran los sesquiterpenoles β-eudesmol y clovanediol y pinostrobina 

(metil éter de pinocembrina).  

4.2.5 Cuantificación del ácido elágico en el extracto de P. sartorianum, obtenido de la planta 

después de su destilación. 

La cuantificación del el ácido elágico, componente más abundante en el extracto de P. 

sarturianum, de plantas después de su destilación, se llevó a cabo por el método de calibración 

externa, empleando la sustancia patrón. Se evaluaron concentraciones entre 50 y 250 mg/L. La 

curva de calibración y la ecuación obtenida se muestran en la Figura 28. Mediante la 

extrapolación y teniendo en cuentas las diluciones realizadas, se pudo establecer que el contenido 

de ácido elágico fue de 400 ± 25,7 mg/g de extracto. 

Figura 28. Curva de calibración para la cuantificación del ácido elágico presente en el extracto 

de P. sartorianum, obtenido del material vegetal, después de su destilación. 
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4.3 DESARROLLO DE LA MICROEMULSIÓN 

4.3.1 Diagrama de fases pseudoternarias 

La existencia o no, de las microemulsiones, para las diferentes combinaciones de ingredientes se 

describió a través de diagramas de fases pseudoternarias (Véase Figura 29). La combinaciones 

que formaron una microemulsión, se presentan de color rojo; las que generaron dispersión opaca, 

con color negro; aquellas, que dieron lugar a una macroemulsión (tipo crema), con color 

amarillo, las que presentaron separación de fases, con color gris. 

La comparación de los diagramas de fases obtenidos con los aceites vegetales de ajonjolí (Véase 

Figura 29A) y aguacate (Véase Figura 29B) permitió establecer que, con el aceite de aguacate 

se obtuvo un mayor número de combinaciones que formaron microemulsiones, que con el aceite 

de ajonjolí. El aceite de aguacate se seleccionó para evaluar dos fases acuosas adicionales. La 

primera fase acuosa fue 100% agua, en la segunda, se sustituyó el propilenglicol por etanol. Con 

la fase acuosa de 100% agua se obtuvo un menor número de microemulsiones que con la fase 

acuosa constituida por agua:propilenglicol (1:1), y, para ciertas combinaciones, la formación de 

macroemulsiones (Véase Figura 29C). La fase acuosa conformada por agua: etanol (1:1) redujo 

el número de microemulsiones formadas (Véase Figura 29D); incluso, cuando su porcentaje en 

la mezcla fue mayor de 50%, esto, con una relación de Tween 80®: aceite de aguacate de 95:5. 
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Figura 29. Diagrama de fases con Tween® 80 como surfactante. A. Con agua: propilenglicol 

(1:1) y aceite de ajonjolí; B. Con aceite de aguacate; C. Con agua como fase acuosa y D. Con 

agua: etanol (1:1). 

 

 

Con base en estos resultados, la siguiente combinación de ingredientes fue escogida para la 

microemulsión base, a saber: mezcla agua:propilenglicol (1:1) (65,7%) como fase acuosa, aceite 

de aguacate (1,5%), como fase oleosa; Tween® 80 (31,8%), como surfactante. Estos porcentajes 

se emplearon para el desarrollo de la microemulsión antioxidante con una ligera modificación, 
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i.e., se sustituyó una quinta parte del aceite vegetal de aguacate por el AE de Piper marginatum, 

para enmascarar el olor a grasa. 

En total, se prepararon 2,1 L del primer lote de microemulsión con extracto de P. sartorianum, 

obtenido de la planta después de su destilación; para esto, en un recipiente de vidrio de 4 L, se 

mezclaron con agitación mecánica los componentes de la fase oleosa, i.e., aceite de aguacate 

(31,6 mL), AE de P. marginatum (3,5 mL) y Tween® 80 (667 mL). En otro recipiente, el 

extracto P. sarturianum (21 g) se disolvió en agua:propilenglicol (relación 1:1) (440 mL) con 

ayuda de un baño de ultrasonido Elmasonic S 300 H (Elma, Alemania) (10 min, 24 °C). El 

extracto disuelto se agregó, lentamente, con una bureta, a la mezcla de la fase oleosa y el Tween® 

80, con agitación manual de forma constante; finalmente, se agregó la mezcla 

agua:propilenglicol (936 mL). La microemulsión se almacenó en frascos de 600 mL. En la 

Figura 30 se muestra una fotografía de la microemulsión base y de la microemulsión con 

extracto de P. sartorianum, obtenido de la planta después de su destilación. 
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Figura 30. A. Microemulsión base y B. Microemulsión con extracto de P. sartorianum, obtenido 

de la planta después de su destilación. Fotografía tomada por Juan Camilo HENRÍQUEZ 

SANABRIA, en el Centro de Investigación CENIVAM, UIS, Bucaramanga. Fecha: 26 de marzo 

de 2021. 

 

La microemulsión con extracto de P. sartorianum, obtenido de la planta después de su 

destilación, fue del tipo O/W porque, cuando se adicionaba más cantidad de fase acuosa, ésta se 

difundía rápidamente en la microemulsión, sin observarse inversión de fases (Kreilgaard, 2002). 

La microemulsión antioxidante fue de color rojizo, similar al del extracto, no presentó turbidez a 

simple vista y clasificó como una microemulsión tipo Winsor IV. El aroma de la microemulsión 

fue similar al del AE de Piper marginatum incorporado. 

4.3.2 Caracterización química de la fracción volátil de la microemulsión antioxidante. 

Las composiciones químicas de las fracciones volátiles de las microemulsiones fueron estudiadas 

por medio de HS-SPME-GC/MS. Los perfiles cromatográficos de las fracciones volátiles de las 

microemulsiones base y con extracto de Psidium sartorianum se muestran en la Figura 31.  Las 

composiciones químicas de las fracciones volátiles aparecen en Tabla 10. El LRI del etanol no 
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se calculó, debido a que eluyó antes que la primer n-parafina, C8, empleada para los cálculos de 

los LRI. La diferencia entre los LRIExp. y LRIRef. del propilenglicol, fue debido al ensanchamiento 

de su pico cromatográfico. 
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Figura 31. Perfiles cromatográficos obtenidos por HS-SPME-GC/MS (modo full scan) de A. 

Fracción volátil de la microemulsión base y B. Fracción volátil de microemulsión con extracto 

de P. sartorianum. Columna DB-5MS (60 m). Inyección splitless. MSD (EI, 70 eV).  Temperatura 

de exposición de la fibra (DVB/CAR/PDMS) fue 60 °C. Tiempos de pre-equilibrio térmico de la 

muestra, de la exposición de la fibra y de la desorción en el puerto de inyección fueron 15, 30 y 

15 min, respectivamente. Véase la identificación de los picos cromatográficos en la Tabla 10. 
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Tabla 10. Identificación GC/MS de los compuestos presentes en las fracciones volátiles, 

obtenidas por HS-SPME, de la microemulsión base (ME-B) y de la microemulsión con extracto 

de P. sartorianum, después de la destilación de la planta (ME-EPS). 

N° Fig. 31 Compuesto 
LRI GC area relativa, %             

Exp. Lit. ME-B ME-EPS 

1 Etanola - 427 [3] 0,19 0,24 

2 Propilenglicola 810 740 [3] 98,39 70,22 

3 Heptanala, b 903 901 [2] 0,18 - 

4 α-Tujuenoa, b 926 929 [2] - 0,04 

5 α-Pinenoa, b 934 936 [2] - 2,25 

6 Canfenoa, b 951 950 [2] - 0,09 

7 Sabinenoa, b 974 973 [2] - 0,09 

8 β-Pinenoa, b 980 977 [2] - 2,16 

9 β-Mircenoa, b 989 989 [2] - 0,45 

10 Decanoa, b 999 1000 [1] 0,15 0,02 

11 Octanala, b 1005 1003 [1] 0,05 0,02 

12 α-Felandrenoa, b 1008 1004 [2] - 1,82 

13 α-Terpinenoa, b 1018 1014 [2] - 0,19 

14 p-Cimenoa, b 1027 1024 [2] - 0,60 

15 Limonenoa, b 1031 1024 [1] 0,04 4,10 

16 β-Felandrenoa, b 1034 1030 [2] - 0,30 

17 cis-β-Ocimenoa, b 1037 1038 [2] - 0,26 

18 trans-β-Ocimenoa, b 1048 1047 [1] - 0,63 

19 γ-Terpinenoa, b 1061 1059 [2] - 0,62 

20 trans-Octen-2-ala, b 1061 1060 [2] 0,12 - 

21 Terpinolenoa, b 1088 1086 [2] - 0,38 

22 Undecanoa, b 1099 1100 [3] 0,29 0,07 

23 Linalola, b 1102 1099 [3] - 0,06 

24 Isopentanoato de isopentiloa, b 1106 1104 [3] - 0,04 
25 n-Nonanala, b 1107 1100 [3] 0,10 - 

26 3-Metilbutirato de pentiloa, b 1109 1110 [3] - 0,09 

27 allo-Ocimenoa, b 1130 1131 [3] - 0,02 

28 Alcanfora, b 1155 1142 [3] - 0,02 

29 trans-2-Nonenala, b 1164 1162 [1] 0,20 0,02 

30 Dodecenoa, b 1192 1190 [3] 0,06 0,02 

31 Dodecanoa, b 1199 1200 [1] 0,12 0,03 

32 α-Terpineola, b 1202 1186 [1] - 0,03 

33 trans-Decen-2-ala, b 1266 1260 [1] 0,06 - 

34 Acetato de borniloa, b 1289 1284 [1] - 0,06 

35 trans-Anetola, b 1293 1285 [1] - 0,18 
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Continuación Tabla 10. 

36 Safrola, b 1297 1286 [2] - 0,08 

37 Acetato de trans-pinocarviloa, b 1300 1297 [3] - 0,03 

38 C15H24 1334 - - 0,48 

39 C15H24 1336 - - 0,44 

40 δ-Elemenoa, b 1340 1337 [2] - 3,85 

41 α-Cubebenoa, b 1351 1345 [2] - 0,02 

42 C15H24 1363 - - 0,10 

43 α-Copaenoa, b 1381 1374 [1] - 0,10 

44 β-Bourbobenoa, b 1391 1384 [1] - 0,27 

45 trans-Tetradec-3-enoa, b 1391 1384 [1] 0,04 - 

46 β-Elemenoa, b 1395 1389 [1] - 0,64 

47 trans-β-Cariofilenoa, b 1432 1433 [1] - 2,73 

48 γ-Elemenoa, b 1437 1434 [1] - 0,05 

49 β-Copaenoa, b 1440 1430 [1] - 0,05 

50 Aromadendrenoa, b 1450 1440 [1] - 0,14 

51 N.I.: 218 (5%), 203 (22%), 175 

(18%), 162 (15%), 147 (16%), 

136 (45%), 121 (100%), 105 

(26%), 93 (68%), 91 (35%), 82 

(64%), 77 (22%). 

1465 - - 0,29 

52 α-Humulenoa, b 1467 1453 [1] - 0,37 

53 γ-Muurolenoa, b 1486 1476 [2] - 0,54 

54 Germacreno Da, b 1491 1480 [2] - 1,24 

55 δ-Selinenoa, b 1495 1492 [2] - 0,20 

56 β-Selinenoa, b 1499 1486 [3] - 0,22 

57 Biciclogermacrenoa, b 1505 1500 [2] - 1,09 

58 γ-Cadidenoa, b 1519 1513 [3] - 0,10 

59 δ-Cadinenoa, b 1522 1523 [2] - 0,24 

60 Espeatulenola, b 1581 1577 [2] - 0,23 

61 Isoespatulenola, b 1640 1638 [1] - 0,04 

62 Ylangenala, b 1686 1675 [3] - 0,08 

ME-B: Microemulsión base; ME-EPS: Microemulsión con extracto de P. sartorianum, obtenido de la planta 

después de su destilación. 
a Identificación tentativa basada en los espectros de masas (MS, EI, 70 eV, coincidencia > 90%). 
b Identificación tentativa basada en los índices de retención lineales en la columna DB-5MS ([1] Adams, 2007; [2] 

Babushok y col., 2011; [3] NIST, 2017. 

 

En la fracción volátil de la microemulsión base se identificaron 14 compuestos en cantidades 

relativas >0.05%, que representaron el 99,99% del área cromatográfica total. El compuesto 
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mayoritario fue propilenglicol (98,4%); los demás compuestos en la fracción volátil fueron 

hidrocarburos y aldehídos. 

En la fracción volátil de la microemulsión con extracto de P. sartorianum se identificaron 53 

compuestos en cantidades relativas >0,02%, que representaron 97,4% del área cromatográfica 

total. El compuesto mayoritario fue, al igual para la microemulsión base, el propilenglicol 

(70,2%); sin embargo, los compuestos provenientes del AE de Piper marginatum estuvieron 

presentes en esta fracción, e.g., α-pineno, limoneno, δ-elemeno, trans-β-cariofileno y otros. 

Durante el proceso de extracción con la fibra de SPME, ocurre la concentración de algunos 

analitos, según su afinidad con el material polimérico que recubre la fibra, y es por esto que 

algunos compuestos “aparecen” en la fracción volátil de la microemulsión que contiene como 

aromatizante el AE de P. marginatum y que no habían sido detectados en el AE. 

4.4 ESTABILIDAD DE LA MICROEMULSIÓN ANTIOXIDANTE 

El estudio de estabilidad de las microemulsiones se realizó midiendo sus propiedades físicas y 

químicas, antes y después de un periodo de 30 días de almacenamiento, bajo diferentes 

condiciones de temperatura. Para poder medir la estabilidad del componente identificado más 

abundante en el extracto de P. sartorianum, i.e., el ácido elágico, se implementó una 

metodología que permitiera su análisis cromatográfico por HPLC-DAD a partir de una matriz 

compleja como lo es la microemulsión. 

En experimentos preliminares, se realizó una serie de extracciones líquido-líquido de las 

microemulsiones, con hexano como solvente, para llevar a cabo un proceso de clean-up y 

eliminar las grasas, previo al análisis cromatográfico. Sin embargo, se observó la formación 

persistente de una emulsión, difícil de separar, a pesar de que se usaron varias técnicas 
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convencionales, i.e., ciclos de enfriamiento o calentamiento, centrifugación, filtración (Mitra, 

2003). Es por esto, que se decidió ensayar con la técnica de MSPD, para la extracción de los 

compuestos fenólicos de las microemulsiones. En literatura científica no se encontraron reportes 

en los que se empleara MSPD para la extracción de compuestos fenólicos en este tipo de 

matrices, por lo que fue necesario realizar un diseño experimental para encontrar las mejores 

condiciones de extracción del ácido elágico.  

En el Figura 32 se muestran los cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD de: (A) el extracto 

de P. sartorianum; (B) de los extractos MSPD de la microemulsión base y (C) de la 

microemulsión con extracto de P. sartorianum. Se observó que los perfiles cromatográficos del 

extracto de P. sartorianum y del extracto MSPD fueron similares, i.e., se mantuvieron las señales 

de los diez picos cromatográficos. Según el análisis realizado, el extracto de la microemulsión 

base no aportó compuestos que absorbieran en la longitud de onda seleccionada (λ=270 nm). 
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Figura 32. Perfiles cromatográficos obtenidos por HPLC-DAD de: A. El extracto de Psidium 

sartorianum y los extractos obtenidos por MSPD de B. La microemulsión base y C. La 

microemulsión con extracto de P. sartorianum incorporado. ISTD= Naringenina (20 mg/L). 

Véase la identificación de los picos cromatográficos en la Tabla 8. 

 

Los resultados del diseño experimental se analizaron por medio de ANOVA y se muestran en la 

Tabla 11. Las variables A (relación de microemulsión: soporte sólido) y B (relación 

homogeneizado: cantidad de solvente de elución) presentaron efecto significativo sobre el 

observable (área cromatográfica del ácido elágico); sin embargo, el efecto de A fue mayor que el 

de B. La interacción entre las variables también fue significativa puesto que el valor de F fue 

mayor que el valor crítico de F. 
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Tabla 11. Análisis de la varianza (ANOVA) para el experimento de extracción del ácido elágico. 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio                

de los cuadrados 
F Probabilidad 

Valor crítico          

para F 

B 6405,8 2 3202,9 53,3 1,024E-05 4,3 

A 559,1 2 279,6 4,7 4,096E-02 4,3 

Interacción 1844,1 4 461,0 7,7 5,635E-03 3,6 

Dentro del grupo 540,7 9 60,1       

Total 9349,7 17         

Se realizó una prueba de múltiples rangos por medio del procedimiento de diferencia 

honestamente significativa de Tukey (HSD, por sus siglas en inglés) y los resultados se muestran 

en las Tablas 12 y 13. Se estableció, con un 95% de confianza, que los niveles 0 y 1 de la 

variable A mostraron diferencias estadísticamente significativa, mientras que, entre los niveles           

(-1 y 0) y (-1 y 1) no la hubo. Los valores de las medias más altos se obtuvieron para los niveles -

1 y 0, pero como entre estas no hubo diferencia significativa, se decidió escoger el primero para 

la metodología de extracción del ácido elágico, porque fue el nivel en que menor cantidad de 

soporte sólido se empleó. 

Para la variable B se encontró que hay diferencias estadísticamente significativas para los niveles 

(-1 y 0) y (1 y -1), mientras que no la hubo para los niveles 1 y 0. Las medias más altas se 

obtuvieron para los niveles 1 y 0, pero como entre estas no hubo diferencias significativas, se 

escogió el segundo como el mejor nivel para esta variable, debido a que fue en la que menor 

volumen de metanol se empleó. 
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Tabla 12. Prueba de múltiples rangos para la variable A (relación microemulsión: soporte 

sólido). Método: 95% Tukey (HSD). 

A Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos 

1 6 141,752 3,16424 X   
-1 6 151,882 3,16424 XX   
0 6 154,742 3,16424   X   

      

Contraste Significativo Diferencia +/- Límites 

 -1 – 0  No -2,86013 12,4926 

 -1 – 1  No 10,1302 12,4926 

 0 – 1  Sí 12,9904 12,4926 

     
 

Tabla 13. Prueba de múltiples rangos para la variable B (relación cantidad de homogeneizado: 

volumen de metanol) Método: 95% Tukey (HSD). 

B Casos Media LS Sigma LS Grupos homogéneos 

-1 6 123,309 3,16424 X   
1 6 157,958 3,16424   X   

0 6 167,11 3,16424   X   

      

Contraste Significativo Diferencia +/- Límites 

  -1 – 0  SÍ -43,8014 12,4926 

  -1 – 1  SÍ -34,6495 12,4926 

    0 – 1  No 9,15189 12,4926 

     

Teniendo en cuenta estos resultados, las extracciones MSPD se realizaron con las siguientes 

cantidades: microemulsión (0,5 g), sílice modificada con C18 (1 g) y metanol (6 mL). Los 

resultados de la estabilidad del ácido elágico en la microemulsión, bajo las diferentes 

condiciones de almacenamiento, se muestran en la Figura 33. Los resultados se expresaron 

como la relación del área cromatográfica del ácido elágico (AELG) con respecto al área 

cromatográfica del estándar interno (ISTD: naringenina).  
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Figura 33. El ácido elágico presente en la microemulsión con extracto de P. sartorianum 

incorporado, bajo las diferentes condiciones de almacenamiento. AELG= ácido elágico; ISTD= 

naringenina (20 mg/L). 

 

Las microemulsiones almacenadas durante 30 días a 25 y 40 °C no presentaron cantidades de 

ácido elágico menores que la de la microemulsión inicial (p<0,05), mientas que la 

microemulsión almacenada a 5 °C tuvo diferencia significativa, según la prueba de “t” de 

Student. 

Los valores pH, viscosidad, conductividad y actividad antioxidante obtenidos para la 

microemulsión base y la microemulsión con extracto de P. sartorianum bajo las diferentes 

condiciones de almacenamiento, se muestran en la Tabla 14. Para establecer cuál de las 

condiciones de almacenamiento influyó sobre la estabilidad de cada parámetro evaluado en la 

microemulsión, se realizó una prueba de múltiples rangos de Tukey (HSD) cuyos resultados se 

muestran en la Figura 34.  

Se observó, que el pH de la microemulsión con extracto de P. sartorianum, obtenido de la planta 

después de su destilación, fue inferior al de la microemulsión base. Parte de esta disminución de 

pH se debió probablemente al aporte de H+ de los ácidos gálico y elágico provenientes del 

extracto de P. sarturianum. La variación del pH de la microemulsión con extracto de P. 
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sartorianum, bajo las diferentes condiciones de almacenamiento, no fue estadísticamente 

significativa (p<0.05). 

Figura 34. Prueba de múltiples rangos (Tukey, HSD) para la evaluación de estabilidad de los 

siguientes parámetros: A. pH; B. Viscosidad; C. Conductividad y D. Actividad antioxidante 

(p<0,05). 

 

Tabla 14. Evaluación de pH, viscosidad, conductividad y actividad antioxidante de la 

microemulsión con extracto de P. sarturianum, almacenada bajo diferentes condiciones (  ± s, 

n=3). 

Microemulsión 
Condición de               

almacenamiento 
Ph 

Viscosidad, 

cP 

Conductividad, 

 µS/cm 

Actividad antioxidante, 

µmol Trolox®/g extracto 

Base Inicial 6,52 ± 0,084 302 ± 2,1 1,05 ± 0,018 0,064 ± 0,005 

Con extracto de 

P. sartorianum 

Inicial 5,6 ± 0,11a 253 ± 4,8a 3,4 ± 0,024a 43,7 ± 0,14a 

5 °C, 30 días 5,46 ± 0,036a 371 ± 1,5c 2,019± 0,0051b 42,9 ± 0,24b 

25 °C, 30 días 5,46 ± 0,021a 305 ± 2,8b 3,38 ± 0,011a 43,3 ± 0,12ab 

40 °C, 30 días 5,45 ± 0,015a 297 ± 4,2b 5,83 ± 0,035c 43,2 ± 0,19b 
a-c Los promedios para los diferentes parámetros evaluados con diferente letra en la misma columna poseen una 

diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 
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La microemulsión desarrollada presentó una viscosidad baja, lo cual es característico de las 

microemulsiones (Kreilgaard, 2002). Los valores de viscosidad estuvieron en un rango de                    

253-371 cP. La viscosidad de la microemulsión con extracto de P. sartorianum disminuyó 

significativamente (p<0.05) con respecto a la de la microemulsión base. Se observó que las tres 

condiciones de almacenamiento afectaron significativamente la viscosidad de la microemulsión 

(p<0.05), con respecto a la viscosidad inicial. El tiempo de almacenamiento influyó sobre la 

viscosidad de la microemulsión, debido a que todos los valores obtenidos fueron mayores que el 

valor inicial, y el más alto correspondió a la microemulsión almacenada a 5 °C.  

La conductividad de la microemulsión con extracto de P. sartorianum presentó un orden de 

magnitud cercano al del agua Tipo 1. La conductividad de la microemulsión con extracto fue tres 

veces mayor que de la microemulsión base, debió a la incorporación del extracto. La 

conductividad varió entre 2 y 5,8 µS/cm. No hubo diferencia significativa entre los valores de la 

conductividad inicial de la microemulsión y la que se almacenó por 30 días a 25 °C. 

Se observó que la microemulsión base no tuvo ninguna actividad antioxidante, mientras que la 

microemulsión con extracto de P. sartorianum, sí. La actividad antioxidante de la microemulsión 

almacenada durante 30 días a 25 °C no tuvo variación significativa con respecto a la medida en 

la recién preparada. Sin embargo, al almacenarla a 5 y 40 °C la actividad antioxidante 

disminuyó, aunque fue menor del 3%. Posiblemente, la baja temperatura permitió un 

empaquetamiento mayor de las microemulsiones, cambio en las fuerzas involucradas en la 

interfaz de las micelas O/W y la desestabilización de la microemulsión por floculación. 
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5. DISCUSIÓN 

Las plantas aromáticas han sido empleadas desde antaño por sus propiedades preventivas y 

medicinales, también para mejorar los aromas y sabores de las comidas (Christaki y col. 2012) 

Colombia posee una biodiversidad alta en plantas, sin embargo, gran parte de las especies 

vegetales nativas continúan aún sin estudiar (Stashenko y Martínez, 2019). Estudios preliminares 

realizados en el Centro de Investigaciones CENIVAM, encontraron que las especies aromáticas 

Calycolpus moritzianus, Cordia curassavica, Piper marginatum, Psidum sartorianum, Wedelia 

calycina, que crecen en el Santander, son de interés para los sectores salud, agropecuario y 

cosmético, por la bioactividad de sus metabolitos secundarios. En esta investigación, se 

obtuvieron los AE de estas plantas por destilación asistida por la radiación de microondas y los 

extractos, usando solventes y la energía de ultrasonido. 

Los AE y extractos de las plantas aromáticas han mostrado diferentes tipos de actividades 

biológicas, entre ellas, antimicrobiana, antifúngica, antimalárica, insecticida, citotóxicas, 

antioxidante y otras (Dhifi y col., 2016), varias propiedades biológicas de los AE fueron 

estudiadas por los diversos grupos colaboradores del Centro de Investigación Cenivam 

(Stashenko y Martínez, 2018). La actividad antioxidante o llamada también capacidad 

antioxidante describe la propiedad de una sustancia o mezcla de sustancias de prevenir o detener 

reacciones de oxidación que ocurren en otras moléculas (Sun y col., 2018). En el presente trabajo 

de investigación, la actividad antioxidante fue estudiada por dos metodologías que involucran 

diferentes mecanismos de acción. Para ABTS+., el mecanismo revela si las muestras evaluadas 

tienen la capacidad de ceder un electrón a una especie radicalaria; mientras que, el ensayo de 

decoloración de β-caroteno muestra si la muestra evaluada es capaz de donar un protón a los 
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radicales peroxilo generados por la degradación térmica del ácido linoleico, de esta manera, 

evitando la degradación del β-caroteno. 

El extracto de P. sarturianum presentó una actividad antioxidante superior a los demás extractos 

y AE evaluados, sin embargo, su actividad fue más baja que la de los antioxidantes de referencia 

BHT y α-tocoferol. En algunos trabajos consultados (Sun y Ho, 2005; Duan y col., 2006; Topçu 

y col., 2007; Cao y col., 2009; Chen y col., 2012; Khalfallah y col., 2017) se encontró que las 

sustancias principales de comparación fueron el BHT y BHA; solo en el estudio Topçu y col. 

(2007), se comparó la actividad antioxidante de un extracto con la de los flavonoides quercetina 

y catequina. 

En esta investigación, se comparó la actividad antioxidante, usando el ensayo de β-caroteno, del 

extracto de P. sartorianum con la de los flavonoides (apigenina, hidrokaemferol, epicatequina 

galato, erioditiol, kaemferol, luteolina, luteloina-7-O-glucósido, naringenina, pinocembrina, 

quercertina y quercetina-3-O-glucósido), ácidos fenólicos (ácidos cafeico, clorogénico, elágico, 

gálico, p-hidroxibenzoíco y rosmarínico) y el ácido trans-cinámico, todos evaluados a la misma 

concentración (1 g/L). Los resultados mostraron que la actividad de P. sarturianum fue similar a 

quercetina, epicatequina galato, kaemferol y erioditiol, y a la de los ácidos gálico, cafeíco y 

rosmarínico. Las características estructurales que más influyeron sobre la actividad antioxidante 

de los flavonoides evaluados fueron la presencia de un grupo hidroxilo en la posición C-3 del 

anillo C, en conjunto con un enlace doble C2-C3, y la presencia de un grupo catecol en anillo B. 

Estos resultados coinciden con los encontrados por Burda y Oleszek (2001), quienes evaluaron la 

actividad antioxidante de algunos flavonoides por el método de β-caroteno. Para los ácidos 

fenólicos, que no fueron evaluados por Burda y Oleszek, se observó que aquellos ácidos, con 

actividad antioxidante relativamente alta, tenían un grupo catecol en su estructura. 
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El AE de P. marginatum se obtuvo con un rendimiento menor que el reportado por Dutra y col. 

(2020). En nuestro estudió, el tiempo de destilación fue de una hora, mientras que Dutra y col. 

destilaron la planta durante tres horas. En cuanto a la composición química, un estudio realizado 

por Jaramillo-Colorado y col. (2015) en Colombia, describe la existencia de dos quimiotipos de 

esta planta, encontrados en los departamentos de Chocó y Bolívar. Las plantas recolectadas en el 

departamento del Chocó presentaron un AE rico en “cis-anetol” (46,3%), mientras que, el AE 

destilado de las plantas recolectadas en el departamento de Bolívar fue rico en germacreno D 

(36,6%). 

El mayor número de investigaciones sobre la composición química del AE de P. marginatum se 

ha realizado en Brasil (de Souza y col., 2020; Dutra y col. 2020; Macêdo y col., 2020; Ribeiro y 

col., 2016); estos AE se caracterizaron por un contenido alto de fenilpropanoides como kakuol, 

sarisano, miristicina, cis-p-azarona, 2-metoxi-4,5-metilendioxil-propiofenona y exalatacina 

(Véase Tabla 15), en comparación con el AE estudiado en este trabajo de investigación. El AE 

P. marginatum, recolectado en Santander, contiene pocos compuestos oxigenados, e.g., 

monoterpenoides, sesquiterpenoides o fenilpropanoides; los únicos fenilpropanoides detectados 

fueron safrol, trans-anetol y elimicina, en cantidades menores de 1%. Macêdo y col. (2020) 

mostraron que la composición química de P. marginatum varía, según el lugar de colecta de la 

planta. En lugares cálidos y secos, prevalecían plantas con los AE, ricos en hidrocarburos 

monoterpénicos, mientras que, en lugares húmedos, en los AE se encontró una cantidad más alta 

de compuestos oxigenados. 
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Tabla 15. Comparación de los compuestos principales en el AE de P. marginatum caracterizado 

en el presente estudio con los reportados en literatura científica. 

Compuesto 
Cantidad relativa, % 

A B C D E Estudio actual 

α-Pineno - 8,4 2,6  -  2,2  11,9 

β-Pineno - 6,5   1,8  - 2,2  9,7 

α-Felandreno - 6,9  -  -  - 7,3 

Δ3-Careno - 0,5  10,2  -  -  - 

Limoneno - 4,9 0,8   -  0,2 11,2 

Kakuol 13  -  -  -  -  - 

trans-β-Cariofileno 5,8 5,7 9,7 16 16 5,0  

Biciclogermacreno  - 0,2   3,8  - 23  3,4 

Miristicina 12,8 -   2,0  -  - -  

Sarisano 12,4  -  -  -  -  - 

Metilenodioxil-3,4-propiofenona -  - 23  -  -  - 

Espatulenol - 0,1  6,9  -  5,1  0,6 

2-Metoxi-4,5-metilenodioxil-propiofenona  -  - -   - 12  - 

cis-Azarona  -  2,5  - 30  1,2  - 

Exalatacina - 9  -  -  1,0  - 

Patchoulol  -  -  - 7,6 -   - 
A: de Souza y col. (2020); B: Dutra y col. (2020), C: Macêdo y col. (2020); D: Ribeiro y col. (2016); E: 

Saavedra (2015).  

El contenido alto de hidrocarburos monoterpénicos (51%) y sesquiterpénicos (21%) en el AE de 

P. marginatum influyó sobre su actividad antioxidante medida por los ensayos de ABTS+. y de β-

caroteno. En el estudio realizado por Ruberto y Baratta (2000) se evaluó la actividad 

antioxidante, mediante el ensayo de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico, de diferentes 

tipos de compuestos encontrados comúnmente en los AE, entre estos, los terpenos mayoritarios 

identificados en P. marginatum, α- pineno, limoneno y β-pineno. La actividad antioxidante de 

estos terpenos fue baja (12.6-27.6%), comparada con la de monoterpenos y sesquiterpenos 

oxigenados.  
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Wojtunik y col. (2018) evaluaron también la actividad antioxidante de diferentes tipos de 

terpenos por el método colorimétrico de ABTS+• y encontraron que α-pineno posee baja 

actividad antioxidante, debido a la ausencia de enlaces dobles conjugados en su estructura. 

Terpenos como α-terpineno, citral, trans-β-ocimeno, pulegona y β-mirceno poseen en sus 

estructuras enlaces dobles conjugados, y por tanto, poseen una actividad antioxidante más alta 

que el α-pineno. 

Los extractos obtenidos de las plantas aromáticas son mezclas multicomponente y representan un 

desafío para su análisis debido a la gran diversidad de estructuras químicas presentes, por lo que 

su estudio no es trivial (Wolfender y col., 2015). En esta investigación, se emplearon diferentes 

estrategias para estudiar la composición del extracto seleccionado, con un énfasis en aquellas 

estructuras que pudieran aportar a la actividad antioxidante. Las moléculas no volátiles fueron 

estudiadas por UHPLC-ESI-HRMS, tanto en modo de adquisición de iones positivos como 

negativos, y por HPLC-DAD; para las moléculas volátiles o volatilizables se usó GC/MS. 

El análisis por ESI+-HRMS permite identificar en los extractos moléculas con la capacidad de 

formar cationes como es el caso de los flavonoides (Cuyckens y Claeys, 2004). En esta 

investigación, se reportaron por primera vez los flavonoides que están presentes en el extracto de 

P. sartorianum. En total, fueron 17 los compuestos identificados, en su mayoría glúcidos de 

miricetina. La miricetina, un flavonoide ampliamente estudiado, presente en frutas y vegetales, 

exhibe diversas propiedades farmacológicas, que incluyen antinflamatoria, anticarcinogénica, 

antiangiogénica y anticancerígena (Miao y col., 2021); sin embargo, su presencia como aglicona 

no fue detectada en el extracto de P. sarturianum. Los glúcidos miricetina-3-O-galactósido y 

miricetina-3-O-ramnósido poseen una actividad antioxidante alta, medida por los métodos de 

xantina oxidasa, peroxidación lípidica y el método antirradicalario DPPH (Hayder y col., 2008); 
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además, estas sustancias han sido capaces de modular los patrones de expresión de genes 

celulares implicados en el estrés oxidativo, en la reparación del daño del ADN y en la apoptosis.  

El análisis por HPLC-DAD reveló la presencia del ácido elágico (Véase Figura 35) en el 

extracto de Psidium sartoriamun, cuya identificación fue confirmada por ESI--HRMS. El ácido 

elágico se encuentra en una variedad de especies vegetales, especialmente, en frutos, e.g., 

frambuesas, fresas, uvas, granadas, mango, guayaba, nueces, almendras y té verde (García-Niño 

y Zazueta, 2015). Se encuentra principalmente en forma de taninos hidrolizables denominados 

como elagitaninos, que son parte de los componentes estructurales de la pared y membrana 

celular (Vattem y Shetty, 2005). El ácido elágico es un dímero del ácido gálico, se encuentra en 

las vacuolas de las plantas, tanto en su forma libre como enlazado. Un gran número de derivados 

de ácido elágico son productos de su metilación, glucolisación y metoxilación. La actividad 

antioxidante de los diferentes derivados del ácido elágico disminuye con el grado de 

hidroxilación (Landete, 2011). 

Figura 35. Estructura del ácido elágico. 
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Diferentes estudios de revisión (García-Niño y Zazueta, 2015; Landete, 2011) han mostrado la 

gran variedad de actividades biológicas del ácido elágico, entre estas, antioxidante en ensayos in 

vitro (Zafrilla y col., 2001), estrogénica vía receptor estrogénico-α de células HELA, 

antiestrogénica en células derivadas del cáncer de mama MCF-7 (Papoutsi, y col., 2005), anti-

inflamatoria por regulación negativa de INOS, COX-2, TNF-α y IL-6 en ratas (Umesalma y 

Sudhandiran, 2010), antimicrobiana (dosis-dependiente) contra Helicobacter pylori (Chung, 

1998). También, en ensayos enzimáticos se ha comprobado la actividad neuroprotectora (Kwak y 

col, 2005) y en ensayos con ratones, las siguientes actividades: anti-apoptótica (Türk y col., 

2010), antialergénica (Choi y col. 2009), antidepresiva (Dhingra y Chhillar, 2012), antiansiedad 

(Girish y col., 2013), nefroprotectora (El‐Garhy y col., 2014), cardioprotectora (Kannan y Quine, 

2013), hepatoprotectora (Lee y col. 2014), antidiabética R (Malini, y col., 2011) y antimalárica 

(in vitro e in vivo) (Fotie, 2010; Soh y col. 2009). 

Según las mediciones realizadas (Véase Sección 4.1.3.), el ácido elágico a una concentración de 

1 g/L, inhibió la oxidación del β-caroteno en un 64%. El estudio computacional de Zheng y col. 

(2020), mostró que la actividad antioxidante del ácido elágico se explica, principalmente, a 

través de un mecanismo de transferencia de átomo de hidrógeno (HAT, por sus siglas en inglés), 

en la mayoría de las matrices estudiadas, sin embargo, los autores mostraron que en aquellos más 

polares dominaba el mecanismo de pérdida secuencial de protón y la transferencia de electrón 

(SPLET, por sus siglas inglés). Con base en las energías de enlace asociadas a cada uno de los 

grupos hidroxilo en el ácido elágico, se ha propuesto que por un mecanismo HAT, el ácido 

elágico pierde su primer átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo enlazado al carbono C3, 

secuencialmente, el radical formado pierde un átomo de hidrógeno del hidroxilo enlazado al 

carbono C4 y la estructura se estabiliza, formando una quinona. Estos mimos pasos ocurren 
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posteriormente sobre los carbonos C3´ y C4´, dando lugar, finalmente, a la formación de una 

diquinona. Por el mecanismo SPLET,  se presume que se realiza una pérdida secuencial de 

protones de los grupos hidroxilo en el siguiente orden C3, C3´, C4 y C4´, lo que da lugar a la 

formación de un tetra-anión. El tetra-anión formado puede transferir secuencialmente cuatro 

electrones al medio, formando finalmente la diquinona (Zheng y col., 2020).  

Según la base de datos de patentes Espacenet (https://worldwide.espacenet.com), hay 10.131 

documentos que mencionan el ácido elágico (ecuación de búsqueda: “ellagic acid”, 

periodo:1872-2021, fecha de consulta 6 de junio de 2021). Las patentes encontradas más 

frecuentemente aparecen en las áreas de productos cosméticos y preparaciones de tocador (4.328 

patentes), preparaciones para el cuidado de la piel (3.366) y preparaciones médicas que 

contienen ingredientes orgánicos activos (2.713). Los principales solicitantes de patentes han 

sido las compañías L'Oréal (351), Ichimaru Pharcos (261) y Lion Corp. (171). Los tres países 

con número de patentes más alto han sido los Estados Unidos (5.798), Japón (5.565) y China 

(4.440). Al enfocar la búsqueda en aquellas patentes en las que se empleó el ácido elágico en una 

microemulsión, se encontraron 347 patentes. Un ejemplo de éstas es la patente presentada por 

Wang y Zheng (2018), quienes elaboraron una microemulsión con oleato de etilo (10-20%), 

Tween® 80 (50-80%), PEG 400 (20-30%) y el ácido elágico, como principio activo, en 

concentraciones entre 0,3 y 0,5%. Los autores resaltaron el bajo costo de producción, la facilidad 

de preparación, el aumento de la solubilidad y biodisponibilidad del ácido elágico. 

Las microemulsiones son sistemas termodinámicamente estables que permiten el 

encapsulamiento de AE, extractos, vitaminas, ácidos grasos y moléculas bioactivas como 

licopeno, fitoesteroles, péptidos, polifenoles y otras (Márquez-Fernández, 2009). Según la base 

de datos de Scopus (Elsevier), en Colombia, se han publicado solo 25 artículos relacionados con 

https://worldwide.espacenet.com/
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las microemulsiones {ecuación de búsqueda: TITLE-ABS-KEY (microemulsion) AND [LIMIT-

TO (AFFILCOUNTRY, "Colombia")], periodo: 1990-2021, fecha de consulta 6 de junio de 

2021}, sin embargo, ninguno de estos estudios tuvo relación con productos naturales a partir de 

la biodiversidad colombiana, por lo que este estudio es pionero en este campo.  

La microemulsión desarrollada en el presente trabajo de investigación, que incorporó el extracto 

de P. sartorianum, presentó un pH que estuvo dentro del rango de pH de la piel (5,2 - 5,9) 

(Schmid-Wendtner y Korting, 2006). Valores de pH por fuera de este rango podrían afectar de 

manera negativa la microbiota de la piel (Korting y col., 1990), lo que podría influir en la 

aparición de enfermedades dermatológicas (Patiño y Morales, 2013). La microemulsión 

desarrollada presentó baja viscosidad (253 ± 4,8 cP), que estuvo dentro del rango de viscosidades 

reportado por Moghimipour y col. (2013) (253,73-802,63 cP). La conductividad de la 

microemulsión del tipo O/W fue baja (3,4 µS/cm) comparada con la desarrollada por Yahaya y 

col. (2021) (55,9 µS/cm); lo cual se puede explicar por el contenido alto del propilenglicol 

presente en la microemulsión preparada en este trabajo y ausente en la de Yahaya. La 

microemulsión antioxidante fue estable a los 30 días de almacenamiento a 25 °C, según los 

parámetros evaluados, excepto la viscosidad, que incrementó en un 20 % . La microemulsión 

almacenada a las temperaturas de 5 y 40 °C, presentó inestabilidad en los siguientes parámetros: 

viscosidad, conductividad y actividad antioxidante. Posiblemente, la temperatura baja generó un 

empaquetamiento mejor de las gotas que conformaban la fase oleosa, lo que generó un cambio 

de las fuerzas involucradas en la interfaz de las micelas O/W, y la desestabilización de la 

microemulsión por floculación (Butt y col., 2013). Aunque el almacenamiento prolongado de la 

microemulsión antioxidante a temperatura alta, no alteró significativamente la cantidad del ácido 
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elágico, sí pudo haber afectado la estabilidad de los demás componentes, tanto del extracto como 

de aquellos que conforman la microemulsión. 

La actividad antioxidante del extracto de P. sartorianum se debe, principalmente, al ácido 

elágico (400 ± 25,7 mg/g de extracto), el componente mayoritario presente en el extracto. El 

análisis instrumental por técnicas cromatográficas y de espectrometría de masas mostró la 

presencia de otros componentes como flavonoles, flavanoles, flavanonas y sesquiterpenoles, que 

según literatura científica (Cos y col., 2004; Kumar y col., 2021; Yashima y col., 2021; Zhao y 

col. 2021; Gupta y col., 2008; Jin-Ting, 2010), podrían también aportar a la actividad 

antioxidante del extracto. En la Tabla 16, se presentan algunos de estos compuestos 

identificados y sus actividades biológicas reportadas en literatura; para el caso de aquellos 

glúcidos a los que no fue posible identificar el azúcar que contenían, se dio un ejemplo. 

Tabla 16. Revisión de literatura científica sobre las actividades biológicas de los compuestos 

identificados en el extracto hidroalcohólico de Psidium sartorianum, después de la destilación de 

la planta. 

Compuesto N° CAS Actividad biológica  Referencias 
Proantocianidinas        

Galocatequin-(4α-8)-

galocatecol  
68964-95-4 Antioxidante, antibacterial, 

antifúngico y antiprotozoario. 
Cos y col., 2004 

Galocatequin-(4α-8)-catequina  79127-37-0 Antioxidante, antibacterial, 

antifúngico y antiprotozoario. 

 

Flavanoles       

Galocatequina 970-73-0 Antioxidante y 

anticancerígeno. 
Kumar y col., 2021   

Catequina 7295-85-4 Antioxidante, anticancerígeno,  
antibacterial  
y antialergénico. 

Yashima y col., 2021 
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Continuación Tabla 16. 

Epigalocatequina galato  989-51-5 Antioxidante, anticancerígeno,  

antileishmaniasis, antiviral, 

antibacterial, antifúngico, 

antiproliferativo, 

antiapoptótico. 

Zhao y col. 2021; 

Sosa y col., 2020; 

Bartosikova y Necas, 

2018 

Epicatequina galato 1257-08-5 Antioxidante y  
antibacterial. 

Gupta y col., 2008 
  

Flavonoles        

Hibiscetina  577-24-2 Antioxidante. Jin-ting, 2010 

Hibiscetina-O-metilpentósido  - No hay reportes   

Miricetina 529-44-2 Antinflamatorio, 

anticancerígena, 

anticarcinogénico y 

antiangiogénenico. 

Miao y col., 2021 

Miricetina-3-O-arabinósido 132679-85-7 No hay reportes - 

Miricetina-3-O-galactósido 15648-86-9 Antioxidante y antigenotóxico. Hayder y col. 2008 

Miricetina-3-O-ramnósido 17912-87-7 Antioxidante y antigenotóxico. 
 

Guajavarina 22255-13-6 Antibacterial. Prabu y col., 2006 

Quercitrina 522-12-3 Antioxidante y antiviral. Chiow y col., 2016; 

Uppugundla y col. 

2009 
Flavanonas       

Pinocembrina 68745-38-0 Antioxidante, antiinflamatorio, 

neuroprotector,  
antitumoral y  
antimicrobiano 

Sayre y col. 2012 

Pinostrobina 480-37-5  Antioxidante, antiflmatorio, 

gastroprotector, antivirial, 

antifungico,  
anticancerígeno y 

antinociceptiva.  

Patel y col. (2016) 

Pinocembrina-7-O-glucósido 75829-43-5  Antifúngico Chen y col., 2020 

Ácidos        

Ácido elágico 476-66-4 Antioxidante, estrogénico (en 

células HELA), 
antiestrogénico (células de 

mama MCF-7), 
antimicrobiano, antiviral, 
antiapoptótico, anti-alergénico 

y antidepresivo.  

Landate, 2011; 

García-Niño y 

Zazueta, 2015 

Continuación Tabla 16. 



MICROEMULSIÓN ANTIOXIDANTE  

132 

 

Ácido gálico 149-91-7 Antioxidante, antibacterial, 

antifúngico, antiviral, 

antiinflamatorio, 

anticancerígeno y antidiabético. 

Kumar y col., 2021   

  

Sesquiterpenoles       

β-Eudesmol  473-15-4  Antiangiogénico y 

antimutagénico. 
Tsuneki y col., 2005; 

Miyazawa y col., 

1996   
Clovanediol 2649-64-1 No hay reportes.  - 

 

Entre los AE seleccionados inicialmente en esta investigación, el de P. marginatum presentó, 

desde la percepción del autor, el mejor aroma, por sus notas frescas y cítricas, atribuidas al 

limoneno (Janicot, J., 2018), que fue el segundo componente más abundante en este AE. La 

incorporación del AE de P. marginatum logró enmascarar el olor a grasa de la microemulsión, lo 

que fue evidenciado por la presencia de sus en la fracción volátil, aislada por HS-SPME. En otras 

investigaciones (Li y col., 2019; Laothaweerungsawat y col. 2020), los AE sí ha sido empleados 

como ingredientes activos en microemulsiones, por ejemplo, Li y col. (2019) incorporaron el AE 

de citronela en una microemulsión y mejoraron sus propiedades antioxidantes. Las 

microemulsiones permiten que los AE tengan una dispersabilidad en agua mayor, una volatilidad 

y una oxidación menores (Pavoni y col., 2020). 

La técnica MSPD figura actualmente entre los procedimientos analíticos que permiten superar 

las desventajas de los métodos de extracción tradicionales como (1) el uso de solventes y 

disposición de sus residuos; (2) procedimientos extra como la filtración; (3) ser laboriosos y (4) 

requerir de mayor tiempo en la marcha analítica (Wianowska y Gil, 2019). La técnica MSPD se 

ha aplicado a las matrices cosméticas como cremas, pasta para dientes (Tahmasebi y col. 2012), 

champú, jabón líquido, jabón de manos, maquillaje y otros (Sánchez-Prado y col. 2011), para la 

extracción de parabenos y otros preservantes (Liu y col., 2020). Sin embargo, no se encontraron 
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reportes sobre su uso para extraer flavonoides o ácidos fenólicos de plantas en matrices 

cosméticas. Por lo que la presente investigación es pionera en este campo, sin embargo, se 

requiere establecer, en futuras investigaciones, las respectivas figuras de mérito para esta 

metodología. 
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6. CONCLUSIONES 

La actividad antioxidante de los AE y extractos, obtenidos por métodos destilativos y extractivos 

a partir de material vegetal de especies que crecen en el departamento de Santander (Colombia) 

se evaluó usando los métodos coloriméticos ABTS+. y β-caroteno. El extracto hidroalcohólico de 

la planta Psidium sartorianum, después de su destilación, mostró la actividad antioxidante más 

alta comparada con la de los demás extractos, AE o mezclas. La actividad antioxidante del 

extracto de P. sarturianum fue comparable con los compuestos individuales de origen natural 

como quercetina, keamferol, erioditiol, ácido gálico y rosmarinico, pero inferior a la de los 

antioxidantes sintéticos de referencia, BHT y α-tocoferol. 

El análisis instrumental por GC/MS, HPLC-DAD y UHPLC-ESI(+/-)-Orbitrap-HRMS permitió 

identificar los componentes del AE y del extracto incorporados a una microemulsión. En el 

extracto de P. sartorianum, empleado como ingrediente activo, se identificaron, por primera vez, 

dos proantocianidinas, cuatro flavanoles, ocho flavonoles, cuatro flavanonas, dos ácidos 

fenólicos, dos sesquiterpenoles y algunos hidrocarburos, aldehídos y cetonas de cadena media; el 

ácido elágico fue el compuesto más abundante (400 ± 25,7 mg/g). En el AE de Piper 

marginatum, que fue incorporado como aromatizante, se identificaron 35 compuestos, entre 

ellos, el α-pineno (130 ± 15 mg/g) y el limoneno (130 ± 20 mg/g) fueron los compuestos 

mayoritarios; los hidrocarburos monoterpénicos (51%) representaron la familia de compuestos 

más abundante. 

Se obtuvo una microemulsión con actividad antioxidante compuesta por agua, propilenglicol, 

Tween® 80, aceite de aguacate, extracto de P. sartorianum (ingrediente activo) y aceite esencial 

de Piper marginatum (aromatizante). La microemulsión desarrollada clasificó como O/W y 

Winsor IV y presentó baja acidez (pH= 5,6), baja viscosidad (253 cP), baja conductividad (3,4 
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µS/cm). El estudio de su estabilidad mostró que los parámetros pH, conductividad, contenido de 

ácido elágico, y la actividad antioxidante evaluados, no variaron significativamente después de 

que la microemulsión fue almacenada por 30 días a 25 °C. Estas características la distinguen 

como buena candidata en diferentes preparaciones cosméticas. 
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7. DIVULGACIÓN DE RESULTADOS 

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo de investigación se presentaron en cuatro 

eventos científicos, a saber: (1) 50th INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ESSENTIAL OILS, 

realizado del 9 al 11 de septiembre de 2019 en Viena (Austria), en modalidad póster, con el título 

de “Use of essential oils and natural extracts of plants that grown in Santander as antoxidants in 

a cosmetic product”; (2)  I SIMPOSIO DE QUÍMICA-UIS, realizado del 3 al 4 de diciembre de 

2020, de forma virtual, en modalidad de ponencia oral, con el título: “Evaluación de la actividad 

antioxidante de aceites esenciales, extractos y mezclas binarias, de plantas aromáticas que crecen 

en Santander”; (3) 23rd INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ADVANCES IN EXTRACTION 

TECHNOLOGIES (ExTech XXIII), realizado del 30 de junio al 2 de julio de 2021, de forma 

virtual, en modalidad de póster, con el título “Chemical composition and antioxidant activity of 

essential oils from Piper marginatum and Varronia curassavica” y (4) el 34° CONGRESO 

LATINOAMERICANO DE QUÍMICA (CLAQ 2020), realizado del 11 al 15 de octubre del 

2021 en Cartagena (Colombia), en modalidad de ponencia oral, con el título: “Estudio de 

estabilidad y propiedades antioxidantes de una microemulsión que incorpora extracto de Psidium 

sarturianum y AE de Piper marginatum”. 
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8. RECOMENDACIONES 

Se recomienda comparar la composición química de los extracto de Psidium sartorianum, 

obtenido de plantas frescas y después de su destilación. 

Se recomienda analizar el extracto de P. sarturianum por GC-ToF-HRMS para comprobar la 

composición elemental de los compuestos no identificados por GC/MS en el presente estudio. 

Se recomienda incluir ensayos de citoxicidad, genotoxicidad, alergenicidad, entre otros, del AE 

de Piper marginatum, del extracto de Psidium sartorianum y de la microemulsión, previo al 

estudio del producto con voluntarios. 

Se recomienda realizar pruebas de estabilidad en condiciones de almacenamiento normales, por 

periodos mucho más prolongados, e incluir pruebas de estabilidad en diferentes empaques. 
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9. ANEXOS 

Anexo 1. Curvas de calibración para la cuantificación de la actividad antioxidante por los 

métodos ABTS+. y β-caroteno de AE y extractos. 

 

Figura A1-1. Curva de calibración para la cuantificación de la actividad antioxidante por el 

método de decoloración del ABTS+., usando Trolox® como sustancia de referencia. 

 

Figura A1-2. Curva de calibración para la cuantificación de la actividad antioxidante por el 

método de decoloración del β-caroteno, usando Trolox® como sustancia de referencia. 
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Anexo 2. Actividad antioxidante medida por el ensayo de ABTS+. de las mezclas binarias. 

 

Figura A2-1. Actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloración del catión-radical 

ABTS+. de la mezcla binaria-3. AEPM: aceite esencial de Piper marginatum; EPS: extracto de 

Psidium sartorianum. 
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Figura A2-2. Actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloración del catión-radical 

ABTS+. de la mezcla binaria-4. AEVC: aceite esencial de Varronia curassavica; EPS: extracto 

de Psidium sartorianum;. 

 

Figura A2-3. Actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloración del catión-radical 

ABTS+. de la mezcla binaria-5. AEPM: aceite esencial de Piper marginatum; ECM: extracto de 

Calycolpus moritzianus. 
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Figura A2-4. Actividad antioxidante medida por el ensayo de decoloración del catión-radical 

ABTS+. de la mezcla binaria-6. AEVC: aceite esencial de Varronia curassavica; ECM: extracto 

de Calycolpus moritzianus. 
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Anexo 3. Perfil cromatográfico obtenido por GC/FID y espectros de masas de los componentes 

mayoritarios obtenidos por GC-TOF-HRMS del AE de Piper marginatum. 

 

Figura A3-1. Perfil cromatográfico obtenido por GC/FID del AE de Piper marginatum, columna 

DB-5 (60 m). Inyección split (1:30). Véase la identificación de los picos en la Tabla 6. 
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Figura A3-2. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del α-pineno 

presente en el AE de Piper marginatum. 

 

Figura A3-3. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del β-pineno 

presente en el AE de Piper marginatum. 
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Figura A3-4. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del 

limoneno presente en el AE de Piper marginatum. 

 

Figura A3- 5. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del trans-β-

cariofileno presente en el AE de Piper marginatum. 
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Figura A3-6. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del             

α-humuleno presente en el AE de Piper marginatum. 

 

Figura A3-7. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del 

germacreno D presente en el AE de Piper marginatum. 
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Figura A3- 8. Espectro de masas obtenido por GC-ToF-HRMS (columna Rxi-5MS) del                    

trans-nerolidol presente en el AE de Piper marginatum. 

 

Anexo 4. Curvas de calibración para la cuantificación de los compuestos presentes en el AE de 

Piper marginatum. 

 

Figura A4-1. Curva de calibración de α-pineno obtenida por GC/FID para la cuantificación de 

hidrocarburos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados y compuestos oxigenados no 

isoprenoide de menos de 15 átomos de carbono (nivel de concentración bajo). 
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Figura A4-2. Curva de calibración de α-pineno obtenida por GC/FID para la cuantificación de 

hidrocarburos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados y compuestos oxigenados no 

isoprenoide de menos de 15 átomos de carbono (nivel de concentración alto). 

 

Figura A4-3. Curva de calibración de trans-β-cariofileno obtenida por GC/FID para la 

cuantificación de hidrocarburos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados y compuestos 

oxigenados no isoprenoide de 15 átomos de carbono (nivel bajo).  
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Figura A4-4. Curva de calibración trans-β-cariofileno obtenida por GC/FID para la 

cuantificación de hidrocarburos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados y compuestos 

oxigenados no isoprenoide de 15 átomos de carbono (nivel alto). 
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Anexo 5. Espectros de masas obtenidos por GC/MS del extracto hidroalcohólico de Psidium 

sarturianum, obtenido del material vegetal después de su destilación. 

 

Figura A5-1. Espectros de masas de los compuestos no identificados por GC/MS en el extracto 

de Psidium sartorianum, obtenido del material vegetal después de su destilación, A. N° 10 

(tR=16,7 min) y B. 16 (tR=40,8 min).   
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Anexo 6. Corrientes iónicas extraídas (EIC) obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS de los 

compuestos identificados de manera confirmatoria en el extracto de Psidium sartorianum, 

después de la destilación de la planta.  

 

Figura A6- 1. Corrientes iónicas extraídas (EIC) obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS 

de A. Catequina presente en el extracto de Psidium sartorianum, después de la destilación de la 

planta y B. Sustancia patrón, catequina (PhytoLab GmbH & Co., Vestenbergsgreuth, Alemania). 
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Figura A6- 2. Corrientes iónicas extraídas (EIC) obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS 

de A. Epigalocatequina galato presente en el extracto de Psidium sartorianum, después de la 

destilación de la planta y B. Sustancia patrón, epigalocatequina galato (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EE. UU.). 
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Figura A6- 3. Corrientes iónicas extraídas (EIC) obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS 

de A. Epicatequina galato presente en el extracto de Psidium sartorianum, después de la 

destilación de la planta y B. Sustancia patrón, epicatequina galato (PhytoLab GmbH & Co., 

Vestenbergsgreuth, Alemania). 
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Figura A6- 4. Corrientes iónicas extraídas (EIC) obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS 

de A. Quercitrina presente en el extracto de Psidium sartorianum, después de la destilación de la 

planta y B. Sustancia patrón, quercitrina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 
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Figura A6- 5. Corrientes iónicas extraídas (EIC) obtenidas por UHPLC-ESI+-Orbitrap-HRMS 

de A. Pinocembrina presente en el extracto de Psidium sartorianum, después de la destilación de 

la planta y B. Sustancia patrón, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). 
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Anexo 7. Espectros de masas obtenidos por [ESI+-HRMS] de los flavonoides identificados en el 

extracto de Psidium sartorianum, después de la destilación de la planta. 
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Anexo 8. Máximos de absorción de los picos cromatográficos obtenidos en el análisis por 

HPLC-DAD del extracto de Psidium sartorianum, después de la destilación de la planta. 

Columna C18 Gemini. 

Tiempo, min Compuesto λ, nm 

8,71 Ácido gálico 272max, 228 

13,44 Elagitanino 234max 

16,06 N.I. 234max 

17,78 N.I. 232max, 280h 

18,86 Catequina 230max, 278h 

19,75 N.I. 232max, 272h 

20,72 N.I. 232max, 272h 

32,01 N.I. 228max, 274h 

34,00 Miricetina-O-pentósido 254max, 362 

34,71 Miricetina-O-pentósido 254max, 360 

35,36 Ácido elágico 254max, 368 

38,15 N.I. 226max, 250, 358 

38,57 Quercetrina 228max , 256, 350 

39,91 N.I. 226max, 254, 364 

43,31 N.I. 226max, 266, 346 

43,72 N.I. 226max, 268, 334 

44,58 Derivado de flavona 228max , 284 

50,37 Derivado de flavona 230max , 282 

58,31 Pinocembrina 294max , 230 

60,53 N.I. 326max , 282 
N.I.: no identificado. 

 

 

 

 


