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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA Y LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE
ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS AISLADOS DE Salvia officinalis, Rosmarinus
officinalis, Thymus vulgaris y Lippia citriodora, CULTIVADAS EN EL MUNICIPIO SUCRE
(SANTANDER)*

AUTOR: Ginna Paola Arias Moyano**

PALABRAS CLAVE: Antioxidantes, radicales, ORAC, ABTS+e, Folin-Ciocalteu, aceites
esenciales, extractos con fluido supercritico.

DESCRIPCION

Las gomas, polimeros, combustibles, lubricantes, solventes organicos, alimentos, cosméticos y
productos de aseo personal, entre otros, se deterioran por la oxidacion causada por especies
reactivas de oxigeno. Los antioxidantes son compuestos 0 mezclas que previenen o inhiben el
rdpido desarrollo de estos procesos. Las plantas aromaticas y medicinales constituyen la
principal fuente de aceites esenciales y extractos empleados en la industria farmacéutica,
cosmeética y de alimentos.

Es por esta razén que se implementaron tres metodologias para determinar la capacidad anti-
radicalaria y el contenido de fenoles de aceites esenciales y extractos obtenidos con fluido
supercritico (SFE) aislados de hojas y tallos de Salvia officinalis, Rosmarinus officinalis,
Thymus vulgaris y Lippia citriodora, cultivadas en parcelas experimentales en Sucre
(Santander). Los tres métodos se estandarizaron con base en figuras analiticas de mérito.

Por medio de las técnicas GC-MS, GC-FID y HPLC-DAD se estableci6 la composicion quimica,
la cual se relacioné con las propiedades anti-radicalarias, el contenido de fenoles y las
condiciones de cultivo de las especies bajo estudio. Para los aceites esenciales se observaron
algunas correlaciones entre las propiedades anti-radicalarias y el contenido de fenoles. Por
extraccion con fluido supercritico se aislaron antioxidantes como los 4cidos carndsico y ursélico
en S. officinalis. En general, los aceites esenciales y extractos obtenidos por SFE presentaron
contenido de fenoles y capacidades anti-radicalarias mayores que los de sus componentes
individuales, vitamina E y los antioxidantes sintéticos BHA, BHT.

*Trabajo de Maestria en Quimica
**Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directores: Elena E. Stashenko y Jairo R. Martinez
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DESCRIPTION

The rubbers, polymers, fuels, lubricants, organic solvents, food, cosmetics and personal care
products, among others, degraded by oxidation caused by reactive oxygen species.
Antioxidants are compounds or mixtures that prevent or inhibit the rapid development of these
processes. Aromatic and medicinal plants are the main source of essential oils and extracts
used in the pharmaceutical, cosmetic and food.

Is for this reason that three methodologies were implemented to determine the anti-radical
capacity and the phenolic content of essential oils and extracts obtained with supercritical fluid
(SFE), isolated from leaves and stems of Salvia officinalis, Rosmarinus officinalis, Thymus
vulgaris and Lippia citriodora, which were cultivated in experimental plots in Sucre (Santander).
The three methods were standardized according to analytical figures of merit.

GC-MS techniques, GC-FID and HPLC-DAD were used to determine the chemical composition,
which was related to the anti-radical properties, the phenolic content and the growing conditions
of the species under study. For essential oils some correlations were found between the anti-
radical capacity and phenolic content. Carnosic and ursolic acids were isolated as antioxidants
by supercritical fluid extraction from S. Officinalis. In general, essential oils and SFE extracts
showed phenolic content and anti-radical capacity greater than their individual components,
vitamin E and the synthetic antioxidants BHA and BHT.

*Graduation project
**|ndustrial University of Santander, Science Faculty, School of Chemistry.
Directors: Ph. D. Elena E. Stashenko y Ph.D. Jairo R. Martinez
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INTRODUCCION

La oxidacion de compuestos organicos para obtener nuevos productos
funcionalizados es uno de los métodos mas eficientes en sintesis organica
moderna y en la industria petroquimica. Por otro lado, la autoxidacién de
muchos compuestos, sus mezclas y productos promueven su rapido deterioro
debido a la accibn de especies radicalarias. Las gomas, polimeros,
combustibles, lubricantes, solventes organicos, alimentos, cosméticos vy
productos de aseo personal, entre otros, se deterioran por la oxidacion causada
por especies reactivas de oxigeno. Los antioxidantes son compuestos o
mezclas que previenen o inhiben el rapido desarrollo de estos procesos [1].
Estas sustancias han sido el objeto de intenso estudio durante los ultimos 40
afios, aunque su uso practico se inicid ya a finales del siglo XIX. Las primeras
aplicaciones de compuestos antioxidantes en la industria estuvieron
relacionadas con el desarrollo de las gomas sintéticas, debido a que éstas se
oxidan facilmente por el aire. Los primeros estudios empiricos realizados por
Moureu y Dufresse [2] durante la Segunda Guerra Mundial, estuvieron
enfocados en la estabilizacion de la acroleina por adicion de hidroguinonas. En
1924 Christiansen y sus colaboradores [2] propusieron el mecanismo de las
reacciones en cadena y explicaron la accién de los compuestos antioxidantes.
Tres afios después, Backstrom y sus colaboradores [2] comprobaron
experimentalmente los mecanismos de la oxidacibn en cadena del

benzaldehido y de terminacion de la cadena con la hidroquinona.

Las plantas arométicas y medicinales constituyen la principal fuente de aceites
esenciales y extractos empleados en la industria farmacéutica, cosmética y de
alimentos. Tradicionalmente, los aceites esenciales se han utilizado por sus
propiedades como agentes aromatizantes, sin embargo, en los ultimos afos,
ha aumentado el interés por sus propiedades anti-microbianas y antioxidantes

[2]. El uso de las plantas como fuente de metabolitos secundarios goza de una
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larga tradicion. A pesar de que el estudio sobre las plantas era un objeto de
investigacién exclusivamente de la biologia, varios investigadores se han
interesado en estudiar su capacidad biosintética para obtener diversos
productos metabdlicos. Los compuestos con propiedades medicinales son de
particular interés por sus aplicaciones terapéuticas, y se ha invertido mucho
esfuerzo en la obtencion de los mismos mediante el uso de diversas técnicas
de extraccion. Entre las técnicas de extraccion mas comunes se encuentran
hidrodestilacidn, destilacion con vapor, extraccion con solventes y con fluido
supercritico. Hasta ahora, el proceso de extraccion ha sido un paso previo
necesario para estudio de la capacidad antioxidante.

Durante mucho tiempo se ha recurrido al empleo de antioxidantes sintéticos
para prevenir el deterioro oxidativo de los alimentos. No obstante, estas
sustancias cada vez estan mas restringidos por sus posibles efectos
carcinogénicos y su hepatoxicidad. Esto ultimo ha motivado la constante
blusqueda de antioxidantes méas seguros. De ahi, que sea de particular
importancia el desarrollo de métodos para la evaluacion de las propiedades
antioxidantes de las plantas. Estudios de capacidad antioxidante de los
compuestos presentes en las plantas, evidencian la relacion que existe entre la
composicién quimica de los aceites esenciales y extractos con los valores de
capacidad antioxidante determinados por diferentes metodologias. Ademas, se
han encontrado variaciones en la cantidad de los metabolitos secundarios,
consecuencia de los cambios en las condiciones de cultivo y épocas de
cosecha (composicion del suelo, densidad de siembra, época de corte, entre

otras).

La capacidad antioxidante se utiliza ampliamente como pardmetro para
caracterizar diferentes materiales vegetales. Esta capacidad se relaciona con
compuestos capaces de proteger un sistema biolégico del efecto
potencialmente dafiino de aquellos procesos que causan excesiva oxidacione
involucran especies reactivas de oxigeno. Existen diversos métodos para la

evaluacion de la capacidad antioxidante de muestras bioldgicas. Algunos de
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ellos utilizan la produccion de un radical organico o especies reactivas del
oxigeno y otros se basan en la oxidacion-reduccion de iones metalicos. Un
ensayo universal de la actividad antioxidante in vitro no existe, debido a que la
actividad anti-radicalaria depende fundamentalmente de la naturaleza del
radical y del método de generacion del mismo. Con el fin de obtener resultados
confiables la eleccién de un sistema quimico para generar especies reactivas

es un punto critico en el desarrollo de cualquier ensayo antioxidante.

Este trabajo consisti6 en evaluar y determinar in vitro las propiedades
antioxidantes de aceites esenciales y extractos obtenidos por SFE de T.
vulgaris, R. officinalis, S. officinalis y L. citriodora, mediante métodos
colorimétricos de screening (ensayos con el cation-radical ABTS™) y de
fluorescencia (ORAC), implementados en un lector de microplacas. Ademas, se
realizé la cuantificacion de los compuestos fendlicos mediante el ensayo de

Folin-Ciocalteu.

Los AE y extractos obtenidos por SFE se aislaron de plantas cultivadas en
parcelas experimentales, con diferente densidad de siembra y nivel de
fertilizacion, en las veredas El Retiro y La Granja ubicadas en el municipio de
Sucre (Santander). Debido a las condiciones climaticas de excesiva lluvia
dadas en la época de cosecha de las plantas analizadas, Unicamente se pudo

analizar el primer estadio vegetal.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ESPECIES RADICALARIAS

1.1.1 Definicién y descripcion. Los radicales libres (RL) son especies
moleculares que en su estructura presentan uno o mas electrones no
apareados; éstas pueden existir de forma independiente y, debido a la
inestabilidad de su configuracién electrénica, son generalmente muy reactivos.
Esta reactividad es la base de su toxicidad y de su corta vida media [1]. Sin
embargo, los RL no siempre se relacionan con su toxicidad porque la funcién
que desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado, a condiciones
fisiologicas actian como mediadores y reguladores, mientras que, a

concentraciones elevadas, pueden actuar como potentes oxidantes [2].

La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) es un proceso natural,
constante y continuo. Todas las células, independientemente de su tipo, estan
permanentemente produciendo estas especies radicalarias o prooxidantes [2].
Su acumulacion excesiva resulta en un dafio de diversos componentes

celulares como: nucleo, ADN mitocondrial, membrana y proteinas citoplasmicas

[3].

Entre las especies reactivas de oxigeno (Véase Tabla 1) se encuentra el
radical superoxido, el cual se produce in vivo por algunas enzimas y por
autoxidacion de algunos productos alimenticios como flavonoides, sulfatos,
hidroxihidroquinonas y otros compuestos fendlicos presentes en especies
vegetales como el café. Este radical puede reaccionar para producir peréxido

de hidrégeno, tal como se muestra a continuacion [2]:

02" + 02" + 2H" — H,0; + O3
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Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y otros radicales de importancia biolégica [4].

RADICALES

NO RADICALES

Especies reactivas de oxigeno (ROS):
Superdxido, O,

Hidroxilo, OH™

Hidroperoxilo, HO,™

Peroxilo lipidico, LO,™

Alcoxilo lipidico, LO™

Peroxido de hidrégeno, H,0,%
Acido hipobromoso, HOBr
Ozono, O3

Oxigeno singulete, (O,')?
Perodxidos lipidicos, LOOH?

Productos de Ila reaccion de
Maillard

Especies reactivas de cloro (RCS):
Cloro atémico, CI’ Acido hipocloroso, HOCI?
Cloruro de nitrilo, NO,CI°

Cloroaminas

Especies reactivas de nitrogeno (RNS):
Oxido nitrico, NO™
Diéxido de nitrégeno, NO,™

Acido nitroso, HNO?

Cati6n nitrosilo, NO*

Anién nitroxilo, NO

Tetroxido de dinitrdgeno, N>O4
Tribéxido de dinitrégeno, N,O3
Peroxinitrito, ONOO"

Acido peroxinitroso, ONOOH
Catién nitronio, NO,"
Peroxonitrito alquilo, ROONO
Cloruro de nitrilo, NO,CI°

% Especies reactivas, particularmente relevantes, en la oxidacion de alimentos.
®NO,Cl es una especie clorada y nitrada producida por la reaccion de HOCI con NO,.

Otras especies reactivas, como los radicales peroxilo, pueden propagarse en
sistemas lipidicos o0 acuosos, como también en proteinas, y se consideran
especies reactivas que pueden interactuar con monodéxido de nitrégeno, para

prevenir los dafios que éste pueda provocar [4]:

RO, + NO" — ROONO

1.1.2 Dafos producidos por las especies radicalarias. El dafio que los

radicales libres provoquen en los diferentes tejidos depende del balance entre
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estas especies y los antioxidantes (enzimas u otros compuestos), que se
encuentren en el organismo. El estrés oxidativo es la perturbacion del equilibrio
entre prooxidantes y antioxidantes, con un desplazamiento a favor de los
primeros, de modo tal, que esta alteracion da lugar a cambios en las
biomoléculas y, de hecho, produce modificaciones funcionales en los lugares

donde las mismas se encuentren en un momento dado [5].

Cuando en el organismo se encuentra un exceso de especies reactivas (RS),
practicamente cualquier estructura bioldégica que lo integra (ADN, ARN,
proteinas, carbohidratos y lipidos) puede convertirse en diana de accion de
estas especies y resultar dafiada [6]. El dafio causado por el ataque de ROS y
RNS puede originar lesiones en el ADN, pérdida de funcién de enzimas y
incremento de la permeabilidad celular [7]. Por esta razén, es comun relacionar
el dafio producido por las diversas especies reactivas con la fisiopatologia de
varias enfermedades como el cancer, la diabetes y enfermedades pulmonares
[8, 9].

1.1.3 Efectos benéficos de las especies radicalarias. A pesar de que los RL
se conocen basicamente por sus efectos dafinos sobre el organismo y
productos de consumo, se debe puntualizar que la generaciéon de RL no
siempre se relaciona con su nocividad. Estas moléculas desarrollan funciones
fisiologicas cruciales para el correcto funcionamiento del cuerpo humano vy,
aunque parezca contradictorio, las células necesitan estar rodeadas de un
ambiente oxidativo para poder existir y desarrollarse. Los RL participan en
diversas funciones celulares como la activacion genética, el crecimiento celular,
la apoptosis, la modulacién de diversas reacciones quimicas y el control de la
homeostasis, regulando los procesos de fosforilacién de las enzimas y factores
de transcripciéon. Ademas, gracias a los RL es posible la relajacién muscular y
la dilataciéon de los vasos sanguineos [10]. Los RL forman parte del mecanismo
de defensa llevado a cabo por las células fagociticas contra agentes
infecciosos, participan en el metabolismo de xenobidticos a través de la accion

del citocromo P450 y en el desarrollo embrionario; actian también como
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mediadores en la sintesis de otras moléculas [11].

1.2 COMPUESTOS FENOLICOS

El término “compuestos fendlicos” engloba a todas aquellas sustancias que
poseen varios grupos fendlicos unidos a estructuras aromaticas o alifaticas. Los
compuestos fendlicos tienen su origen en el mundo vegetal, siendo los
principales metabolitos secundarios de la plantas (Véase Tabla 2). Su funcion
biolégica es proteger las plantas contra el estrés biolégico y ambiental, por lo
tanto, se sintetizan como respuesta al ataque de insectos, bacterias, hongos y

virus, o por exposicion a la luz ultravioleta (UV) [12, 13].

Lo mas destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades
antioxidantes. Por un lado, son muy susceptibles a ser oxidados y, por otro,
impiden que los metales catalicen reacciones de oxidacion. Asi, los grupos
hidroxilo, al estar unidos a un anillo bencénico, presentan la posibilidad de que
el doblete del atomo de oxigeno interaccione con los electrones del anillo, lo
que les confiere unas caracteristicas especiales respecto al resto de alcoholes.
Por otro lado, pueden actuar como quelantes (sobre todo los fenoles no
flavonoides) y formar complejos con metales divalentes o trivalentes,
especialmente, con el hierro y el aluminio, lo que tiene implicaciones

nutricionales [14].

La naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples, como los
acidos fendlicos, hasta compuestos altamente polimerizados como los taninos
[15]. Existen numerosos compuestos fendlicos, los cuales se clasifican de
acuerdo con la estructura del anillo y el nimero de atomos de carbono

sustituyendo y enlazando al anillo (Véase Tabla 2) [16].
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Tabla 2. Principales grupos de compuestos fendlicos encontrados en las plantas [16].

N- de Esqueleto

atomos basico Clase
6 Cs Fenoles simples, benzoquinonas
7 Ce-C1 Acidos fendlicos
8 Ce-C> Acetofenonas, acidos fenilacéticos
9 Ce-C3 Acidos hidroxicinamicos, fenilpropenos
10 Ce-Cy Naftoquinonas
13 C6-C1-Cs Xantonas
14 Ces-C2-Cs Estilbenos, araquinonas
15 Ces-C3-Cs Flavonoides, isoflavonoides
18 (C6-C3)2 Liganos
30 (C6-C3-Cg)2 Biflavonoides

1.2.1 Determinacién del contenido de fenoles. La gran diversidad de
compuestos fenodlicos dispersos en los tejidos vegetales, asi como sus
diferentes estructuras quimicas, han traido consigo la necesidad de desarrollar
un gran numero de técnicas analiticas para su identificacion y cuantificacion.
Dentro de las mas usadas para la cuantificacion e identificacidon de compuestos

fendlicos se encuentran los métodos cormatograficos y espectrofotométricos [2,

15].

e Técnicas espectrofotométricas. Los métodos espectrofotométricos no son
nuevos en el campo de la quimica analitica y, hoy en dia, se usan para la
determinacién de polifenoles. Entre los mas comunes, se destacan el
ensayo de la vainillina para la determinacion de compuestos flavan-3-oles,

dihidrochalconas y proantocianidinas y el ensayo de Folin-Ciocalteu, para

determinar el contenido total de fenoles [15].

e Meétodo de Folin-Ciocalteu (FC). Este método fue inicialmente propuesto
en 1927 por Folin y Ciocalteu [17] y modificado en 1965 por Singleton y
Rossi [18]. Se basa en la oxidacion de los compuestos fendlicos por un
reactivo de molibdeno y tungsteno en medio basico. En 1965 esta técnica

fue mejorada gracias al uso del heteropolianién fosférico de molibdeno y
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tungsteno (3H,0-P,05-13W03-5M003-10H,0 y 3H,0-P,05-14W03-4M0Os-
10H,0), que oxida a los fenoles con alta especificidad. La transferencia de
electrones, a pH basico, reduce los complejos fosfomolibdico-
fosfotungsténico en éxidos, cromégenos de color azul intenso, de tungsteno
(W350O23) y molibdeno (MogOy3), este color es proporcional al niumero de
grupos hidroxilo de la molécula [18]. A pesar de ser un método simple,
preciso y sensible, es criticado porque existen diversas sustancias de
naturaleza fenodlica que interfieren en las determinaciones, dando lugar a
concentraciones de compuestos fendlicos elevadas. Algunas de estas
sustancias son proteinas, acidos ascérbico y Urico, algunos aminoacidos y
nucleodtidos, azucares, aminas aromaticas y algunas sales inorganicas [19].
Sin embargo, el método FC se emplea con frecuencia en el estudio de las
propiedades antioxidantes de los alimentos, por ser un pardmetro que
generalmente muestra una correlacion entre los métodos de medicion de la

capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles [20].

Ensayos ultravioleta. Numerosos estudios se han realizado para
desarrollar técnicas rapidas de cuantificacion de compuestos fendlicos
mediante ensayos ultravioleta, principalmente, porque cada grupo de
compuestos fendlicos se caracteriza por tener uno o varios maximos de
absorbancia a distintas longitudes de onda dentro del espectro ultravioleta.
Por ejemplo, los fenoles simples tienen una absorbancia maxima entre 220
y 280 nm [15].

Técnicas cromatograficas. Las técnicas cromatograficas han permitido la
separaciéon, aislamiento, purificacion e identificacion de compuestos
fendlicos, asi como el estudio de la interaccion entre los polifenoles y otros
componentes de los alimentos y las plantas. Cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) es la técnica mas empleada para la separacion y
cuantificacion de compuestos fendlicos, ya que se puede determinar un
gran numero de polifenoles de interés nutricional, como fenoles simples,

acidos fenolicos y sus derivados, junto con los distintos flavonoides. Sin
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embargo, esta técnica requiere una preparacion de la muestra adecuada
para cada uno de los compuestos a analizar [15].

1.3 ANTIOXIDANTES

Un antioxidante se define como “cualquier sustancia que, presente en bajas
concentraciones comparadas con las del sustrato oxidable, prevenga o inhiba
la oxidacion de ese sustrato” [21]. Desde el punto de vista biolégico, el
antioxidante se define como “aquel compuesto que protege a los sistemas
vivos de los agentes que causan deterioro oxidativo” [22]. En bioquimica y
medicina, los antioxidantes son enzimas o0 sustancias organicas, e.g.
superoxido dismutasa, catalasa, son capaces de contrarrestar el dafio causado
por la oxidacion en tejidos [23].

La oxidacion es una reaccion quimica donde un compuesto cede electrones, v,
por lo tanto, aumenta su estado de oxidacion. Las reacciones de oxidaciéon
pueden producir RL, los cuales son iniciadores de reacciones de oxidacién en
cadena [2]. Los antioxidantes neutralizan la accion de los RL, porque, al
interactuar con ellos, ceden un electron y se oxidan. La capacidad antioxidante
de una molécula depende de sus caracteristicas estructurales, de su
reactividad hacia los peroxidos y otras especies reactivas, y de factores
externos como concentracion, temperatura, luz, tipo de sustrato, medio de
reaccion y la presencia de algunos componentes que puedan actuar como

prooxidantes o sinérgistas [21, 23].

1.3.1 Clasificacibn de antioxidantes de acuerdo con el origen.
Dependiendo de su origen, los antioxidantes se clasifican como naturales o
sintéticos. El término “natural” hace referencia a aquellas sustancias que se
extraen de fuentes naturales como plantas, tejidos de animales, hongos o
microorganismos. La mayoria de estos compuestos son derivados fendlicos,

como por ejemplo, tocoferoles, flavonoides, acidos fendlicos y galicos y, en
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algunos casos, carotenoides y terpenoides, que también han demostrado
actividad antioxidante [22, 24]. Hoy en dia, en diferentes ramas de la industria
existe mucho interés en el uso de mezclas de antioxidantes naturales extraidas
de plantas aromaticas y medicinales [2]. Algunos autores resaltan que dichas
mezclas presentan efectos antioxidantes mas fuertes que sus componentes

individuales, ello, debido a posibles interacciones sinérgicas [2].

Los antioxidantes sintéticos se usan frecuentemente en la industria para
estabilizar materiales no comestibles, e.g., plasticos, gomas y polimeros, y
algunos no toxicos como conservantes de alimentos [21]. Entre los
antioxidantes disponibles comercialmente, de uso mas frecuente, figuran: el
butil hidroxianisol (BHA), el butil hidroxitolueno (BHT), la ter-butil hidroquinona y
el galato de propilo (PG). La mayoria de estos compuestos son de tipo fendlico
y las diferencias en sus capacidades antioxidantes estan relacionadas con sus
estructuras quimicas [25]. Sin embargo, en los estudios sobre antioxidantes
sintéticos [26] han demostrado que muchos de éstos ejercen efectos tdxicos
sobre los tejidos de animales y pueden ser cancerigenos ya en bajas
concentraciones, por lo que su uso en productos de consumo humano se
cuestiona [27]. No obstante, algunos de estos antioxidantes también pueden
poseer propiedades favorables, e.g., anti-mutagénicas y anti-tumorales [28]. El
uso de antioxidantes sintéticos se regula en la legislacién de la mayoria de los
paises, definiendo la cantidad permitida en los productos alimenticios. Por
ejemplo, en la Unién Europea la cantidad de antioxidantes sintéticos se limita a
un 0,01% (0,1 g/kg), si se usa un solo compuesto, y, si se emplean mezclas de

antioxidantes, este limite asciende a un 0,02% [26, 27].

1.3.2 Mecanismos de inhibicion de las reacciones de oxidacion en
cadena. Dependiendo de las condiciones de oxidacion y su reactividad, el
antioxidante (AH) y el catién-radical (A") pueden participar en varias reacciones,
que determinan el mecanismo de inhibicion de la oxidacion. Una correcta
seleccion de los antioxidantes y la prediccion de su tiempo de vida y

efectividad, requieren conocer los mecanismos de accion y parametros
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cinéticos de oxidacion. La cinética y los mecanismos de oxidacion de

hidrocarburos (RH) han sido estudiados detalladamente [2].

Las sustancias, que inhiben la oxidacién de compuestos organicos en fase
liguida, se dividen en cuatro grupos, dependiendo de su mecanismo de
inhibicion [29]: 1. Inhibidores, como fenoles, aminas aromaticas, diaminas y
aminofenoles, que terminan las reacciones en cadena con los radicales
peroxilo; 2. Inhibidores, incluyendo radicales estables, quinonas, hidrocarburos
aromaticos y nitrocompuestos, que terminan las reacciones en cadena con los
radicales alquilo; 3. Agentes, como sulfatos, disulfatos, fosfatos, tiofosfatos y
carbamatos, que descomponen los peroxidos sin generar otras especies
radicalarias; y 4. Agentes complejos, que desactivan metales pesados capaces
de catalizar la descomposicién de hidroperéxidos en radicales y, por ende,

promover la oxidacion.

1.4 METODOS USADOS PARA LA DETERMINACION DE LA
CAPACIDAD ANTI-RADICALARIA Y SU ESTANDARIZACION

Debido a la complejidad de los extractos de plantas y alimentos, el aislamiento
de cada antioxidante en su estudio individual resulta en un proceso muy
costoso y a menudo ineficiente. Se han desarrollado varios métodos para
cuantificar la actividad de los antioxidantes presentes en extractos (mezclas
complejas). Sin embargo, no existe un método estandar, Unico, para esta
determinacién. Varios articulos de revision se dedican a este tema, pero, con
opiniones que varian mucho debido probablemente a la complejidad del
asunto. En su estudio, Frankel y Meyer [30] sefialaron, que es problemético el
uso de métodos “unidimensionales” para evaluar antioxidantes en matrices

complejas.

Los antioxidantes individuales pueden, en algunos casos, actuar por multiples

mecanismos 0 por uno solo, dependiendo del sistema de reaccién. Ademas, la
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respuesta de los antioxidantes es diferente a la de las distintas fuentes
radicalarias u oxidantes. Multiples caracteristicas de las reacciones vy
mecanismos, asi como las diferentes matrices en las cuales se encuentran los
antioxidantes, hacen que ningun analisis o determinacion refleje exactamente
la actividad medida. Es decir, no existe un método “universal”, por el cual la
capacidad antioxidante se mida con exactitud y cuantitativamente, para todo

tipo de muestras [19, 31].

La estandarizacion de los métodos, para determinar la capacidad antioxidante,
sirve para dar su uso apropiado, realizar comparaciones significativas de
alimentos o productos comerciales, tener un control de las variables en las
mediciones y cumplir con los estdndares de calidad en los resultados
obtenidos. Las caracteristicas principales, que deben ser consideradas en la
estandarizacion de una metodologia, incluyen, entre otras, rango lineal,
recuperacion, repetibilidad, reproducibilidad y reconocimiento de interferencias
[32-34].

1.4.1 Mecanismos de accion in vitro. Los antioxidantes pueden desactivar
los radicales por dos mecanismos generales, clasificados en las siguientes
categorias: 1. Reacciones de transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT) y
2. Reacciones de transferencia de un electron (ET) (Véase Tabla 3). El
resultado final de estos dos procesos es el mismo, pero la cinética y las

reacciones secundarias que ocurren son diferentes.

La transferencia de electrones y las reacciones HAT pueden ocurrir en paralelo.
El mecanismo dominante sera determinado por la estructura y las propiedades
del antioxidante individual o en mezcla, la solubilidad, el coeficiente de particion
y el solvente del sistema. La energia de disociaciéon de enlace (BDE) y el
potencial de ionizacion (IP) son dos factores que generan el mecanismo y

eficiencia de los antioxidantes [35].
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1.4.2 Métodos in vitro desarrollados. Se han desarrollado métodos de
evaluacion de la capacidad antioxidante, basados en la evaluacion de la
capacidad de captura de los RL o0 en la evaluacion de su capacidad reductora.
Estos métodos permiten obtener correlaciones entre la capacidad antioxidante
y la vida media de los productos, sin embargo, soOlo permiten ligeras
aproximaciones a sus efectos protectores de la salud. La capacidad
antioxidante de extractos de plantas no so6lo depende de su composicion
quimica, sino también de las condiciones de medicién empleadas, por ello, fue

necesario desarrollar varias metodologias [23, 36].

El ensayo de la capacidad de absorcion del oxigeno radical (ORAC) tiene un
mayor rango de aplicabilidad en el andlisis de muestras botanicas y biolégicas
[23]. Rice-Evans y colaboradores [31] desarrollaron el ensayo antioxidante
equivalente a la capacidad del Trolox® (TEAC), el cual ha sido ampliamente
aplicado para el analisis de alimentos. En el trabajo realizado por Sanchez-
Moreno y colaboradores [32] se demostrd, que el ensayo con el 2,2-di-(4-tert-
octilfenil)-1-picrilhidrazilo (DPPH) fue un método de andlisis sencillo y exacto

para medir la capacidad antioxidante de jugos y extractos de frutas y vegetales.

e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Es uno de los métodos
HAT, el cual se basa sobre los trabajos previos de Glazer, en 1990 [37], y
Ghiselli y colaboradores, en 1995 [38]. Cao y colaboradores [39] mejoraron
luego el procedimiento. Las mediciones obtenidas por el método ORAC, de
la inhibicion de radicales peroxilo inducidos por reacciones de oxidacion, es
un ejemplo del rompimiento de reacciones en cadena por transferencia de
un atomo de hidrégeno proveniente de un compuesto antioxidante. En este
ensayo, los radicales peroxilo reaccionan con un compuesto fluorescente y
forman un producto sin fluorescencia. La capacidad antioxidante se
determina por la disminucion de la fluorescencia y la cantidad de producto

formado en funcién del tiempo [19].
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Tabla 3. Algunos ensayos in vitro para medir la capacidad antioxidante [23].

CATEGORIA

ENSAYO

Reacciones de transferencia de un
atomo de hidrégeno (HAT).
ROO’ + AH — ROOH + A’
ROO’+ LH —- ROOH + L’

Capacidad de absorcion de oxigeno
radical (ORAC)

Parametro antioxidante total de Ila
captura de radicales(TRAP)

Ensayo de decoloracion de Crocina
Inhibicion de la absorcion de oxigeno
(Iov)

Inhibicion de la oxidacion del &cido
linoléico

Inhibicibn de la  oxidacibn  de
lipoproteinas de baja densidad

Reacciones de transferencia de un
electron (ET).
M(n) — e(de AH) — AH™ + M(n-1)

Capacidad antioxidante equivalente a la
del Trolox® (TEAC)

Parametro antioxidante del ion férrico
(FRAP)

Difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
Capacidad reductora del cobre (II)
Ensayo total de fenoles

Otros ensayos

Andlisis en barrido de la capacidad
antioxidante total (TOSC)

Inhibicion de la oscilacion en la reaccion
de Briggs-Rauscher

Quimioluminiscencia
Electroquimioluminiscencia

La B-ficoeritrina (B-PE) (Véase Figura 1) es una proteina aislada de la

microalga Porphyridium cruentum, se us6 como sustancia fluorescente en

los primeros estudios por el método ORAC [19]. Sin embargo, debido a la

variabilidad entre mediciones e inconsistencias en los resultados, por la

fotoestabilidad de la proteina y a las interacciones no especificas con

ciertos compuestos, fue necesario reemplazarla por otras moléculas mas

fotoestables. Las sustancias fluorescentes que actualmente se utilizan son

la fluorescina (FL) (Véase Figura 1), 3',6'-dihidroxi-spiro[isobenzofurano-

1[3H],9'[9H]-xanteno]-3-ona) o

diclorofluoresceina (H.DCF-dA; 2'.7'-
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diclorodihidrofluoresceina diacetato) [19]. Los productos de la oxidacion de
la FL inducida por radicales peroxilo han sido identificados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) [25].
Se ha determinado que el proceso se lleva a cabo por medio del

mecanismo de accion HAT [23].

Figura 1. Estructuras quimicas de: A. B-Ficoeritrina y B. Fluorescina.

R: CcHoO

Este ensayo proporciona una fuente controlable de radicales peroxilo
durante las reacciones de los antioxidantes con lipidos en alimentos y
sistemas fisiologicos. La metodologia puede ser adaptada para la deteccion
de ambas clases de antioxidantes, tanto hidrofilicos, como hidrofébicos.
Debido a la sensibilidad del método, por los cambios de temperatura [40],
es necesario controlarla durante la medicion. El medio de reaccion debe
ser incubado a 37°C, antes de adicionar la fuente radicalaria, AAPH [2,2'-
Azobis(2-amidinopropano)hidrocloruro], para disminuir la variabilidad en las

mediciones.

El mecanismo de reaccion se basa en la transferencia al RL de un atomo
de hidrogeno del antioxidante. Para ello, se emplea un iniciador para
generar el radical peroxilo (ROO’). En presencia de un compuesto
antioxidante (AH), el radical forma un enlace con un atomo de hidrégeno
del AH y se originan un hidroperéxido (ROOH) y un radical antioxidante
estable (A").

R-N=N-R + O, — N, + 2ROO’
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ROO" + AH - ROOH + A’
ROO" + A" —» ROOA
La proteccion del antioxidante se mide a partir del area bajo la curva (AUC)

de la muestra y el blanco de reaccion (Véase Figura 2). La diferencia entre

estos valores se extrapola en la curva de calibracién del Trolox® [41].

Figura 2. Capacidad antioxidante ORAC de una muestra medida como AUC [19].
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e Ensayo de decoloracién del catién-radical ABTS™ o TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). El ensayo TEAC o ensayo ABTS™
[2,2'-Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-acido sulfonico] se basa en la inhibicion,
por los antioxidantes, del catién-radical de coloracion verde-azulada,
ABTS™, que presenta maximos de absorcion a 415, 645, 734 y 815 nm. De
todas ellas longitudes de onda se emplean frecuentemente 415y 734 nm
[19]. La cuantificacion se hace con base en la curva de calibracion con
Trolox®, un analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E. En este método
se pueden usar dos estratégias: inhibicion y decoloracion. En la primera,
los antioxidantes se afiaden previamente a la generacion del radical
ABTS"™, y lo que se determina es la inhibicién de la formacion del radical

que se traduce en un retraso en la aparicion de la coloracién verde-
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azulada. En la segunda estratégia, los antioxidantes se afiaden, una vez el
cation-radical ABTS™ se ha formado, y se determina la disminucién en la
absorbancia o pérdida de la coloracion debida a la reduccion del radical
[32]. La muestra a analizar se adiciona antes de la formacion del radical,

por lo que se trata de un ensayo de inhibicién [42].

En 1999 Re y colaboradores [31] modificaron el procedimiento, mediante la
produccion directa del cromoforo verde-azulado ABTS™ (Véase Figura 3),
por la reaccion entre ABTS y peroxodisulfato de potasio. La adicion de los
compuestos antioxidantes al catién-radical conduce a su decoloracién. El
grado de decoloracion puede ser medido a diferentes longitudes de onda y
el porcentaje de inhibicion se evalla como la capacidad de reduccion del
antioxidante. Este porcentaje determina la capacidad antioxidante en
comparacion con la reactividad relativa del Trolox® [32].

Figura 3. Estructura quimica del catién-radical ABTS™.

Et
N/ s SO4H
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2. MARCO DE ANTECEDENTES

Segun consta en diversos testimonios histéricos, el hombre desde su origen, ha
utilizado las plantas arométicas y medicinales, asi como la extraccion y
utilizacion de sus esencias. Entre las especies vegetales mas estudiadas se
encuentran las plantas de origen mediterraneo de la familia Labiatae (e.g.,
salvia, romero, tomillo, orégano, etc.), las cuales presentan propiedades
antioxidantes que superan las de muchos antioxidantes naturales y sintéticos

utilizados comunmente [43, 44].

La importancia de los fendmenos oxidativos explica el gran nimero de trabajos
desarrollados con el objeto de comprobar el efecto protector de diferentes
géneros y especies vegetales frente a esos procesos. Entre la gran variedad de
plantas aromaticas y medicinales se encuentran las cuatro plantas bajo estudio,

de las cuales, a continuacion, se presenta una breve descripcion:

e Salvia officinalis L. Esta especie es de origen mediterraneo, donde crece
de forma espontanea y se cultiva principalmente sobre suelos calcareos. Es
un arbusto perenne cuyas hojas, de tamafio variable segin sea su posicion
en el tallo, son lanceoladas, pubescentes, de color gris verdoso y con la
superficie rugosa. Las flores, agrupadas en verticilos, son de color azul-

violaceo [45].

Numerosas actividades bioldgicas con base en los conocimientos de la
medicina tradicional, se le han atribuido a esta planta, sin embargo, solo
algunas han sido validadas cientificamente. Como resultado de la validacion
de algunas propiedades biol6gicas de S. officinalis, se encontré que
diferentes partes de la planta presentan actividad antibacterial [46],

antimicrobial [47], antioxidante y antiviral [48].
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Figura 4. Salvia officinalis L. cultivada en Sucre-Santander.

Foto: Archivo del Laboratorio de Cromatografia. Lugar: Zona rural (Veredas La Granja y El
Retiro). Fecha: Septiembre 5 de 2009.

Rosmarinus officinalis. El romero es una planta aromética conocida y
utilizada desde la antigiedad como condimento y con fines medicinales. Se
asegura, que los faraones egipcios hacian poner sobre su tumba un
ramillete de romero para perfumar su viaje al pais de los muertos.
Pertenece a la familia Labiatae y es originaria de las costas del
Mediterraneo. Es un arbusto perenne, muy ramificado, que puede crecer
hasta 2 m; presenta hojas pequefias y opuestas, y flores de color azul-
violaceo. La planta posee un aroma alcanforado y un sabor amargo y
astringente [49].

Se emplea como antiséptico, antidepresivo, digestivo, abortivo, insecticida y
estimulante. Su AE se usa en pomadas para el tratamiento de Ulceras y
heridas, y en tonicos capilares para el cuidado del cabello, la alopecia y la
caspa [45, 49, 50]. Ademas, se ha comprobado su actividad antifingica
contra Aspergillus flavus y Aspergillus ochracaus, los cuales son dos

especies de hongos comunes en alimentos como cereales y granos [51].
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Figura 5. Rosmarinus officinalis L. cultivada en Sucre-Santander.

Foto: Archivo del Laboratorio de Cromatografia. Lugar: Zona rural (Veredas La Granja y El
Retiro). Fecha: Octubre 6 de 2009.

Thymus vulgaris. La especie vegetal, conocida como tomillo, es una planta
nativa de la regiébn mediterranea (Espafa, Italia, Francia, Grecia, etc.). Es
un arbusto muy aromatico, posee tallos rigidos y lefiosos, cubiertos de pelos
blancos. Las hojas son estrechas y diminutas, de margen recurvado y enves
afieltrado. Las flores pueden ser de blancas a purpuras, bilabiadas, con tubo
petalino recto y estambres salientes, y se agrupan en espiguillas o racimos
terminales, muy densos. Tomillo crece en terrenos rocosos, sobre calizas y
a pleno sol, desde el Norte de Africa (Argelia, Tunez), hasta Asia Menor y
en la zona meridional de Europa; es muy abundante en la Peninsula Ibérica.
Se trata de una planta con gran tradicion en la herboristeria. Se utiliza para
aliviar la tos, los trastornos digestivos (flatulencia, digestiones pesadas) y
para combatir la inapetencia, tomando una infusion de flores y hojas antes
de las comidas. Es un remedio eficaz contra la diarrea leve y se ha utilizado
tradicionalmente para combatir los parasitos intestinales. Por via externa, es
un buen desinfectante. Enjuagarse la boca con una infusion de tomillo
combate el mal aliento. Sus componentes activos son acidos fendlicos,

aceite esencial, flavonoides, saponinas y taninos [45].

Entre los compuestos antioxidantes identificados en diferentes quimiotipos
de la especie Thymus vulgaris se encuentran el
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4-terpineol, anetol, apigenina, acidos p-cumarico y caféico, carvacrol, timol,
o-terpineno, acido siringico, mirceno, entre otros [52, 53]. Los extractos
metandlicos y etandlicos, al igual que los AE, presentan propiedades
antifangica, insecticida, antimicrobial y antioxidante [54].

Figura 6. Thymus vulgaris cultivada en Sucre-Santander.

Foto: Archivo del Laboratorio de Cromatografia. Lugar: Zona rural (Veredas La Granja y El
Retiro). Fecha: Junio 23 de 2010.

e Lippia citriodora. Esta especie pertenece a la famila Verbenaceae y se
conoce con sindénimos botanicos Aloysia triphylla L (Her) Britton, Lippia
triphylla Kuntze y Aloysia citriodora Ortega; en Colombia, como “Cidrén”, en
Argentina, como “Cedron” y “Hierba Luisa” y, en Espafa, como “Hierba de
la princesa”. Es apreciada como planta ornamental en jardines y solares,
debido al intenso y agradable olor a citrico que desprenden sus hojas. Es un
arbusto perenne, que puede medir mas de 1,50 m de altura. Su nombre
“triphylla” se debe a que sus hojas simples, rugosas e insertadas en cada
nudo, estan reunidas en vértices de tres; sus flores son blancas por fuera y
violaceas por dentro [45]. Es una hierba astringente y aromética, que posee
propiedades antiespasmaddicas, carminativa, antioxidantes, antisépticas y es

ligeramente sedante [49].
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Figura 7. Lippia citriodora cultivada en Sucre-Santander.

Foto: Archivo del Laboratorio de Cromatografia. Lugar: Zona rural (Veredas La Granja y El
Retiro). Fecha: Julio 12 de 2010.

Los valores de capacidad antioxidante de aceites esenciales (AE) y extractos
de plantas dependen del método de su extraccion, el origen geogréfico de la
planta, las condiciones climéticas, la época de cosecha y el almacenamiento
del material vegetal [55-57]. Dependiendo de la aplicacién, actualmente,
aceites esenciales y extractos aislados con solventes o con fluidos
supercriticos (e.g., CO;) se emplean como base para la produccion de
diferentes productos de consumo diario. El proceso de extraccion viene
determinado por el tipo de compuestos que se desean obtener. Asi, los
procesos de hidrodestilacion o destilacion por arrastre con vapor estan
encaminados a la obtencibn de AE con caracteristicas organolépticas
particulares. Si lo que se desea es obtener fracciones desodorizadas que
conserven sus propiedades antioxidantes, se deben realizar extracciones con
solventes (etanol, metanol, acetona, hexano, etc.), donde la polaridad del
solvente determina el tipo y la proporcion de los compuestos que conforman el
extracto [58]. Sin embargo, también es necesario tener en cuenta que las
condiciones de extraccién pueden modificar los compuestos antioxidantes de
interés, e.g., disminuir sus valores de capacidad antioxidante, por aumento de
la temperatura durante el secado del material vegetal [59]. Por tal motivo, han
surgido diversas técnicas de extraccion, por ejemplo, la extraccion con fluido
supercritico, la destilacion molecular y el uso de ultrasonido, que disminuyen el
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deterioro de los antioxidantes y minimizan los residuos contaminantes [60-62].

La actividad antioxidante de las plantas generalmente se asocia con la
presencia de compuestos fendlicos, por lo que es necesario realizar su
caracterizacion quimica, tanto de los AE, como extractos, empleando
cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS) y
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a un detector de
arreglo de diodos (DAD) o de masas (MS). Los resultados sobre composicion
quimica, reportados en la literatura, muestran la presencia de terpenos
oxigenados, flavonas y flavonoides [63]. En el caso de los aceites esenciales
de romero y salvia, por ejemplo, Papageorgiou, Gachkav y colaboradores,
reportaron los siguientes compuestos mayoritarios: 1,8-cineol, linalol, borneol,
a-terpineol y piperitona [64, 65]. También, se han identificado compuestos
fendlicos de peso molecular mas alto, entre ellos, los acidos rosmarinico y
caféico (Véase Figura 8) [66], y se ha determinado, que su presencia en el
romero es la causa de la capacidad antioxidante alta, confirmada por diferentes
métodos [44].

Figura 8. Estructuras de algunos compuestos bioactivos encontrados en extractos de S.
officinalis y R. officinalis [66].
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Las propiedades antioxidantes de la especie T. vulgaris han sido estudiadas en
varios sistemas modelo. EI compuesto fendlico, p-cimeno-2,3-diol, aislado del
extracto en hexano de tomillo, mostro la antioxidante medida por el método de
Rancimant y el ensayo de Schaal [67] mayor que el de los a-tocoferol y butil
hidroxianisol. Ademas, el extracto de tomillo en acetona ha sido evaluado en
aceite de girasol puro y en emulsion al 20%; se determiné que el extracto

inhibe la generacion de hexanal y pentanal [68].

El aceite esencial de esta especie contiene compuestos de tipo fendlico, e.g.,
carvacrol, timol y p-cimeno-2,3-ol (Véase Figura 9), responsables de las
propiedades antioxidantes de sus extractos y AE, segun resultados obtenidos
por varios investigadores [68].

Figura 9. Estructuras quimicas de los compuestos antioxidantes presentes en las especies T.
vulgaris y L. citriodora [55, 69].
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Entre las plantas bajo estudio, L. citriodora ha sido investigada mucho menos.
En cuanto a su AOC y composicién quimica, la informacién encontrada hace
referencia a ciertos compuestos como apigenina, icarisida (Véase Figura 9),
flavonoides y algunos glucosidos que presentan valores de actividad
antioxidante altos [55, 56]. En los trabajos recientes [56], se determiné el efecto
antioxidante de los componentes de las hojas en infusidon sobre las especies
reactivas de oxigeno, i.e., radicales superéxido e hidroxilo y acido hipocloroso.

La revision bibliogréafica realizada en las bases de datos consultadas [(Elsevier
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(Scopus), ACS publications y Web of Science, periodo de observacion: marzo
de 2009 a diciembre de 2010)], demuestra que el numero de articulos
relacionados con la determinacion de la capacidad antioxidante de las 4 plantas
bajo estudio, por los tres métodos de analisis a utilizar, es muy bajo,
comparado con los reportes en la literatura sobre productos naturales en
general. A pesar de esto, algunos autores como LEAL et al. [70], quienes
estudiaron las propiedades antioxidantes de extractos SFE de salvia, romero y
tomillo, reportan resultados interesantes sobre la relacidon que existe entre la
variacion de la composicion quimica y variables de extraccion, con los valores

de capacidad antioxidante, medida por el método de peroxidacion lipidica [71].

La variedad de compuestos aislados de estas plantas cambia
significativamente dependiendo del método de extraccion. Entre los métodos
mas usados se encuentra la extraccibn con agua y con solventes, e.g.,
metanol. En la Tabla 4, se presentan algunos meétodos de extraccion de

metabolitos secundarios de especies vegetales bajo estudio.

La Tabla 5 resume informacion sobre los antioxidantes aislados, identificados y
cuantificados en diferentes partes de las plantas de romero, salvia y tomillo
[58]. Como se observa, la mayoria de compuestos son de tipo fendlico. Se
encuentran tanto fenoles simples, e.g., carvacrol, asi como acidos fendlicos,

entre ellos, rosmarinico, caféico y ursolico.
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Tabla 4. Métodos de extraccion de compuestos antioxidantes de las plantas de romero, salvia y
tomillo.

ESPECIE METODO DE EXTRACCION REF.
Extraccion con acido tricloroacético y metano [72]

Romeroy Extractos etandlicos y en acetona [73]
Salvia Extractos metanolicos [74]
Extraccion Soxhlet con metanol [75]

Romero Extraccion con fluido supercritico (CO5) [76]

Extracto metandlico (80% metanol y 20% agua) [58]

Salvia Extraccién Soxhlet con acetato de etilo [58]

Agua caliente presurizada y etanol al 70% [58]

Salviay Homogeneizacion con buffer fosfato (pH 7.0) [63]
tomillo Extraccion con fluido supercritico [58]

_ Extraccion liquido-liquido continua, seguida de
Tomillo o . _ [69]
destilacion a presion reducida.
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Tabla 5. Compuestos antioxidantes aislados de especies vegetales de a la familia Labiatae [58].

Cantidad, ppm

Compuesto Planta entera Hojas Raices
Romero Salvia Tomillo Romero Salvia  Tomillo Romero  Salvia Tomillo

Apigenina Y Y Y Y Y Y Y Y Y
Acido ascorbico 612-673 — v 320-350 v v —

-Caroteno 19-21 — 24-25 e 35-38 Ve Ve — Ve
B-Sitosterol v 20-1006 — v v — Y Y -
Acido caféico v — — v — — v — —
Canfeno 23-2350 — 15-375 0-23 20-592 Ve 355-2280 — Y
Acido carnosico v — — v v — v — —
Carnosol v Y — 530-9803 v — v v —
Carvacrol e — 8-18720 0-6 — e v — e
Acido clorogénico v — Ve — — - 4 4 4
y-Terpineno 4-400 — 36-5460 v 15-140 v 25-300 — v
Hesperidina — - - Ve - - - - -
Hispidulina — - - e Ve - - - -
Acido labiatico v - - N — - v — —
Luteolina e — — e — — e — —
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Tabla 5. Continuacién.

Cantidad, ppm

Compuesto Planta entera Hojas Raices
Romero Salvia Tomillo Romero Salvia Tomillo |Romero| Salvia Tomillo
Mirceno 25-5605 0-336 36-676 0-215 Ve Ve 50-100 e e
Acido oleandlico 0-10500 0-400 0-6300 e 140-786 e 0-20 e e
Rosmadial — — — 0-30 — — — — —
Rosmanol — e — 0-92 e — — e —
Rosmaridifenol Ve — — v — — v — —
Acido rosmarinico 0-25000  0-30000  0-26000 0-3500 v Y 0-13500 2000-5800 5000-13500
Rosmariquinona Ve — — Ve — — Ve — —
Escualeno Ve — — e — — e — —
Terpinen-4-ol Ve — 73-8320 e 10-1120 e 55-110 — Ve
Timol v - 15-24100 e - v Y - Y
Acido ursélico 28000-41000 — 15000-18800 Ve 1255-1300 Ve 0-20 — Ve
Alanina — Y 4 — 4 4 - 4 Y
Acido caféico — — — — — 0-16900| — v -
Acido carnosolico — — — — 0-2100 — — — —
Catequina — Ve — — Ve — — e —
Acido ferulico - v v — v v — v v
Acido fumarico - Ve - - v — - Y -
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Tabla 5. Continuacién.

Cantidad, ppm

Compuesto Planta entera Hojas Raices
Romero Salvia Tomillo Romero Salvia Tomillo | Romero Salvia Tomillo
Acido galico - e Ve - e e - e e
Acido labiatico - - - - Ve Ve - - -
Acetato de linalilo — 0-6048 — — Ve — — e —
Acido-p-cumarico — v — — v 0-420 — Y —
Eugenol — — v — — 4 - - Y
Isoeugenol — — 4 - — 4 - - Y
Isotimonina — — e — — e — - e
Kaempferol — — 4 — — 4 - - Y
Acido laurico 2300-2484 — — v — — Ve
Acetato de linalilo 15-4680 - - Ve — — v
Luteolina - - v - — 4 - - Y
Metionina 1370-1980 — — e - - Ve
Acido miristico 1500-1620 - - Y - - v
Naringenina - - 4 - - 4 - - Y
Acido p-hidroxibenzoico - - v - - v — — v
Acido palmitico 17200-18576 — — v — — e
Acido vanilico — — v — — 4 - - Y
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3. CIENCIOMETRIA

La vigilancia tecnolégica es un proceso sistematico, que logra analizar y
comparar la informacion, usando diferentes herramientas, entre ellas, bases de
datos, patentes y buscadores de internet, que permiten organizar la

informacion, objetivo principal de la cienciometria.

La cienciometria es una herramienta que permite situar a un pais, una
institucion, un area temética o un individuo en el contexto mundial de la
productividad cientifica. Esta herramienta analitica ayuda a determinar cuales
son las instituciones, qué estan produciendo, si son nacionales o extranjeras,
como lo estan haciendo, en qué revistas estan publicando, cuales son los
autores mas citados, qué patrones de coautoria existen, cuales son los
principales paises con los que se colabora, qué tipo de documentos se estan
publicando y cuales son las producciones totales y sus impactos, entre otros

aspectos.

3.1 ANTIOXIDANTES NATURALES Y SINTETICOS

En el presente trabajo, la metodologia de la cienciometria se aplicé al estudio
de antioxidantes naturales y sintéticos y la actividad antioxidante de los aceites
esenciales, usando la base de datos Elsevier (Scopus) [77] disponible en la

Universidad Industrial de Santander, para su uso académico.

Inicialmente, se realizé una busqueda general sobre los antioxidantes naturales
y sintéticos, con el fin de observar la tendencia de publicaciones realizadas en
los dltimos 10 afos, segun los articulos publicados en las revistas indexadas en
la base de datos Elsevier (Scopus). Los resultados se presentan en la Figura

10, donde se observa un aumento de las publicaciones sobre antioxidantes
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naturales y sintéticos entre los afios 2002 a 2010.

Figura 10. Publicaciones sobre antioxidantes, realizadas durante los afios 2002-2011.
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Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus); Consultado 6 de abril de 2011. Ecuacion de
busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH. (Natural antioxidants y Synthetic antioxidants). Nimero de
publicaiones: 9502. Periodo de observacion: 2002-2011.

Actualmente, se observa una tendencia hacia la aplicaciéon y desarrollo de
productos de origen natural y no uso de sustancias sintéticas. Los compuestos
antioxidantes incorporados en la mayoria de alimentos, cremas, jabones,
aceites para masajes, ambientadores, etc., son de origen sintético entre ellos
figuran el BHA, el BHT y la vitamina E sintética, que presentan valores de
capacidad antioxidante altos, determinada por diferentes métodos. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que, a pesar de ser excelentes
antioxidantes, estos compuestos pueden presentar efectos toxicos vy
cancerigenos, a determinadas concentraciones, y poseer caracteristicas

acumulativas debido a que algunas presentan un caracter lipofilico.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el Programa Internacional de la
Seguridad Quimica (INCHEM) [78], establece los limites maximos de
antioxidantes sintéticos permitidos para una amplia gama de alimentos sélidos

y bebidas. Los antioxidantes BHA y BHT, tienen valores ADI (Acceptable Daily
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Intake) entre 0-0.5 y 0-0.3 mg/kg de peso corporal, respectivamente. BHA y
BHT son aditivos alimenticios que se utilizan como antioxidantes en grasas o
aceites, y productos que los contienen, pueden ser usados en conjunto con
otras sustancias sintéticas como galato de propilo y tert-butil hidroquinona [79,
80].

En la busqueda de sustancias puras o mezclas complejas de origen natural,
que puedan reemplazar las sustancias sintéticas, se ha encontrado que
algunas plantas de origen mediterraneo, e.g., salvia, romero y tomillo,
biosintetizan compuestos que poseen valores de capacidad antioxidante altos.
Esto se refleja en las principales areas de su aplicaciéon, encontradas con las

dos ecuaciones de busqueda (Véase Figuras 11y 12).

Figura 11. Distribucién de los trabajos cientificos sobre antioxidantes naturales, segun el area
de conocimiento (N>488).
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Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta 6 de abril de 2011. Ecuacion de
busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (Natural antioxidants). Nimero de publicaciones: 13360.
Periodo de observacion: 2002-2011.

Las actividades de investigacion sobre antioxidantes naturales, en las areas de
ciencias del medio ambiente, quimica, farmacologia, toxicologia y farmaceutica,
reflejan potencial biol6gico y farmacoldgico alto. La distribucion de las areas de
conocimiento, consultada en la base de datos Elsevier (Scopus), se presenta
en la Figura 11, se observa que el rango de aplicabilidad de estos compuestos

y sus mezclas va desde principios activos de preparados farmacologicos y
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perfumes hasta conservantes de alimentos, entre otros. Este comportamiento
también se observa en la Figura 12, donde se muestra la distirbucion de las
areas de conocimiento, segun la ecuacion de busqueda empleada: Synthetic
antioixdants. Sin embargo, el nimero de publicaciones varia significativamente
de 13360 a 4809, al usar las palabras clave Natural antioxidants y Synthetic

antioxidants, respectivamente.

Figura 12. Distribucién de los trabajos cientificos sobre antioxidantes sintéticos, segun el area
de conocimiento (N>266).

Ingenieria

Quimica

Farmacologia, toxicologia y farmaceutica
Agriculturay ciencias biolégicas

Medicina

Bioquimica, genética y biologia molecular

0 200 400 600 800 1000 1200

N° de publicaciones

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta 6 de abril de 2011. Ecuacion de
busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (Synthetic antioxidants). Namero de publicaiones: 4809.
Periodo de observacion: 2002-2011.

Las siguientes son revistas cientificas, que mas publican sobre los estudios
relacionados con antioxidantes de origen natural o sintético: Journal of
Agricultural Food Chemistry, con 363 publicaciones relacionadas con los
antioxidantes naturales y 302 con los sintéticos, y Food Chemistry, con 103 y
99 publicaciones sobre antioxidantes naturales y sintéticos, respectivamente.
Las demas revistas encontradas, usando las dos busquedas realizadas,
presentan diferentes areas de investigacion e.g., alimentos y agricultua. Entre
ellas, que publican trabajos sobre antioxidantes naturales, figuran Food and
Chemical Toxicology (103 publicaiones), Journal of the Science of Food and

Agriculture (84 publicaciones) y Journal of Food Science (69 publicaciones).
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Figura 13. Principales revistas cientificas donde se publica la mayor cantidad de trabajos
cientificos sobre antioxidantes de origen natural y sintético (N> 26).
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Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta 6 de abril de 2011. Ecuaciones de
busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (Synthetic antioxidants) y TITLE-ABS-KEY-AUTH (Natural
antioxidants). Nimero de publicaciones: 1323. Periodo de observacién: 2002-2011.

3.2 ACEITES ESENCIALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Las Figuras 14-17 indican la relacion de los articulos registrados en la base de
datos Elsevier (Scopus) [77], sobre aceites esenciales y su actividad
antioxidante. En el afio 2010 se publicé mas sobre el tema y la revista Food
Chemistry tuvo mayor numero de publicaciones. Los autores con mayor
namero de publicaciones son Sokmen, A. de Turquia, con 24, seguido de
Polissiou, M. de Grecia, con 23. Agricultura, ciencias bioldgicas, farmacologia,
toxicologia y quimica son las areas mas desarrolladas en el estudio de la

actividad antioxidante de los aceites esenciales.
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Figura 14. Relacién entre los afios y el nimero de publicaciones sobre aceites esenciales y
actividad antioxidante.
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Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta 20 de marzo de 2011. Ecuacién

de basqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (Essential oils and Antioxidant activity). NUumero de
publicaciones: 1039. Periodo de observacién: 2002-2011.

Figura 15. Relacién entre las revistas y el nUmero de publicaciones sobre aceites esenciales
actividad antioxidante (N>32).
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Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta 30 de marzo de 2011. Ecuacién

de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (Essential oils and Antioxidant activity). Namero de
publicaciones: 289. Periodo de observacién: 2002-2011.
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Figura 16. Relacién entre los autores y el nUmero de publicaciones sobre aceites esenciales y
actividad antioxidante (N>18).
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Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta 25 de marzo de 2011. Ecuacion
de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (Essential oils and Antioxidant activity). Namero de
publicaciones: 127. Periodo de observacion: 2002-2011.

Figura 17. Relacion entre las areas de conocimiento y el nUmero de publicaciones sobre
aceites esenciales y actividad antioxidante (N>61).
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Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta 25 de marzo de 2011. Ecuacion
de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (Essential oils and Antioxidant activity). Namero de
publicaciones: 1866. Periodo de observacién: 2002-2011.

58



4. METODOLOGIA

41 REACTIVOS, SOLVENTES Y MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO

Los siguientes reactivos y patrones utilizados en el trabajo se adquirieron en
Sigma-Aldrich  (St. Louis, EE.UU.): Trolox® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico; 97%), a-tocoferol (97%), butilhidroxianisol
(BHA, 99%), butilhidroxitolueno (BHT, 99%), timol (99%), carvacrol (98%),
acido ferulico (99%), acido p-cumarico (98%), acido galico (99%), acido caféico
(98%), acido rosmarinico (97%), acido carndsico (98%), 1,8-cineol (99%), citral
(95%), y-terpineno (97%), trans-p-cariofileno (98.5%), canfeno (95%), alcanfor
(95%), borneol (97%), limoneno (96%), a-humuleno (98.0%), ABTS (sal de
diamonio del &cido 2,2"-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico; 98%),
fluorescina (FL), AAPH (2,2'-azobis(2-amidinopropano)hidrocloruro) y B-metil-
ciclodextrina (98%). El cloruro de potasio (99%), carbonato de sodio (99%),
persulfato de potasio (PDS, 97%), hidréxido de sodio (NaOH), sulfato de sodio
(NazS04), se compraron a Merck (Darmstadt, Alemania). Todos los solventes
(metanol, etanol) fueron de grado analitico de Mallinckrodt Baker Inc. (J.T.
Baker, Phillipsburg, EE.UU.), al igual que B-metil-ciclodextrina y reactivo de
Folin-Ciocalteu (2 N), KH,PO,4 (99%). Se utiliz6 agua tipo | obtenida en un
equipo Millipore (Millipore S.A., Molsheim, Francia).

4.2 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal de las especies bajo estudio salvia (Salvia officinalis),

romero (Rosmarinus officinalis), tomillo (Thymus vulgaris) y cidrén (Lippia

citriodora) sé colecté en lotes de propagacion en las veredas el Retiro, La

Granja y La Pradera (Sucre-Santander). El analisis de suelo de estas parcelas
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se llevo a cabo previamente, tanto en lotes experimentales, con diferente nivel

de fertilizacion, como en lotes con diferente densidad de siembra.

De las parcelas de propagacion, se tomaron muestras homogéneas de suelo
siguiendo un muestreo en forma de X, tomando las muestras en los extremos y
en el centro, a la misma profundidad (50 cm) y procurando que cada muestra
de suelo tuviera una cantidad similar. Todas las muestras se mezclaron para
homogeneizarlas y la muestra final de cada parcela se almaceno, etiquetd y se
llevé al Laboratorio Quimico de Suelos de la Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural de Santander (UIS, Bucaramanga), donde se realizaron los
analisis y la cuantificacion de elementos mayores y menores, se determinaron

la acidez y la textura del suelo.

A partir de las plantas cultivadas en las parcelas experimentales, se realizo la
propagacion del material vegetal mediante la reproduccién por esquejes de ca.
15 cm de longitud cada uno. Una vez cumplido el tiempo de propagacion, los
esquejes de las 4 especies aromaticas de climas templado y frio, se plantaron
en parcelas experimentales de 0.2 ha en el municipio de Sucre (Santander),
con diferentes niveles de fertilizacion (75, 150 y 200 g de mezcla
organica/planta) y densidad de siembra (31250, 38461 y 45400 planta/ha)
(Véanse, Figuras 18 y 19). Los insumos que se utilizaron para la fertilizacion,
fueron de origen organico (compostaje, lombrinaza, roca fosférica, etc.), y los
demas fertilizantes (secundarios y terciarios), se adquirieron en el comercio,

teniendo en cuenta que fueran de produccion organica y biolégica.
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Figura 18. Esquema de los niveles de fertilizacion y densidad de siembra aplicados en las
parcelas experimentales de Sucre-Santander.
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Figura 19. Parcelas exprimentales en Sucre-Santander. Foto: Archivo del Laboratorio de
Cromatografia (UIS). Lugar: Sucre-Santander. Fecha: sepriembre de 2010.

S. officinalis
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4.3 OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS
SUPERCRITICOS.

Los aceites esenciales de algunas de las plantas estudiadas se obtuvieron por
hidrodestilacién, en un equipo tipo Clevenger con reservorio de destilacion
Dean-Stark adaptado a un sistema de calentamiento por radiacion de
microondas (Véase Figura 20), usando un horno convencional Samsung,
modelo AMW 8113ST (Malasia), con potencia de salida de 1000 W vy
frecuencia de radiacion de 2.5 GHz. Al balon de destilacion (2 L) se adicion6
agua destilada (300 mL). El tiempo total de extraccion fue de 45 min, dividido
en 3 turnos (3x15 min), a intervalos entre ellos de 1 min. La potencia del horno

(720 W) se fijo en 50% de la potencia total del equipo [81].

Otros aceites esenciales se aislaron por arrastre con vapor, en un destilador
industrial con capacidad de 300 kg construido por el Centro de Investigacion de
Excelencia CENIVAM. El destilador se encuentra instalado y opera en el centro
de acopio de la Comunidad Campesina de la Vereda El Retiro de Sucre-
Santander. Fue disefiado segun lo propuesto en el macro-proyecto titulado
“Fortalecimiento y aumento de la competitividad de la cadena productiva
nacional de aceites esenciales y productos derivados” (Codigo: 2008V3781),
financiado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) (Véase,
Figura 21).
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Figura 20. Montaje para hidrodestilacion asistida por microondas.
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Foto: Archivo personal. Lugar: Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM-UIS
(Bucaramanga). Fecha: 23 de marzo de 2011.

Figura 21. Destilador industrial ubicado en el centro de acopio de Sucre-Santander.

Foto: Archivo del Laboratorio de Cromatografia (UIS). Lugar: Centro de acopio de la
Comunidad Campesina de la Vereda El Retiro de Sucre-Santander. Fecha: 2 de marzo de
20009.
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Los AE obtenidos se secaron con Na,SO4 anhidro (J.T. Baker, Phillisburg, NJ,
EE.UU.), para evitar su dafio por humedad, y se pesaron en una balanza
METTLER TOLEDO PB 1502-S (Kusnacht, Suiza). Las extracciones se
realizaron por triplicado, los pesos de los AE se promediaron y los rendimientos
de aceites se calcularon con base en el peso de material vegetal seco (MV)
inicial, colectado en las diferentes parcelas de las 4 especies bajo estudio.

Los extractos SFE se obtuvieron a partir del material vegetal, y sometido
previamente a secado a temperatura ambiente, por varios dias. El equipo para
obtencion de los extractos fue un Thar SFE-2000-2-FMC50 (Thar Instruments,
Inc, Pittsburg, PA, EE.UU.), equipado con un portamuestra en acero inoxidable
con capacidad para 2 x 10° m?; un sistema de separacion y coleccién de los
extractos tipo ciclén, con capacidad para 5 x 10 m?; regulador automatico de
presion; bombas de alta presiéon P-200A (Thar Instruments, Inc, Pittsburg, PA,
EE.UU.), para el CO, y P-50 (Thar Instruments, Inc, Pittsburg, PA, EE.UU.),
para el modificador; y un medidor de flujo Sitrans F C Massflo tipo MASS 6000

(Siemens AG, Berlin, Alemania) (Véase Figura 22).

En la Tabla 6, se presentan las condiciones de extraccion con CO; supercritico
utilizadas para las especies S. officinalis y T. vulgaris. Los extractos obtenidos
en cada experimento, se almacenaron en ausencia de luz (tapados y en

frascos ambar), a una temperatura de -16°C.

Tabla 6. Condiciones experimentales para obtener extractos SFE de S. officinalis y T. vulgaris.

Dominio
Pardmetros
— +

Presion 30 MPa 50 MPa
Temperatura 313 K 353 K
Flujo 20 g/min 60 g/min
Tiempo dinamico 30 min 120 min
Tiempo estatico 0 min 20 min
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Figura 22. Equipo Thar SFE-2000-2-FMC50, que se empled en el proyecto para obtener los
extractos de las plantas bajo estudio.
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Foto: Archivo personal. Lugar: Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM-UIS
(Bucaramanga). Fecha: 23 de marzo de 2011.

4.4 PREPARACION DE LA MUESTRA

Los AE deshidratados con Na,SO, y almacenados a -16°C y en ausencia de
luz. Luego se pesaron en una balanza Metler Toledo AL204 (Kisnacht, Suiza)
y, luego, se disolvieron directamente en diferentes disolventes, i.e., etanol,
metanol y diclorometano, dependiendo del método de analisis instrumental
(GC-MS, GC-FID y los métodos Folin-Ciocalteu, TEAC y ORAC).

Los extractos SFE se pesaron en una balanza Metler Toledo AL204 (Klsnacht,
Suiza). Se adicion6 luego etanol o metanol (dependiendo del método de
analisis, GC-MS, GC-FID, HPLC-DAD y los métodos Folin-Ciocalteu, TEAC y
ORAC) y la mezcla se sometio a sonicacion (frecuencia de 35 kHz) durante 30
min en un equipo Elmasonic E30 H (Singen, Alemania). Seguidamente se
sometid a agitacion orbital (2500 rpm) durante 1 min en un MS2 Minishker, IKA
(Wilmington, NC, EE.UU.), vy, finalmente, se centrifugd (3600 rpm) durante 15
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min, en una centrifuga Clay Adams Compact Il (Sparks, MD, EE.UU.). Del
liguido sobrenadante se tomaron alicuotas para los respectivos andlisis. En los
precipitados de dos extractos de las especies bajo estudio se determiné el

contenido de acidos grasos (FA).

4.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTI-RADICALARIA

La determinacion de la capacidad anti-radicalaria de compuestos fendlicos de
alta pureza, AE y extractos obtenidos por SFE se efectu6 en un lector de
microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ Il Microplate Multimode Reader
(Sunnyvale, CA, EE.UU.), con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos y
equipado con mdédulos de absorbancia (UV-Vis) y fluorescencia (Véase Figura
23). Las mediciones se realizaron siguiendo dos metodologias, i.e., medicidon
de la capacidad de absorcién del oxigeno radical (ORAC) y la capacidad
antioxidante total equivalente al Trolox® (TEAC). Todas las mediciones se
hicieron por triplicado y los resultados se expresaron como la media =

desviacion estandar.

Las sustancias de referencia, a saber: acidos caféico, p-cumarico, rosmarinico,
ursélico, carndsico, ferulico y galico, quercetina, BHA, BHT, vitamina E, p-
cimeno, y-terpineno, timol, carvacrol, trans-B-cariofileno, canfeno, 1,8-cineol,
alcanfor, borneol, a-humuleno, limoneno, citral, resactivos NaOH y ABTS, AE
de salvia, romero, tomillo y cidron, y extractos obtenidos por SFE de salvia y
tomillo, se pesaron en una balanza METTLER TOLEDO AL204 (Kusnacht,
Suiza). El llenado de las microplacas se realizé6 con una Transferpette® -8/-12
Electronic (Brand, Alemania). Antes de las mediciones, las soluciones de los
reactivos NaOH, AAPH, ABTS, PDS, entre otros, y las muestras (AE y

extractos SFE) se almacenaron en la nevera, a 4°C, en ausencia de luz.
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Figura 23. Lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ Il Microplate Multimode
Reader (Sunnyvale, CA, EE.UU.), con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos y equipado

con mddulos de absorbancia (UV-Vis) y fluorescencia.

Foto: Archivo personal. Lugar: Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM-UIS

(Bucaramanga). Fecha: 23 de marzo de 2011.

Para todos los métodos implementados, se determinaron las figuras analiticas

de mérito, tales como linealidad, sensibilidad, limites de deteccion y

cuantificacion y precision (repetibilidad y reproducibilidad).

ORAC. Para la determinacion de las condiciones de analisis como
tiempo y concentracibn de la muestras, se realizaron pruebas
experimentales que permitieran establecer el tiempo, con el cual se
obtuvo el 5% del valor de fluorescencia inicial, y los rangos de
concentraciones, que dieran una respuesta del detector lineal. Con base
en los resultados obtenidos, se establecieron las condicones de andlisis.
Las mediciones se realizaron en el lector de microplacas empleando el
mddulo de fluorescencia con filtros que manejan longitudes de onda de
490 nm de excitacion y 510-570 nm de emision [8282]. Para este
propésito, se uso fluorescina (FL) como indicador molecular y blanco de
ataque de los radicales peroxilo generados por AAPH [83]. La capacidad
anti-radicalaria de las muestras fue medida con base en la disminucion

de la fluorescencia.
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Una vez finalizada cada medicion, los datos de fluorescencia, en funcion
del tiempo, se normalizaron con respecto al blanco de reaccién,

multiplicando por el siguiente factor [8484]:

Fluorescencia inicial gjanco/ Fluorescencia inicial myestra

Al normalizar los datos, se calculd el valor de AUC, aplicando la
siguiente ecuacion:
AUC =1 + IFi/F
Donde:
Fi: Fluorescencia en el tiempo i
Fo: Fluorescencia inicial (O min)
El valor neto de AUC se obtuvo restando el AUC del blanco de reaccion

al AUC de cada una de las muestras analizadas, asi:

AUC neta = AUC Muestra — AUC Blanco

Trolox® se usé como estandar de control en las mediciones. Los valores
netos de AUC calculados se extrapolaron en la curva de calibracion
realizada con este estandar, para expresar los resultados en pmol

Trolox®/g de muestra.

TEAC o ensayo de decoloracién del cation-radical ABTS™. La
determinacién de la capacidad antioxidante (AH) de los AE y extractos
SFE, de las sustancias control (BHA, BHT, Vitamina E) y patrones de
fenoles se realizé con base en el procedimiento reportado por Re y
colaboradores [31] en 1999, se empled espectroscopia VIS a 750 nm, en
un lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ Il Microplate
Multimode Reader, con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos. Se
prepar6 una solucion de cation-radical ABTS™, mezclando una solucién

de ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2.45 mM); la mezcla se
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homogeneiz6 en ultrasonido por 30 min y se dejo reaccionar 24 h a 4°C,
en ausencia de luz. A partir de esta solucion, diariamente, se preparaban

soluciones de trabajo de absorbancia 0.710 + 0.003.

Las muestras de AE y extractos, obtenidos por SFE, se diluian con
etanol hasta que su adicion a un volumen de la solucion de ABTS™
(Absorbancia: 0.71 + 0.03), resultara en una inhibicion entre el 10 y 80%
del blanco de la absorbancia. Para las sustancias control y los patrones
de fenoles evaluados se prepararon soluciones stock de 1 mM, las
cuales tambien se diluyeron hasta que se produjeran inhibiciones entre
el 10 y 80%.

La respuesta-concentracion de las sustancias, AE y extractos obtenidos
por SFE, como porcentaje de la absorbancia del cation-radical ABTS™
sin inhibir (blanco de reaccién), se calculé de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

Inhibicion de Ay 750 (%) = (1-A¢ / Ag) x 100

Donde:

As. Es la absorbancia medida 30 min después de la adicién del posible
antioxidante.

Ao: Es la absorbancia del blanco de reaccion (cation-radical sin inhibir).
La capacidad antioxidante se determind mediante la disminucién en la
coloracién azul-verdosa del cation-radical ABTS™, que, al reaccionar con
el posible antioxiante (AH), produce el ABTS neutro, que es incoloro, asi:

ABTS™ + AH ABTS + A"+ H"

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se establecieron los
valores de capacidad antioxidante equivalente al Trolox® (TEAC — pymol

Trolox®/mmol antioxidante evaluado), para las sustancias de referencia,
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y capacidad antioxidante total (TAC — pymol de Trolox® / g de muestra),
para los AE y extractos SFE.

4.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES POR EL METODO
DE FOLIN-CIOCALTEU

La determinacion del contenido total de fenoles se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por Magalhaes y colaboradores [jError! No se
ncuentra el origen de la referencia.], aplicando algunas modificaciones. En la
microplaca se adicion6 la muestra a evaluar, el reactivo de Folin-Ciocalteu
(FCR) y hidréxido de sodio (NaOH) como base y se procedid6 a medir la

absorbancia de la mezcla a 750 nm en el lector de microplacas.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Para la cuantificion de los
fenoles totales se empled acido galico como estandar y se construyeron curvas
de calibracién tanto del posible antioxidante como del estandar. Los resultados
se expresaron como “Sensibilidad” (%) (Relacion entre las pendientes de las
graficas de absorbancia versus concentracion del antioxidante evaluado y el
acido galico), para las sustancias de referencia, y como mg de acido galico / kg
de sustancia evaluada para los AE y extractos SFE. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

4.7 ANALISIS CROMATOGRAFICO

4.7.1 Analisis por GC-MS. La separacion e identificacion de los metabolitos
secundarios de los AE y extractos SFE se realizo en un equipo GC Agilent
Technologies 6890 Series (Véase Figura 24) (Agilent, Palo Alto, California,
EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD
5973. La separacion de los compuestos se llevdé a cabo en dos columnas

capilares, una con la fase estacionaria (f.e.) apolar de 5%-fenil-
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poli(metilsiloxano) (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x
0.25 mm, D.Il. x 0.25 um, ds, y la otra, con f.e. polar de poli(etilenglicol) (DB-
WAX, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), de 60 m x 0.25 mm, D.l. x 0.25
Mm, di. Se empled helio (99.995%, gas AP, Linde, Colombia) como gas de
arrastre en el analisis cromatografico, con una presion de entrada en la cabeza
de la columna de 16.47 psi, y una velocidad volumétrica de flujo de 1 mL/min.
La temperatura del inyector fue de 250°C, modo de inyeccion split (30:1) y un
volumen de inyeccion de 2 L. La temperatura del horno durante la corrida
cromatografica se programé de 45 a 150°C, a una velocidad de 4°C/min, luego,
de calentdé hasta 250°C a 5°C/min, donde se mantuvo 5 min; finalmente, la
temperatura se subi6 hasta 275°C, a una velocidad de 10°C/min. La velocidad
lineal media del gas fue de 26 cm/s. La temperatura de la fuente de ionizacion
(MS sourse) se mantuvo a 230°C, mientras que la del cuadrupolo (MS
cuadrupole), a 150°C. Los iones-fragmento en los espectros de masas se
obtuvieron por impacto con electrones de energia (EI) de 70 eV, en un rango
de masas entre 45 y 450 uma, con una velocidad de barrido de radiofrecuencia
de 3.58 scan/s.

La identificacion de los componentes presentes en los AE se realizé en un GC
Agilent Technologies 6890N Network GC System (Véase Figura 25) (Agilent,
Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas
Agilent Technologies MSD 5975. La separacion de los componentes de los AE
y extractos se llevd cabo en una columna de silice fundida DB-WAX (J & W
Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), con fase estacionaria entrecruzada e
inmovilizada de poli(etilenglicol) de 60 m x 0.25 mm, D.l. x 0.25 ym, d;, usando

las mismas condiciones operacionales mencionadas anteriormente.
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Figura 24. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Series GC System, acoplado a
un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5973 Network, equipado con un puerto de
inyeccion split/splitless y un inyector automatico Agilent 7863 Series.

m o v o ¥ ’ ~ PR

Foto: Archivo personal. Lugar: Centro de Cromatografia y Espectrometria de Masas (UIS-
Bucaramanga). Fecha: 23 de marzo de 2011.

Para la identificacion de los compuestos, se emplearon los indices de retencion
lineales, que se calcularon teniendo en cuenta los tiempos de retencién de
patrones de n-parafinas C0-Cys, analizados bajo las mismas condiciones
operacionales que las muestras, segun la ecuacién que aparece a continuaciéon
[8585]:

I, =100xn +1oo[tRx_tR“}

RN _tRn

Donde:
l: Indice de retencion lineal del compuesto de interés;
n y N: Niamero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes y después
del compuesto de interés;
trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés;
trn Y trn: Tiempos de retencién de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto X.
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Figura 25. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N Series GC System, acoplado a
un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975 Network, equipado con un puerto de
inyeccion split/splitless y un inyector automatico Agilent 7863B Series.

Foto: Archivo personal. Lugar: Centro de Cromatografia y Espectrometria de Masas (UIS-
Bucaramanga). Fecha: 23 de marzo de 2011.

También se compararon los espectros de masas experimentales con los de las
bases de datos disponibles (Adams, NIST y Wiley), empleando los software
MSChemSatation de Agilent Technologies G1701DA.

4.7.2 Andlisis por GC-FID. La cuantificacion de los compuestos presentes en
los AE se llevo a cabo por el método de calibracién externa. Se realizaron
curvas de calibracion con material de referencia certificado de los componentes
mayoritarios de los AE en un cromatografo de gases Agilent Technologies
6890N (Agilent, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector de
ionizacion en llama (FID) (Véase Figura 26). La separacion de los compuestos
se efectué en una columna capilar con f.e. apolar 5%-fenil-poli(metilsiloxano)
(DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm, D.l. x
0.25 um, d;. Se empled helio (99.995%, gas AP, Linde, Colombia) como gas de
arrastre en el andlisis cromatografico, con una presion de entrada en la cabeza

de la columna de 16.47 psi, y una velocidad volumétrica de flujo de 1 mL/min.

La temperatura del inyector fue de 250°C, modo de inyeccion split (30:1) y un

volumen de inyeccion de 1 uL. La temperatura del horno del cromatografico
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durante la corrida se cambi6 de 45 a 275°C, siguiendo la misma programacion
usada para el andlisis por GC-MS. La temperatura del detector fue de 280°C.
Los flujos de gases fueron mantenidos asi: aire, 300 ml/min (99.005%, zero AP,
Linde, Colombia), de hidrogeno, 30 ml/min (99.995%, gas AP, Linde, Colombia)
y de nitrégeno, 30 ml/min (99.995%, gas AP, Linde, Colombia).

Figura 26. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N Plus Series GC System,
acoplado a un detector de ionizacion en llama (FID), equipado con un puerto de inyeccion
split/splitless y un inyector automatico Agilent 7683B Series.

Foto: Archivo personal. Lugar: Centro de Cromatografia y Espectrometria de Masas (UIS-
Bucaramanga). Fecha: 23 de marzo de 2011.

4.7.3 Analisis por HPLC-DAD. El analisis cromatografico se realizd6 en un
cromatografo Agilent Technologies 1200, equipado con una bomba cuaternaria
Agilent Technologies G1354A, un unyector manual Agilent Technologies Series
1200 G1328B y un detector UV-Vis de arreglo de diodos G1315B, y una
columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5 ym) (Véase,
Figura 27). El procesamiento de los datos se realiz6 a través del software
Agilent Techonologies Chemstation B.01.03 SR1.

La identificacion de algunos antioxidantes en los extractos obtenidos se llevo a
cabo comparando sus tiempos de retencién (tg) y los espectros UV-Vis, con los
de sustancias de referencia certificadas, e.g., acidos carnésico y ursdélico. La

cuantificacion se realizd por el método del estdndar externo, por medio de
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curvas de calibracion (Areas Vs. Concentracion). Con base en la curva, se
calcularon las concentraciones de los metabolitos secundarios en el extracto,

obtenido por SFE, de las especies bajo estudio.

Figura 27. Cromatografo liquido de alta eficiencia Agilent 1200 Series.

Foto: Archivo personal. Lugar: Centro de Cromatografia y Espectrometria de Masas (UIS-
Bucaramanga). Fecha: 23 de marzo de 2011.

4.7.4 Analisis de &cidos grasos (FAME). El andlisis de los acidos grasos
(FA) de los precipitados obtenidos después de la preparacién de los extractos
SFE (Véase Numeral 5.3.2.), se llevd a cabo mediante la obtencion de sus
ésteres metilicos, segun la Norma ISO 5509 (“Animal and Vegetable Fats and

Oils — Preparation of Methyl Esters of Fatty Acids”), de la siguiente manera:

» Aproximadamente 100 mg del precipitado, obtenido después de la
centrifugacion, se colocaron en un tubo de ensayo con tapa rosca (16 = 150
mm); seguidamente, se adicionaron 5 mL del complejo de trifluoro de boro
al 14% en metanol. La mezcla, con agitacién, se sumergié en un bafio de
aceite a 85-90 °C durante 45 min, tiempo, que fue establecido previamente
en el Laboratorio de Cromatografia. Posteriormente, la muestra se retir6 del

bafio de aceite y se dejé reposar durante 5 min. Finalmente, se realiz6 la
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extraccion de los FA con 3 x 1 mL de n-hexano. Del extracto organico se
tomaron 0.5 mL, se adicionaron 0.5 uL de n-tetradecano, la mezcla se aforé
a 1 mL con el mismo solvente y 2 pL de la solucion se inyectaron al

cromatografo de gases, para su respectivo analisis.

La identificacién de los FA en las muestras se realiz6 por comparacion de
los tr de sus ésteres metilicos, con los de una mezcla certificada de FAME
GLC10, GLC50, GLC70, GLC80 y GLC100, adquirida de Matreya, Inc.
(Pennsylvania, EE.UU.). Los patrones se analizaron bajo las mismas
condiciones cromatograficas que las muestras. La identificacion de los FA

se confirmd con base en sus espectros de masas.

La cuantificacién relativa (%) promedio de los FA, en forma de su FAME, se
realiz6 empleando el método de normalizacion interna, segun la norma ISO
5508 (“Animal and Vegetable Fats and Oil — Analysis by GC of Methyl
Esters of Fatty Acids”), mediante la determinacién del porcentaje que
representa el area de su pico cromatografico en relacion con la suma de

todos los picos.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO FOLIN-CIOCALTEU
PARA EL ANALISIS DEL CONTENIDO DE FENOLES

El reactivo de Folin-Ciocalteu (RFC) contiene complejos de
acidosfosfomolibdico/fosfotingstico que reaccionan en medio basico, formando
complejos azules que pueden ser detectados espectrofotométricamente a
longitudes de onda entre 750 y 765 nm [87]. Generalmente, se emplea acido
galico como compuesto estandar y los resultados se expresan en mg/L del
acido. Sin embargo, el reactivo de Folin-Ciocalteu no es especifico para
compuestos fendlicos, por lo que también puede reducir otra clase de
compuestos, por ejemplo, aminas aromaticas, acido ascorbico, Cu(l), Fe(ll),

entre otros [87].

Se han encontrado excelentes correlaciones entre los resultados obtenidos con
el método Folin-Ciocalteu (FC) y algunos ensayos antioxidantes de
transferencia de electrones, e.g., TEAC y DPPH [88]. Magalhaes vy
colaboradores [89] realizaron un estudio comparativo entre los resultados
obtenidos con el ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™ y el método
de Folin-Ciocalteu de 72 bebidas como vino tinto, jugos, infusiones de plantas
aromaticas y cervezas, y encontraron coeficientes de correlacion mayores de
0.918. Algunos autores han determinado que aquellos compuestos
antioxidantes, que no reaccionen mediante un mecanismo de transferencia de
electrones, e.g., B-caroteno, acidos cinamico y citrico, tampoco reaccionan con
RFC [90].

Prior y colaboradores [19] encontraron un factor de correlacion de 0.82 entre

los resultados de contenido de fenoles, medidos por el método FC, y la
capacidad antioxidante evaluada por el método ORAC, de bebidas y algunas
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especies vegetales, a pesar de las diferencias en el mecanismo de reaccion.

El ensayo de FC es relativamente simple, reproducible, puede ser
estandarizado y la absorcidon del producto de reaccion ocurre a altas longitudes
de onda (750-765 nm), lo cual minimiza las interferencias de la matriz [87]. Sin
embargo, el tiempo de analisis largo (2 h) es una desventaja, porque dificultala
implementacion del método como analisis de rutina en el laboratorio. Ademas,
pueden ocurrir reacciones secundarias de polimerizacidén, con regeneracion de

los fenoles, ya oxidados, lo que causa error en la medicion.

La oxidacion de los compuestos fendlicos, cuando se emplea RFC, aumenta
con la alcalinidad del medio y cuando los grupos hidroxilo de la molécula no se
encuentran protonados [85]. Durante la reaccion de oxidacion, el ion fenolato
puede ser regenerado por polimerizacion de los fenoles, ya oxidados, por lo
que la reaccion puede repetirse y el fenol regenerado suele ser oxidado mas
facilmente que el inicial. Por esta razon, la reaccion debe ocurrir a pH basico y

debe alcanzar el punto final de medida lo mas rapido posible [85].

En el método “clasico” se utiliza como base carbonato de sodio (pH=11) y el
tiempo final de reaccién llega a 2 horas. Durante este tiempo, se puede
promover la regeneracion del ion fenolato, que causa una mayor coloracion
(azul) del medio. Ademas, cuando se usa carbonato de sodio (Na,COs3), se
producen burbujas de CO,, que generan interferencias y errores en las
mediciones. Con el fin de lograr una rapida reduccién de RFC, varios autores
[iError! No se encuentra el origen de la referencia.] desarrollaron un método

apido, modificando la concentracion de RFC y el tipo de base (NaOH (pH=14)).

En el presente trabajo, se realizaron algunas pruebas preliminares modificando
el tipo de base, con el fin de comprobar, que con el uso de NaOH, es posible
disminuir el tiempo de reaccién sin que la respuesta varie significativamente.
Los valores de absorbancia obtenidos para el acido galico, a una concentracion
de 55 mg/L, fueron monitoreados a 750 nm durante 120 y 30 min, con el

método “clasico” y el rapido, respectivamente. En la Figura 28, se observa que
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con carbonato de sodio (A), la sensibilidad (%) incrementa a lo largo del tiempo
de reaccion hasta alcanzar un valor maximo entre los 100 y 120 min. Con
hidroxido de sodio (B), la mayor sensibilidad se obtuvo a los 4 min, mientras

que a los 30 min fue del 97%.

Figura 28. Sensibilidad relativa (%) de la curva del acido galico (n=24) en medios de reaccion
con diferentes bases: A. Carbonato de sodio (Na,COs3) (3% (W/V)); B. Hidréxido de sodio
(NaOH) (0.175 M). La sensibilidad relativa (%) se estim6 por la relacion entre el valor de

absorbancia en funcion del tiempo y el valor obtenido a los 120 min (Experimento A) y 4 min
(Experimento B).
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Adicionalmente, el contenido de fenoles de una solucion del &cido ferulico (58
mg/L), se midié por ambos procedimientos. En los dos medios de reaccién se
encontraron pérfiles similares a los del acido galico en los dos medios de
reaccion. En la Figura 29, se presentan los resultados alcanzados con el uso
de soluciones béasicas de carbonato de sodio (A) e hidroxido de sodio (B). Se
comprobd, que con carbonato de sodio (A), la sensibilidad (%) aumentd hasta
alcanzar un equilibrio, entre los 100 y 120 min, y con hidréxido de sodio (B), a
los 4 min de reaccion, se logro la maxima de sensibilidad (%), que decae con el
tiempo.
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Figura 29. Sensibilidad relativa (%) de la curva del acido feullico (n=24) en medios de reaccion
con diferentes bases: A. Carbonato de sodio (Na,COs3) (3% (W/V)); B. Hidréxido de sodio
(NaOH) (0.175 M). La sensibilidad relativa (%) se estimé por la relacién entre el valor de

absorbancia en funcion del tiempo y el valor obtenido a los 120 min (Experimento A) y 4 min
(Experimento B).
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Para fines comparativos se analizé el contenido de fenoles de los compuestos
Trolox® y &cido ferdlico, su valor se presenta en la Tabla 7. Los resultados se
expresan como la relacion (%) + la desviacion estandar, entre las pendientes de
las curvas de calibracion de cada compuesto y la del acido gélico (para todas
las curvas de calibracion el valor R? fue mayor de 0.993, n=32). Se puede
observar, que no existen diferencias, estadisticamente significativas, entre los
valores obtenidos por los métodos “clasico” y el rapido, para los dos
compuestos evaluados. Ademas, los resultados concuerdan con lo reportado
por Magalhaes y colaboradores [90]. Sin embargo, para el Trolox® los valores
obtenidos por los métodos “clasico” y el rapido difieren de los encontrados por
Stratil y sus colaboradores [91]. Las diferencias en el contenido de fenoles de
las sustancias reportadas en la Tabla 7 no resultaron estadisticamente

significativas, por lo cual, se decidi6 validar el método rapido.
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Tabla 7. Comparacion del contenido total de fenoles del Trolox® y el &cido ferlico, medidos por
los métodos “clasico” y el rapido, con los reportados en la literatura (Relacion (%) = S) [90, 91].

Compuesto
fendlico Clésico Rapido [90] [91]
Trolox® 38.9:03 39:x1 40:1 33
Acido ferulico 82=:1 83:1 82:+3 82

Para la validacion del método, se determinaron las siguientes figuras analiticas
de mérito, a saber: linealidad y sensibilidad, limites de deteccion (LOD) y de
cuantificacion (LOQ) y la precision expresada como repetibilidad y

reproducibilidad, ello, segun lo recomendado por la AOAC Internacional [92].

5.2 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO DEL METODO
FOLIN-CIOCALTEU

El método se valido empleando los é&cidos galico, caféico y ferulico como

compuestos de referencia.

5.2.1 Evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método. Para
evaluar la linelidad y sensibilidad, se realizaron curvas de calibracién para el
acido galico. La linealidad se determind evaluando el rango de concentraciones
en que la respuesta del detector fue lineal. La sensibilidad se hall6 como la
constante de proporcionalidad entre la sefial y la concentracion. En el rango de
concentraciones evaluado (5-70 mg/L), se observo linealidad alta (coeficiente
de determinacion R?=0.994-0.999) (Véase Tabla 8). Las pendientes de la curva
de calibracion (a=0.013-0.014) muestran una sensibilidad del método alta v,
sus desviaciones estandar (<S,>=0.004), la precision alta de las curvas de
calibracion. Por consiguiente, se puede inferir que el método fue perfectamente

aplicable dentro del rango de concentraciones evaluadas.

La sensibilidad se reportd como el coeficiente angular o la pendiente de la

curva de calibracion a un limite de confianza del 95%, de acuerdo con la
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expresion a = tS, (t de Student para un nivel del 95%), por lo que la sensibilidad

promedio para este método fue 0.014 = 8.8x10~.

Tabla 8. Linealidad y sensibilidad del método, medida para el &cido gélico (AG).

PENDIENTE INTERCEPTO

2

CORRIDA R @) o) Sa
1 0.999 0.014 0.055 0.005
2 0.999 0.013 0.083 0.004
3 0.998 0.013 0.081 0.004
4 0.997 0.014 0.066 0.004
5 0.994 0.013 0.109 0.004
6 0.999 0.014 0.076 0.004

Promedio  0.998 0.014 0.078 0.004

Ecuacion: Y (mg/L) = aX(Abs) +b

5.2.2 Determinacién de los limites de deteccién (LOD) y de cuantificacion
(LOQ). Los limites de deteccion y cuantificacion se calcularon a partir de la
curva de calibracién (5-70 mg/L del acido gélico, n=72), como la concentracién
de analito que proporcion6 una relacion de 3Syx, para el LOD, y de 10Syx,
para el LOQ. Los valores de LOD y LOQ fueron 1.94 + 0.02 mg/L y 4.83 + 0.07

mg/L, respectivamente.

5.2.3 Evaluacion de la precision. La precision, segun la norma ISO 3534, es
el grado de concordancia de los ensayos independientes obtenidos bajo unas
condiciones estipuladas. Estas condiciones dependen de los factores que se
varien en cada uno de los ensayos. Entre los factores que se pueden variar se
encuentran el laboratorio (temperatura, humedad, luminosidad, corriente
eléctrica), el analista, el equipo, los reactivos y el dia en que se hace el ensayo.
Dependiendo de los factores, que se modifiqguen, se pueden obtener dos tipos
de precision: la repetibilidad y la reproducibilidad [92]. La repetibilidad
proporciona la menor variabilidad que puede haber en los resultados, ya que
estos se obtienen en intervalos cortos de tiempo sin variar ningan factor (el
mismo analista, el mismo equipo, el mismo dia, el mismo lote de reactivos,

etc.). Por otro lado, la reproducibilidad proporciona la mayor variabilidad de los
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resultados, ya que se obtiene cuando se varia uno o todos los posibles
factores, que puedan afectar el resultado final [92].

La repetibilidad se calculd mediante la medicidbn de una solucion del &cido
gélico (45 mg/L), por triplicado, durante 5 dias. En la Tabla 9, se observa que
entre las mediciones diarias (n=24), los valores de absorbancia no presentaron
una desviacion considerable, por lo que se puede concluir, que el método
implementado fue preciso. Los coeficientes de variacion (CV,%) de las
mediciones realizadas durante el mismo dia estuvieron entre 0.86 y 1.13%, lo
que indica que el método si fue repetible. El valor de absorbancia promedio

entre dias fue de 0.724+0.002, con un coeficiente de variacion de 0.330%.

Tabla 9. Repetibilidad del valor de absorbancia de soluciones del acido galico (45 mg/L),
analizadas por espectrofotometria UV-VIS.

Absorbancia (n=24)

Pardmetro
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Entre dias
<X> 0.766 0.73 0.70 0.72 0.71 0.724
S 0.002 0.01 0.01 0.01 0.01 0.002
CV, % 0.235 0.94 0.77 1.13 0.86 0.330

Para determinar la reproducibilidad del método implementado, se midio el
contenido de fenoles del &cido ferulico, por triplicado, modificando las
siguientes variables: el analista y el dia de analisis. Los resultados obtenidos se
presentan en la Tabla 10, donde se observan coeficientes de variacion de 0.4-
1%, aceptables por las Buenas Préacticas de Laboratorio (GLP) y, por
consiguiente, el método si fue reproducible. Los resultados obtenidos confirman
que, independientemente del analista y el dia, las mediciones realizadas

presentaron coeficientes de variacion muy bajos (0.4-1%).
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Tabla 10. Reproducibilidad del valor de contenido total de fenoles para el acido ferulico (AF),
expresada como la relacion (%) entre las pendientes de las curvas de calibracion.

Analista AF1 AF2 AF3 <X>n=3 S CV, %
A-dial 81 82 83 82 1 1
B -dia 2 82.8 82.6 83.3 82.9 0.4 0.4

5.3 DESARROLLO Y VALIDACION DEL ENSAYO DE DECOLORACION
DEL CATION-RADICAL ABTS" PARA LA DETERMINACION DE LA
CAPACIDAD ANTI-RADICALARIA

El ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™ fue desarrollado en 1993
por Miller y colaboradores [42] y, posteriormente, se modificé por Re y
colaboradores [31]. Este ensayo colorimétrico de screening se basa en la
inhibicién de la absorbancia exhibida por el catién-radical ABTS™ en presencia
de compuestos antioxidantes; mide la habilidad de un compuesto para reducir
el ABTS™ en medio acuoso y la compara con la de la sustancia de referencia,

Trolox®.

La metodologia implementada se basé en el ensayo convencional de
decoloracién de los radicales ABTS™ preformados por oxidacion de ABTS con
persulfato de potasio (PDS) [31], y se desarroll6 en un lector de microplacas de
96 pozos (Turner Biosystems Inc., Modulus™ Il Microplate Multimode Reader,
California, EE.UU.). La solucién stock del radical se prepar6 mezclando ABTS
(7 mM) con PDS (2.45 mM), que se dejé reaccionar durante 24 h a 4°C, en
ausencia de luz; a partir de esta solucion, se prepar6 otra, de trabajo, que se
ajusto a una absorbancia de 0.710 = 0.003. En este ensayo, el antioxidante se
adicion6 a una solucion pre-formada del cation-radical ABTS™. El catién-radical
residual se cuantificé espectrofotométricamente en un periodo de tiempo dado,
siendo la disminucion en la concentracion, producida por la oxidacion del
antioxidante a una concentracion dada, una funcion del tiempo. La decoloracion

del cation-radical ABTS™ se calculé con respecto a la reactividad del Trolox®, lo
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que permiti6 obtener el valor TEAC (Capacidad antioxidante equivalente al
Trolox®) [31].

Originalmente, se han usado metmioglobina y peroxido de hidrégeno (H,05)
para generar ferrilmioglobina, que reaccionaba con el ABTS formando el cation-
radical ABTS™ [42]. De esta manera, la muestra se afiadia antes de la
formacion del radical, lo cual fue bastante criticado porque conducia a la
sobreestimacion de la capacidad antioxidante [19]. Actualmente, la muestra se
adiciona la cation-radical pre-formado con el fin de minimizar interferencias.
Varios investigadores han realizado otras modificaciones en funcion de la
generacion del cation-radical, las longitudes de onda usadas para monitorear la
reaccion y los métodos de cuantificacion, lo que ha dado lugar a varias

metodologias.

Cano y colaboradores [93] mostraron que la reaccion entre el ABTS™ y el
antioxidante puede ser estudiada en un amplio rango de pH, pero el
mecanismo de reaccion puede cambiar. Por ejemplo, la transferencia de un
electron se facilita a pH méas bajos, segun lo reportado por Lemanska, y sus
colaboradores [94]. Graficamente, la disminucién en la absorbancia con
respecto a la concentracion del antioxidante, genera una correlacion lineal que
permite suponer que esta disminucion refleja Unicamente la reaccién entre el
cation-radical ABTS™ y el antioxidante. Estas variaciones han sido adaptadas
para medir selectivamente antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos empleando
diferentes medios de reaccion, entre ellos solucion buffer y solventes organicos
[19].

Los valores de TEAC reportados en la literatura son variables debido a que
dependen, en gran medida, de las condiciones de analisis [95]. La razén mas
importante para esta variacion se debe a que la reaccion de un antioxidante
con el ABTS™ es incompleta, lo cual conduce a la subestimacion del valor de
TEAC para estos compuestos, ya que se observan diferencias en los valores

reportados. Por ejemplo, los valores TEAC de antioxidantes como BHT, BHA y
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los acidos caféico, ferdlico, ascorbico y gélico, varian en intervalos, asi se

modifique o no el medio de reaccion (Véase Tabla 11).

Como se puede observar en la Tabla 11, las variaciones en los datos no
pueden atribuirse al método, puesto que, realizando el mismo procedimiento
para algunos compuestos antioxidantes, el valor de TEAC varia. Esto
demuestra, que es necesario ajustar el método para tener en cuenta todos los
productos de la reaccion, por ejemplo, acoplando el sistema con cromatografia
liguida de alta eficiencia [96]. Por estas variaciones, el ensayo ABTS™ se
considera un método de screening (tamizaje), para estimar la reactividad hacia
los radicales de compuestos con propiedades antioxidantes en forma pura o en

mezcla.

Tabla 11. Valores de TEAC expresados como equivalentes Trolox® de antioxidantes, obténidos
en diferentes medios de reaccion [31, 97-106].

ANTIOXIDANTE MEDIO VALOR TEAC
Buffer acetato 0.1-0.4
BHT Etanol 2.93-3.35
BHA Buffer acetato 1.0-1.5

Buffer fosfato 5.73
Buffer acetato 1.0-1.6
Buffer fosfato 1.76
Acido caféico Buffer acetato  1.5-2.3
Buffer glicina 1.01
Buffer fosfato 2.6-4.2
Acido galico Buffer acetato  3.4-4.2
Buffer glicina 1.98
Buffer fosfato 1.0-1.56
Buffer acetato 1.0-1.5
Buffer glicina 0.23
Etanol 3.51

Acido ascorbico

Acido ferulico

En el presente trabajo, se implementd el ensayo ABTS™ siguiendo la
metodologia reportada por Rice-Evans y colaboradores [107], pero se
realizaron algunas modificaciones. La solucion de trabajo de ABTS™ (A7 0.71)

a pH 4.5 fue estable durante 2 h, presenté una disminucién en el valor de
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absorbancia de solo 0.05%. Los resultados obtenidos coinciden con lo
reportado por Cano y colaboradores [93], quienes demostraron que el ABTS™

es estable en un rango de pH 3.0 a 6.5.

Usando condiciones establecidas para generaran un cation-radical estable y
alcanzar el equilibrio de reaccion, tanto con las mezclas de antioxidantes como
con las sustancias puras, el método se validé de acuerdo con lo descrito en el

Numeral 5.2.

54 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO DEL ENSAYO DE
DECOLORACION DEL CATION-RADICAL ABTS®

El ensayo se validé utilizando patrones certificados de Trolox® y el &cido gélico.

5.4.1 Evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método. En la Tabla
12, se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion de la linealidad y la
sensibilidad del método ABTS™. La linealidad se evalué en el rango de
concentraciones de 50-560 pM Trolox®; se observé una respuesta lineal con
coeficientes de determinacién (R?) que variaron entre 0.997 y 0.998. Las
pendientes de las curvas de calibracion (<a>=0.13) muestran la sensibilidad del
método alta y sus desviaciones estandares (<S,;>=0.04), la precision alta. La
sensibilidad se reporta como el coeficiente angular de la curva de calibracién
promedio, a un nivel de confianza del 95%, mediante la expresion 0.13 +0.09,
que permite concluir que el método resulté muy sensible a los cambios de

concentracion pequefios.
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Tabla 12. Linealidad y sensibilidad del método empleando Trolox® como sustancia de

referencia.
CORRIDA R? PENDIENTE INTERCEPTO S,
(a) (b)
1 0.997 0.13 4,52 0.04
2 0.997 0.13 4.35 0.04
3 0.998 0.13 4.35 0.04
4 0.998 0.13 4.53 0.04
5 0.997 0.13 4.42 0.04
6 0.997 0.13 4.38 0.04
Promedio 0.997 0.13 4.42 0.04

Ecuacion: Y (%l) = aX(uM Trolox®) + b

5.4.2 Evaluacion de la precisiéon. La precision del método, expresada en
términos de la repetibilidad, se determindé mediante la medicion de una solucién
de Trolox® (300 puM), por triplicado, durante 5 dias. En la Tabla 13, se observa
que, entre las mediciones diarias (n=24), los valores no presentaron
desviaciones considerables, lo que reflejaron los coeficientes de variacion
(CV,%) que variaron entre el 3 y 5%. Se demuestra con ello que el método

implementado fue repetible.

El porcentaje de inhibicién promedio para la solucién de Trolox®, analizada

entre dias, fue de 42.1 + 0.5%, con un coeficiente de variacion de 1.1%.

Tabla 13. Repetibilidad del valor de porcentaje de inhibiciéon de soluciones de Trolox® (300 uM),
analizadas por espectrofotometria UV-VIS.

Porcentaje de inhibicion (n=24)

Parametro - - ~ - - -
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Entre dias
<X> 42 42 42 42 43 42.1
S 1 1 2 1 1 0.5
CV, % 3 3 5 3 3 1.1

Para determinar la reproducibilidad del método, se efectuaron tres mediciones
de capacidad anti-radicalaria del acido galico, con diferentes analistas y en
diferentes dias, mientras que se mantuvieron constantes los demas factores,

tales como reactivos, equipo, material de vidrio, microplacas, etc. En la Tabla
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14, se presentan los coeficientes de variacion de 0.36 y 1.72%, lo que
demuestra que el método implementado si fue altamente reproducible.

Tabla 14. Reproducibilidad del valor de capacidad anti-radicalaria obtenida por el método
ABTS del 4cido galico (AG) y expresada como pmol Trolox®/umol AG.

. <X>
Analista AG1 AG2 AG3 T S CV, %
A -dial 3.22 3.12 3.22 3.19 0.05 1.72
B-dia2 3.26 3.24 3.26 3.25 0.01 0.36

55 DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ORAC PARA LA
DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTI-RADICALARIA

Actualmente, en las industrias alimenticia y farmacéutica existe la necesidad de
conocer los valores de capacidad antioxidante de fluidos fisiologicos, alimentos,
bebidas y productos naturales. Esta necesidad se deriva de la evidencia
recolectada a lo largo de los afos sobre la capacidad de los antioxidantes de
reaccionar con especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS), que
estan involucradas en el origen de varias enfermedades. Para conocer las
propiedades antioxidantes de los componentes individuales o mezclas, se han
desarrollado diveras metodologias in vitro, entre ellos, el método ORAC. La
primera version de este método fue desarrollada por Cao y colaboradores [39],
en un espectrofotdmetro de fluorescencia, con cubetas de 10 mm y un volumen
final de solucién de 2 mL. Sin embargo, las condiciones usadas en este método
requerian tiempos de medicion largos, con procedimientos muy tediosos, sobre
todo, cuando se requeria el analisis de un gran nimero de muestras. Por esta
razon, Cao y colaboradores [108] realizaron la semiautomatizacion del método
en un analizador COBAS FARA |l (posteriormmente descontinuado por el
fabricante). Con la semiautomatizacion se pudo realizar el analisis de nueve
muestras, de igual concentracién, en una sola corrida. Sin embargo, este
método no permiti6 el andlisis simultineo en un rango amplio de

concentraciones, ya que era necesario realizar varias mediciones de la misma
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muestra, a diferentes concentraciones, ello aumentaba mucho el tiempo de
analisis. Posteriormente, Ou, Huang y colaboradores [41, 109] efectuaron otras
modificaciones a la metodologia, usando fluoresceina (FL), como molécula
fluorescente, y B-metil-ciclodextrina, para el analisis de muestras lipofilicas
utilizando el equipo COBAS FARA II. Sin embargo, la falta del equipo
comercialmente asequible limitaba el acceso al método por parte de otros
investigadores, disminuiendo asi la productividad cientifica, por lo cual fue
necesario adaptar la metodologia en equipos disponibles en el mercado, por
ejemplo, lectores de microplacas acoplados a sistemas de inyeccion multicanal
[34].

La fluoresceina (FL) es un compuesto fotoestable, termoestable, presenta
homogeneidad entre lotes de su sintesis, no reacciona con los compuestos
antioxidantes presentes en el medio de reaccion. Su uso permite disminuir el
costo del andlisis comparado con el de la B-ficoeritina, que se empled
inicialmente como indicador molecular (Véase Numeral 2.4.2). Cabe resaltar,
que las ficobiliproteinas como la p-ficoeritina, son moléculas con significado
biol6gico importante, superior al de una sustancia fluorescente sintética como
la FL [41]. La intensidad de la fluorescencia de la FL depende sensiblemente
del pH, ya que cuando el pH es menor de 7, su intesidad disminuye
notoriamente. Debido a la sensibilidad de la FL alta, las muestras deben ser

diluidas considerablemente, antes de su analisis.

La naturaleza quimica del radical, que interviene en el ensayo, es importante,
por ello, no se deben hacer comparaciones directas entre procedimientos que
involucran diferentes radicales. Entre otros, se pueden usar radicales peroxilo
(ROO"), que son las ROS mas importantes a nivel biolégico, por su abundancia
e implicaciébn en el dafio oxidativo. AAPH (2,2 -azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloruro), se utiliza como especie generadora de radicales peroxilo,
porque AAPH produce los radicales tras sufrir una descomposicion térmica
[110].
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ORAC es un método cinético que mide la reaccidén entre la especie reactiva
(radicales peroxilo, AAPH) y el sustrato oxidable (FL). La cuantificacion se lleva
a cabo mediante la medicion del &rea bajo la curva (Area Under the Curve —
AUC) de la disminucion de la fluorescencia de la FL, que refleja el grado de
inhibicién del radical con el tiempo de reaccion. En la Figura 30, se presenta el
mecanismo de reaccion de la FL con los radicales peroxilo propuesto por Ou y
colaboradores [41]. Se puede observar como, inicialmente, un radical peroxilo
sustrae un atomo de hidrogeno de la molécula de FL; se genera un radical
fenoxilo estable (FLO"), que facilmente puede sufrir dimerizacién con formacién
de FL1 (m/z 661). Adicionalmente, el radical fenoxilo FLO" puede reaccionar
con trazas de CO, presentes en la solucion buffer, generando el compuesto
FL2 (m/z 375). Pero, ademas de sustraer un atomo de hidrogeno, los radicales
peroxilo se pueden unir a los dobles enlaces C-C presentes en la molécula, lo
que conduce a un radical estabilizado por la deslocalizaiéon de la carga, que
puede reaccionar con otro radical peroxilo, formando un intermediario
endoperoxido, el cual se descompone en el compuesto FL3 (m/z 349).
Finalmente, se evidencia el producto mayoritario de la oxidacion de la FL, FL4
(m/z 221.3), que no presenta fluorescencia y aparentemente se deriva de FL3,
aunque los autores no lo confirman [41]. Este mecanismo, elucidado por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, permitié confirmar
qgue la reaccion entre la FL y los radicales presentes en el medio se realiza a

través de una transferencia de un atomo de hidrégeno.
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Figura 30. Mecanismo propuesto por OU y colaboradores [41] de la reaccidn de la fluoresceina
(FL) con los radicales AAPH.
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Huang y colaboradores [34] automatizaron el método mediante el uso de un
lector de microplacas de 96 pozos acoplado a un sistema automatico de
inyeccion multicanal, lo cual permitié disminuir el tiempo de andlisis y aumentar

la eficiencia del método.

Davalos y sus colaboradores [84], adaptaron el ensayo ORAC-FL a un lector de
microplacas de fluorescencia convencional, con un sistema de inyeccion
manual, para la determinacion de la capacidad antioxidantes de vinos y
suplementos alimenticios, que contienen antocianidinas, catequinas, favonoles,
vitaminas, carotenoides y flavonoides. Price y sus colaboradores [111]
evaluaron la capacidad antioxidante por el método ORAC de 12 algas
relacionadas filogenéticamente, en un lector de microplacas de 96 pozos con
detector de fluorescencia y un sistema de inyeccion manual, empleando una
pipeta multicanal. Los resultados obtenidos por estos investigadores

demostraron que no fue necesario el uso de un sistema de inyeccion
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automético para el desarrollo de esta metodologia, ya que con la inyeccion
manual se obtuvieron coeficientes de variacion del 4% y de determinacion (R?),
entre 0.94 y 0.99, de las curvas realizadas con la sustancia de referencia
Trolox® [111].

En el presente trabajo, se realizd la implementacién del método ORAC en un
lector de microplacas de 96 pozos (Turner Biosystems Inc., Modulus™ ||
Microplate Multimode Reader, CA, EE.UU.) con el uso de una micropipeta de 8
canales. La metodologia implementada de bas6 en los resultados obtenidos
por Huang y sus colaboradores [34], pero se realizaron algunas modificaciones.
Inicialmente, se llevaron a cabo pruebas preliminares con sustancias de
referencia, AE y extractos obtenidos por SFE, para determinar el tiempo en el
cual el valor de fluorescencia final fuese <5% del valor incial. Obteniendo el
valor menor del 5%, fue posible asegurar que la reaccion entre los
antioxidantes, la FL y los radicales AAPH habia llegado al final. Se trabaj6 con
los compuestos-patron certificados de los acidos rosmarinico, caféico, galico, la
vitamina E y el BHA; al igual, que los AE y extractos de romero y salvia
obtenidos por SFE, a una concentracion en la microplaca de 4 ppm.

En la Figura 31, se presenta el grafico de fluorescencia (%) versus tiempo
(min) de los compuestos y mezclas mencionados anteriormente, en la cual se
observa que a los 87 min de reaccion, se obtuvieron porcentajes de
fluorescencia menores del 5%, para todas las sustancias puras y en mezcla,
con excepcion de los acidos rosmarinico y caféico. Teniendo en cuenta estos
resultados, se concluyd que un tiempo de 87 min (40 lecturas cada 2 min), fue
suficiente para determinar el valor de capacidad anti-radicalaria de los
compuestos y las mezclas de interés. Sin embargo, para el caso de los &cidos
rosmarinico y caféico, que en este tiempo, alcanzaron porcentajes del 10 y
24%, respectivamente, fue necesario emplear otro factor de dilucién, con el fin

de alcanzar porcentajes de fluorescencia menores del 5%.
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Figura 31. Comportamiento cinético de diferentes compuestos-patrén certificados y mezclas en
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Lo anterior demuestra que es necesario tener en cuenta las pruebas

preliminares para establecer el rango de concentraciones para todas las

muestras, a las cuales se les desee determinar el valor de su capacidad anti-

radicalaria, segun la metodologia implementada en esta investigacion. Por

ejemplo, para un extracto de la especie S. officinalis, aislado bajo las

condiciones de extraccion por SFE, que se muestran en la Tabla 15, medido a

diferentes concentraciones se evidenciaron diferencias en las AUC, al variar la

cantidad de muestra utilizada (Véase Figura 32). Ademas, se observo que a

los 87 min de reaccion, se alcanzaron valores de fluorescencia menores del 2%

del valor inicial.

Tabla 15. Parametros de obtencion del extracto aislado por SFE de salvia.

Parametros Valores
Presion 30 MPa
Temperatura 313K
Flujo 60 g/min
Tiempo dinamico 30 min
Tiempo estatico 0 min
Presién de separacion 0.1 MPa
Temperatura de separacion 301K
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Figura 32. Avance de la reaccion de los compuestos presentes en el extracto SFE de S.
officinalis, para diferentes concentraciones de muestra en la microplaca.
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Para determinar la fotoestabilidad de la fluoresceina usada como indicador
molecular, se adicionaron 200 puL de una solucion 8.16*10™° mM de FL en la
microplaca, en ausencia de AAPH durante un periodo de 87 min. En la Figura
33, se observa que no hubo cambios significativos en la intensidad de la
fluorescencia en el tiempo medido, ya que la fluorescencia, a los 87 min,
disminuyé sélo un 4.3% de su valor inicial. Teniendo en cuenta estos
resultados, se pudo concluir que la fluoresceina, a una concentracion de
8.16*10° mM, si es fotoestable.

Una vez establecido el tiempo de analisis, los rangos de concentracion y la
fotoestabilidad de la FL, se prosiguié a validar el método determinando las

figuras analiticas de mérito.

5.6 FIGURAS ANALITICAS DE MERITO DEL METODO ORAC

El método se validé empleando como sustancias de referencia Trolox® y el

acido ferulico.
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Figura 33. Fotoestabilidad de la fluoresceina, en funcién del tiempo expresada como la
relacion de fluorescencia evaluada cada dos minutos sobre la fluorescencia inicial (f,/fo).
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5.6.1 Evaluacion de lalinealidad y la sensibilidad del método. En la Tabla
16 se muestran los resultados obtenidos para evaluar la linealidad y la
sensibilidad del método, con base en las curvas de calibracion. Se observo una
linealidad muy buena y una sensibilidad del método alta, en el rango de
concentraciones evaluado (8-160 puM Trolox®). La desviacién estandar de la
pendiente (<Sa>=0.09), demuestra la precisién alta de la curva de calibracion,
asi mismo, el cuadrado del coeficiente de correlacién obtenido (<R*>=0.999) es
aceptado por la guia de validacion de métodos analiticos [112]. Ello permite
concluir, que el método es aplicable dentro del intervalo de concentraciones

evaluado.
La sensibilidad se reporta como la pendiente de la curva de calibracién a un

limite de confianza del 95%, de acuerdo con la expresion 0.23 £ 0.02, la cual se

determiné de acuerdo con lo descrito en el Numeral 6.1.1.
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Tabla 16. Linealidad y sensibilidad del método ORAC empleando Trolox® como sustancia de
referencia.

CORRIDA R?>  PENDIENTE (a) INTERCEPTO (b))  Sa

1 0.999 0.23 0.60 0.09
2 0.999 0.23 0.63 0.09
3 0.999 0.23 0.64 0.09
4 0.999 0.23 0.50 0.09
5 0.999 0.23 0.62 0.09
6 0.999 0.23 0.52 0.09
Promedio  0.999 0.23 0.58 0.09

Ecuacion: Y (AUC) = aX(uM) + b

5.6.2 Determinacion de los limites de deteccién (LOD) y de cuantificacién
(LOQ). Los criterios utilizados para la determinacion de los limites de deteccion
y cuantificacion se describen en el Numeral 6.1.1.; se emplearon las curvas de
calibracion realizadas para determinar la linealidad y la sensibilidad. Los

valores de LOD y LOQ fueron 5.7 :+ 0.1y 7.9 + 0.5 uM Trolox®, respectivamente.

5.6.3 Evaluacion de la precision. Los resultados obtenidos para la
evaluacion de la repetibilidad del método en AUC neta, se detallan en la Tabla
17. Tal como se observa, se obtuvo una repetibilidad menor del 1% para el
AUC neta, lo que demuestra la precision alta del método segun las Buenas
Practicas del Laboratorio [112], que establecen un valor maximo permisible del

10% para estos parametros.

En la Tabla 18, se presentan los valores de AUC neta obtenidos por dos
analistas, en dias diferentes. Se obtuvieron coeficientes de variacion menores
del 3%, para cada uno de ellos. De acuerdo con las guias de validacion de
meétodos analiticos estos valores son aceptables, segun establecen diferentes

criterios, sin embargo, la reproducibilidad no debe superar el 3% [112].
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Tabla 17. Repetibilidad del valor de AUC de soluciones de Trolox® (40 pM), analizadas por
fluorescencia.

REPLICAS — _ __AUC neta _
DIA1 DIA2 DIA3 DiIA4 DIA5 Entre dias
<X> 10.80 1056 1046 10.69 10.78  10.658
S 008 008 009 008 008 0.003
CV,% 073  0.77 0.8 0.7 0.75 0.028

Tabla 18. Reproducibilidad del valor de capacidad anti-radicalaria por el método ORAC del
acido ferulico (AF) expresado como pmol Trolox®/umol AF.

Analista  AF1l AF2 AF3 <X>n=3 S CV, %
A-dial 3.5 3.6 3.6 3.6 0.1 2.9
B -dia?2 3.5 3.6 3.6 3.6 0.1 2.8

5.7 RENDIMIENTOS Y CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS AE Y
EXTRACTOS SUPERCRITICOS DE ESPECIES VEGETALES DE LAS
FAMILIAS LAMIACEAE Y VERBENACEAE

Los AE de las especies vegetales bajo estudio se obtuvieron por
hidrodestilacion asistida por la radiacién de un microondas (MWHD), en un
equipo a escala de laboratorio, y por arrastre con vapor (AV), en un equipo
industrial con capacidad de 1 m®. Para el aislamiento de los AE de todas las
especies estudiadas se usaron plantas enteras secas. La identificacion
taxonomica de las plantas se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias Naturales,
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia (Bogota). Los pliegos
testigo de cada planta quedaron depositados como muestra permanente en el
Herbario Nacional Colombiano (COL, Bogota) y en el Herbario del CENIVAM

(UIS, Bucaramanga), asi:

e Thymus vulgaris L., Fam. Lamiaceae, N° COL 555843. Clasificada por el
doctor J. L. Férnandez.
e Rosmarinus officinalis L., Fam. Lamiaceae, N° COL 555842. Clasificada

por el doctor J. L. Férnandez.
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e Salvia officinalis L., Fam. Lamiaceae, N° COL 555844. Clasificada por el
doctor J. L. Férnandez.

¢ Alloysia triphylla Royle, Fam. Verbenaceae, N° COL 555845. Clasificada
por el doctor J. L. Férnandez. (Sinénimo: Lippia citriodora)

5.7.1 Rendimientos de los AE y extractos obtenidos por SFE. El
rendimiento de los AE se hallé dividiendo el peso del AE obtenido sobre el peso
del material vegetal (seco, planta entera) introducido al balén o al alambique,
segun la técnica de destilacion usada. En las Tablas 19 y 20, se presentan los
rendimientos (R) de los AE aislados por MWHD y por AV, respectivamente. Los
valores calculados para la técnica MWHD fueron el promedio de 3 mediciones.
Por el contrario, las destilaciones realizadas por AV, en un destilador industrial,
requirieron cantidades de material vegetal de ca. 23-195 kg, por lo cual no fue

posible realizar sus réplicas.

En las Tablas 19 y 20 se observan diferencias en los rendimientos de los AE
obtenidos de la misma especie. Las diferencias que se presentaron se deben
tanto a la técnica de extraccion y variaciones en las condiciones ecofisiologicas
como a las diferencias en la composicion del suelo, temperatura, humedad,
nivel de fertilizacion, cantidad de lluvia y época de cosecha, entre otras [113].
En la Figura 34, se observa la relacion entre el rendimiento de esencia de T.
vulgaris y la técnica de extraccion: los AE TV-lI a TV-XI se obtuvieron por
MWHD vy los TV-XIl a TV-XX, por AV. En la grafica, se resalta que, empleando
la técnica MWHD, se alcanzan rendimientos de esencia mas altos que por AV.
Sin embargo, los rendimientos de los AE destilados por MWHD fueron menores
del 1%, siendo 0.65 + 0.02% (TV-IIl) el valor obtenido més alto, seguido de los
rendimientos logrados para TV-XI (0.64 £ 0.01%), TV-X (0.586 + 0.008%), TV-V
(0.574 + 0.006%) y TV-II (0.474 + 0.009%).
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Tabla 19. Rendimientos (%) de los AE obtenidos por MWHD de T. vulgaris, R. officinalis y S.

officinalis.

CODIGO AE R, %
TV-I 0.278 + 0.004
TV-II 0.474 +0.009
TV-1I 0.65 +0.02
TV-IV 0.32+0.02
TV-V 0.574 + 0.006
TV-VI 0.17 +0.01
TV-VII 0.38 +0.01

TV-VII 0.330 £ 0.009
TV-IX 0.313 £ 0.008
TV-X 0.586 + 0.008
TV-XI 0.64 +0.01
RO-I 0.77 +0.02
RO-II 0.460 = 0.006
RO-III 0.38 +0.01
RO-IV 0.86 + 0.02
RO-V 0.57 +0.01
SO-I 0.360 + 0.008
SO-Il 0.356 + 0.008

TV: T. vulgaris, RO: R. officinalis, SO: S. officinalis. Las siglas I-XI son c6digos empleados para

las parcelas experimentales usadas en esta investigacion.
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Tabla 20. Rendimientos (%) de los AE obtenidos por AV de T. vulgaris, R. officinalis y L.

citriodora.

CODIGO AE R, %

TV-XII 0.1
TV-XII 0.1
TV-XIV 0.1
TV-XV 0.2
TV-XVI 0.2
TV-XVII 0.2
TV-XVIII 0.3
TV-XIX 0.3
TV-XX 0.2
RO-VI 0.6
RO-VII 1.0
RO-VIII 1.0
RO-IX 0.8

LC-I 0.03

TV: T. vulgaris, RO: R. officinalis, LC: L. citriodora. Las siglas I-XX son c6digos empleados para

las parcelas experimentales usadas en esta investigacion.

Figura 34. Rendimientos de los AE deT. vulgaris, obtenidos por dos técnicas de destilacion.
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Los rendimientos de los AE TV-XIX (0.3%), TV-XVIII (0.3%) y TV-XX (0.2%)
aislados por el método AV, presentaron los rendimientos mas altos, que los

obtenidos por MWHD, tal como se observa en la Figura 34.

Los rendimientos de los AE, reportados en las Tablas 19 y 20, para la especie
T. vulgaris difieren de los obtenidos por Bozin y sus colaboradores [114],
quienes reportan un rendimiento de esencia de 1.8%, con 47.9% de timol,
mientras que Lee y sus colaboradores [115] extrajeron el AE de las hojas
tomillo, con un rendimiento de 1.1 = 0.1%. Hudaib y sus colaboradores [116]
analizaron la composicion quimica y el rendimiento de esencia de plantas
jovenes y viejas de tomillo y encontraron valores de 0.5-1.2 y 0.15%,
respectivamente. Con los resultados obtenidos, llegaron a la conclusién que las
plantas jovenes proporcionan una mayor cantidad de AE y, ademas, es
importante seleccionar correctamente la época de cosecha que proporcionara

la mejor calidad y cantidad mas alta de esencia.

En la literatura, se reporta que cuando la especie T. vulgaris se siembra bajo
pleno sol y en suelos secos, presenta una mayor cantidad de AE y de los
compuestos timol y B-mirceno [113]. Sin embargo, las condiciones climaticas
en las veredas El Retiro y La Granja (Sucre, Santander) donde se encuentran
los cultivos de las plantas bajo estudio, no fueron constantes durante las
épocas de corte debido a la temporada invernal que sufrié el pais durante el

primer semestre del 2011.

Las diferencias en los rendimientos de esencia para R. officinalis no
presentaron variaciones significativas. Los porcentajes estuvieron en un rango
de 0.5 a 1.0%, siendo el valor més alto el del AE RO-VIII. Algunos rendimientos
de los AE estudiados, concuerdan con lo reportado por Flamini y sus
colaboradores [117], quienes analizaron plantas propagadas a partir de
especies silvestres y de cultivos establecidos 10 afios atrds, que alcanzaron

rendimientos de aceites de 0.2-0.7 y 0.4-0.8%, respectivamente.
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Papageorgiou y sus colaboradores [118] destilaron hojas de romero en un
equipo tipo Clevenger y se obtuvieron rendimientos entre 1.8 y 3.3%, que
dependian de la época de cosecha de la planta. Estos valores fueron mas altos
que los de los AE de RO-IV, RO-VIlI y RO-VIII presentados en la Tabla 20.
Posiblemente, las diferencias observadas se deban a la época de cosecha de
las plantas, ya que para esta investigacion se uso solamente el material vegetal
colectado durante el primer corte (entre los 3 y 4 meses de crecimiento) de las

plantas, después de su propagacion a partir de los esquejes.

En la Figura 35, se presentan los rendimientos obtenidos para los AE de R.
officinalis aislados por MW-HD y AV. Se evidencia que con la técnica AV se
obtuvieron rendimientos del 1% para RO-VII y RO-VIIl. No obstante, por MW-
HD el AE RO-IV present6 el rendimiento mas alto por esta técnica, con un valor
de 0.86 + 0.02%.

Enla Tabla 19 y la Figura 36 se reportan los rendimientos (%) de los AE de las
plantas de S. officinalis estudiadas en esta investigacion, que no descubren
diferencias significativas, debido a que el material vegetal empleado para las
dos destilaciones se cultivd bajo las mismas condiciones de densidad de

siembra y nivel de fertilizacidn, en suelos con igual composicién quimica.

Figura 35. Rendimientos de los AE de R. officinalis, obtenidos por dos técnicas de destilacion
(RO: R. officinalis y I-IX: Parcelas experimentales donde se cultivaron, bajo diferentes
condiciones de cultivo, las plantas analizadas).

120

0.80
0.60
0.40
0.20 '

0.00

Rendimiento, %

RO-II RO-III RO-IV 0-V RO VI RO-VII  RO-VIII RO-IX

MW-HD AV

103



Figura 36. Rendimientos de los AE de S. officinalis, obtenidos por MWHD (RO: S. officinalis y I-
II: Parcelas experimentales donde se cultivaron, bajo las mismas condiciones de cultivo, las
plantas analizadas).

SO-I SO-II

Taarit y sus colaboradores [119] analizaron el crecimiento de S. officinalis
cultivada en suelos con diferente concentracion de NaCl, para observar el
efecto de la sal sobre su crecimiento, y encontraron rendimientos entre 0.21 y
0.62%. Farhat y sus colaboradores [120] estudiaron la variacion de la
composicién quimica del AE de S. officinalis cosechada en diferentes zonas de
Tdnez y encontraron rendimientos entre 1.1 y 1.2%, que fueron
significativamente mas altos que los logrados con las plantas estudiadas en

este trabajo.

En la Tabla 20, se presenta el rendimiento del AE de L. citriodora, que alcanz6
0.03%. En la presente investigacion se analizdé el AE de cidron de una sola
cosecha, debido al muy bajo rendimiento de su aceite (0.03%) y al poco
material vegetal disponible. No obstante, por lo que en la literatura no hay
muchas publicaciones sobre esta especie se decidio continuar trabajando con
su AE. En el trabajo realizado por Stashenko y sus colaboradores [121], se
analizé la composicion quimica del AE de cidron y extractos aislados por
diferentes técnicas; se halld, que las partes aéreas de la planta contienen entre
0.2-1% de AE.
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Los extractos aislados de T. vulgaris y S. officinalis se obtuvieron bajo
diferentes condiciones de SFE, tal como se reporta en la Tabla 21, donde
también aparecen rendimientos (R) obtenidos en cada extraccion. Los
extractos SFE de tomillo y salvia fueron suministrados por Carlos Ruiz,
estudiante de Maestria en Quimica, quien ha optimizado el proceso SFE,
aplicando un disefio experimental fraccionado 272, seguido del anélisis por el
método Simplex, para establecer las condiciones Optimas de extraccion. Con el
disefio fraccionado, se aislaron 32 muestras para cada planta, de las cuales se
seleccionaron 11, de T. vulgaris, y 12, de S. officinalis. Ello, con el fin relacionar
algunos parametros de extraccion con la composision quimica, el contenido de

fenoles y la capacidad anti-radicalaria.

Los rendimientos obtenidos de T.vulgaris estuvieron en un rango de 0.2-1.8%,
mientras que para S. officinalis, entre 0.7-3.8%. Los rendimientos (%) mas altos
con valores de 1.8% (SFE-TV-XI) y 3.8% (SFE-SO-XII), para las dos especies
se alcanzaron cuando se emplearon los parametros de extraccion en los

niveles mas altos (Véase Tabla 6).

Al variar la presion de extraccion (P) y manteniendo los demas parametros
constantes, se observaron diferencias en los rendimientos para ambas
especies (Véase Tabla 21). Para T. vulgaris, al aumentar la presion de 30 a 50
MPa, se alcanzé un aumento del 0.4% en el rendimiento de extracto (SFE-TV-
X'y SFE-TV-XI), mientras que para S. officinalis, este aumento fue del 1.1%
(SFE-SO-XI y SFE-SO-XII).
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Tabla 21. Rendimientos (%) de los extractos de las especies T. vulgaris y S. officinalis
obtenidos por SFE, usando diferentes parametros de extraccion.

CODIGO RENDIMIENTO,
ExTRACTO - T F D E %
SFE-TV-l 30 313 20 30 O 0.2
SFE-TV-Il 30 353 20 120 O 1.6
SFE-TV-Il 50 313 20 30 20 0.2
SFE-TV-IV 30 353 20 30 20 0.3
SFE-TV-V 50 353 20 30 20 1.3
SFE-TV-VI 30 353 60 30 20 1.3
SFE-TV-VII 50 353 60 30 20 1.1
SFE-TV-VIIl 30 353 20 120 20 1.2
SFE-TV-IX 50 353 20 120 20 1.1
SFE-TV-X 30 353 60 120 20 1.4
SFE-TV-XI 50 353 60 120 20 1.8
SFE-SO-l 30 353 20 30 O 1.0
SFE-SO-Il 50 353 20 120 O 1.8
SFE-SO-Il 30 353 20 30 20 0.7
SFE-SO-IV 50 353 20 30 20 1.2
SFE-SO-V 30 313 60 30 20 1.1
SFE-SO-VI 30 353 60 30 20 1.4
SFE-SO-VII 50 353 60 30 20 2.4
SF\E/I'I?O' 30 353 20 120 20 2.5
SFE-SO-IX 50 353 20 120 20 2.2
SFE-SO-X 30 313 60 120 20 1.3
SFE-SO-XI 30 353 60 120 20 2.7
SFE-SO-XIl 50 353 60 120 20 3.8

TV: T. vulgaris, SO: S. officinalis, P: Presion (MPa), T: Temperatura (K), F: Flujo (g/min), D:
Tiempo dinamico (min), E: Tiempo estatico (min).

Los rendimientos de los extractos dependen de la combinacién de varios
parametros de extraccién, tal como se puede observar en la Tabla 21. Se
encontré un parametro Unico, que tenga mayor efecto sobre el rendimiento. En
este trabajo particular no se buscaba encontrar las condiciones de extraccién
con las que se obtuviera el mayor rendimiento del extracto, su objetivo se
centraba en realizar una comparacion entre la composicion quimica y las

propiedades antioxidantes de algunos extractos obtenidos por SFE.
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5.7.2 Caracterizacion quimica de los AE. En la Figura 37 se presentan
algunos perfiles cromatograficos tipicos de los metabolitos secundarios
volatiles asilados por MW-HD y AV de las plantas bajo estudio. En las Tablas
1.1-1.8 del Anexo 1, se registran los compuestos identificados y sus
cantidades relativas (%, n=3). Se detectaron entre 48 y 75 sustancias en
concentraciones relativas >0.02%, de los cuales se identificaron positivamente
ca. 92-99%.

La identificacion se realiz6 con base en los indices de retencion lineales,
espectros de masas (El, 70 eV) y sustancias de referencia certificadas. Los
indices de retencion lineales (IR) son pardmetros confiables (e.g., en la columa
DB-5: timol —IRexperimental:1298, [Riiteratura:1289, y 1,8-cineol — IRexperimental:1038,
IRjieratura:1026), reproducibles (variaciones de = 15 unidades), dependen de la
fase estacionaria y permiten expresar en una escala uniforme la retencion de
los compuestos de interés [85]. Para aumentar el grado de confianza en las
asignaciones de las sustancias a los picos cromatograficos identificados, se
usaron dos columnas de fases estacionarias apolar y polar. Los espectros de
masas, obtenidos a 70 eV, se compararon con los de las bases de datos
Adams, Nist y Wiley, lo que permitié realizar un reconocimiento estructural
inicial (identificar tentativamente) de las posibles sustancias presentes en los
AE. También, se emplearon sustancias de referencia certificadas de los
compuestos mayoritarios, con el fin de realizar la identificaciébn confirmatoria

con base en los tr y los espectros de masas.

En las Tablas 22-29 se presentan los componentes mayoritarios (>0.1%) de
los AE aislados de las plantas bajo estudio. En el Anexo 1 (Tablas 1.1-1.8) se

presentan las tablas completas de composicién quimica.
El timol (13-54%) fue el componente mayoritario en todos los AE de T. vulgaris,

seguido de p-cimeno (13-40%), trans-B-cariofileno (1.5-4%) y carvacrol (0.6-

2.3%) (Véase Tablas 22-25). Los datos obtenidos ilustran las diferencias en la
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composicién quimica las cuales dependen de las condiciones de cultivo y la
técnica de destilacion.

En el AE TV-XVII se encontré la cantidad mas alta de timol (54.06 + 0.01%) y la
menor de p-cimeno (12.75 = 0.05%), seguido de TV-XVI (53.09 + 0.05% de
timol y 13.64 £ 0.02% de p-cimeno) y TV-XIII (52.95 + 0.09% de timol y 15.93 +
0.09% de p-cimeno).

En todos los AE se encontraron hidrocarburos monoterpénicos (HM) como o-
tujeno, B-mirceno, a- y y-terpinenos; monoterpénos oxigenados (MO) como 1,8-
cineol, cis-hidrato de sabineno, linalol, alcanfor, borneol, timol y carvacrol, e

hidrocarburos sesquiterpénicos, entre ellos, trans-p-cariofileno.

En la Figura 38 se presenta una clasificacion, por familias, de compuestos
presentes en los AE de T. vulgaris, donde se observan diferencias en la
composicién quimica de los AE analizados. EI AE de tomillo fue rico en
hidrocarburos monoterpénicos (30.1-69.0%), monoterpenos oxigenados (41-
66.1%), y contiene bajas proporciones de compuestos de mayor peso
molecular como sesquiterpénos oxigenados (0.05-0.8%) (Véanse Tablas 22-
25).

Los resultados alcanzados muestran que la especie T. vulgaris cultivada en
Colombia, presenta alto contenido del timol. Sin embargo, en los AE TV-XVIIl y
TV-XIX p-cimeno fue el componente mayoritario, con valores de 38.2 £ 0.1% y

39.62 + 0.05%, respectivamente.
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Figura 37. Cromatogramas tipicos de los AE extraidos de: A. T. vulgaris (MW-HD), B. T. vulgaris (AV), C. R. officinalis (MW-HD), D. R. officinalis (AV),
E. S. officinalis (MW-HD) y F. L. citriodora (MW-HD). Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. FID. Véanse las Tablas 22-29, para la identificacion de los
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Figura 38. Distribucién, por familias, de compuestos de los AE de T. vulgaris (TV) obtenidos por dos técnicas de destilacién (Véanse Tablas 19 y 20).

Cantidad relativa, %

= Otros compuestos

m Sesquiterpenos oxigenados
mHidrocarburos sesquiterpénicos
mHidrocarburos monoterpénicos
mMonoterpenos oxigenados
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Tabla 22. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por MWHD.

IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
N° Pico Compuesto TIPO
DB-5 DB-WAX TV-I TV-II TV-1I TV-IV TV-V
1 o-Tujeno HM 933 1026 1.280+0.005 | 1.17+£0.05 | 1.177 £ 0.001 | 1.205 + 0.002 1.46 + 0.03
7 B-Mirceno HM 993 1163 1.059+£0.003 | 1.18 £ 0.05 | 1.465 +0.001 | 1.395 + 0.002 1.47 £ 0.03
11 o-Terpineno HM 1023 1176 1.326 £ 0.004 1.1+0.1 1.465 £ 0.001 | 0.976 + 0.001 1.11 £ 0.02
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 26.36 = 0.05 21.5+0.2 20.32 £ 0.02 35.27 £ 0.04 26.4+0.6
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 0.994 +£ 0.001 | 1.08 £ 0.02 | 0.633 £ 0.001 | 1.420+0.001 | 0.53 +0.03
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 6.27 £ 0.01 6.4+0.6 10.94 £0.01 | 7.147 +0.008 7.19 £ 0.05
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.573+0.001 | 1.06 £0.02 | 0.989 + 0.001 | 0.894 + 0.004 1.35+0.07
19 Linalol* MO 1101 1541 2.908 £0.001 | 2.68 £ 0.01 | 2.826 + 0.003 | 2.905 + 0.001 2.17 £ 0.07
21 Alcanfor* MO 1157 1513 0.44 +£0.01 0.28 £ 0.05 | 0.529 + 0.006 | 0.553 +£0.006 | 0.142 + 0.004
22 Borneol* MO 1178 1697 1.441+£0.001 | 1.26 £0.03 | 1.105+ 0.003 | 1.576 + 0.001 1.26 + 0.03
35 Timol* MO 1298 2172 41.75 + 0.03 495+ 0.8 47.76 £ 0.04 35.50+£0.03 459+0.1
36 Carvacrol* MO 1306 2199 1.888 £+ 0.001 | 2.34 £ 0.05 | 2.144 + 0.002 | 1.884 + 0.007 2.01 £ 0.02
41 trans-B-Cariofileno* HS 1444 1598 3.336 £0.002 | 258 +0.04 | 1.89+0.01 2.319 £ 0.004 2.20+£0.08

*|dendificados con base en las sustancias patrén certificadas.
IR-indice de retencion lineal.

HM: Hidrocarburo monoterénico.
MO: Monoterpeno oxigenado.

HS: Hidrocarburo sesquiterpénico.
SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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Tabla 23. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por MWHD.

) IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
N° Pico Compuesto TIPO
DB-5 DB-WAX TV-VI TV-VII TV-VII TV-I1X TV-X

1 a-Tujeno HM 933 1026 1.198 £0.002 | 1.177 + 0.001 | 0.993 £ 0.004 | 1.011 + 0.003 | 0.971 + 0.002
7 B-Mirceno HM 993 1163 1.311+£0.001 | 1.160+0.001 | 1.19+0.01 |1.241+0.001| 1.19+0.02
11 a-Terpineno HM 1023 1176 1.554 £0.001 | 1.167 +£ 0.001 | 1.024 £ 0.004 | 1.045 +0.001 | 1.49+0.02
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 18.29 £ 0.02 | 29.64 +0.02 38.6+0.8 30.0£0.1 22.4+05
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 0.493+£0.003 | 2.212+0.002 | 2.06 £0.02 | 1.551+0.005| 1.05%0.03
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 10.54 £ 0.004 | 7.136 £ 0.004 | 6.74 £ 0.07 8.81 £ 0.08 94+0.1
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.657 £0.001 | 1.152 + 0.001 | 0.561 £ 0.008 | 0.814 + 0.001 | 1.04 +£0.02
19 Linalol* MO 1101 1541 2.651 +0.001 | 3.236 £ 0.003 | 3.66 + 0.04 3.83+0.02 3.22+0.05
21 Alcanfor* MO 1157 1513 0.58+0.02 |0.542+0.001| 0.74%+0.01 2.25+0.07 0.47 £0.01
22 Borneol* MO 1178 1697 2.086 +0.001 | 1.699 £ 0.005 | 2.03+0.02 |0.983+0.002 | 1.53+0.03
35 Timol* MO 1298 2172 4447 +0.02 | 37.37+£0.04 29.0+0.6 35.49 £ 0.06 43.9+0.2
36 Carvacrol* MO 1306 2199 1.693+£0.003 | 1.75+0.01 1.74+0.02 |1.814+0.001| 2.27+0.04
41 trans-p-Cariofileno* HS 1444 1598 4.053+0.002 | 1.777+£0.001 | 1.46+0.01 | 1.882+0.006 | 2.51+0.04

*|dendificados con base en las sustancias patrén certificadas.
IR-indice de retencion lineal.

HM: Hidrocarburo monoterénico.
MO: Monoterpeno oxigenado.

HS: Hidrocarburo sesquiterpénico.
SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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Tabla 24. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por MWHD y AV.

IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
N° Pico Compuesto TIPO = 5 5 5 5
DB-5 DB-WAX TV-XI TV-XII TV-XII TV-XIV TV-XV
1 a-Tujeno HM 933 1026 1.03+0.01 0.74+0.01 | 0.475+0.003 | 0.754 +£0.002 | 0.777 £ 0.002
7 B-Mirceno HM 993 1163 1.39+£0.02 1.31+£0.01 | 1.032+0.003 | 1.268 + 0.003 | 1.312 + 0.003
11 a-Terpineno HM 1023 1176 1.68 £ 0.03 1.26 £0.01 | 0.821 +£0.004 | 1.192 + 0.002 | 1.192 + 0.002
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 19.6 £ 0.3 179+ 0.1 15.93 £ 0.09 16.88 £ 0.03 15.58 £ 0.06
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 1.16 £+ 0.01 1.00+£0.01 | 1.110 £ 0.002 | 0.955 +0.001 | 0.866 = 0.002
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 11.9+0.1 12.53+£0.09 | 9.28 +0.02 12.07 £ 0.02 11.73 £ 0.03
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.11+0.01 1.56 + 0.01 1.69+0.01 | 1.591+0.002 | 1.397 +£0.002
19 Linalol* MO 1101 1541 3.10+ 0.04 3.04 £ 0.02 3.60+0.01 3.093 £ 0.004 | 3.022 £ 0.007
21 Alcanfor* MO 1157 1513 0.203+0.002 | 0.65+0.01 | 0.234 +£0.001 | 0.620 £0.001 | 0.462 £ 0.001
22 Borneol* MO 1178 1697 1.61+£0.02 1.55+0.01 1.72+0.01 1.420 £ 0.002 | 1.281 + 0.004
35 Timol* MO 1298 2172 446 + 0.6 482+ 0.3 52.95+0.09 | 49.02+£0.07 49.62 + 0.08
36 Carvacrol* MO 1306 2199 220+0.03 | 2.10+0.02 | 2.28+0.01 | 1.956 +0.004 | 1.980 + 0.003
41 trans-B-Cariofileno* HS 1444 1598 2.18 £ 0.03 1.97 £ 0.01 2.21+0.01 2.310 £ 0.003 | 3.469 £ 0.007

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas.
4Obtenidos por MWHD.
®Obtenidos por AV.

IR-indice de retencion lineal.

HM: Hidrocarburo monoterénico.
MO: Monoterpeno oxigenado.

HS: Hidrocarburo sesquiterpénico.
SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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Tabla 25. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por AV.

IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
N° Pico Compuesto TIPO 5 5 5 5 5
DB-5 DB-WAX TV-XVI TV-XVII TV-XVIII TV-XIX TV-XX
1 a-Tujeno HM 933 1026 0.702 £ 0.001 | 0.639 £ 0.003 | 2.154 +0.005 | 2.00 +0.01 1.764 + 0.001
7 B-Mirceno HM 993 1163 1.311+£0.001 | 1.251 £ 0.001 | 2.452 £0.004 | 2.27 £0.01 2.408 + 0.001
11 a-Terpineno HM 1023 1176 1.204 £ 0.002 | 1.186 + 0.002 | 0.178 £ 0.002 | 2.18 £0.01 2.096 + 0.002
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 13.64 £0.02 | 12.75+0.05 38.2+0.1 39.62 £ 0.05 | 20.994 + 0.002
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 0.639 £ 0.001 | 0.657 £ 0.001 | 1.442 +0.001 | 1.578 £+ 0.003 | 0.896 + 0.001
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 11.82+0.02 | 12.24+0.01 | 18.57+0.05 | 19.92+0.05 | 21.213 + 0.003
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.329 £ 0.003 | 1.346 £ 0.001 | 1.556 £ 0.003 | 1.16 +0.01 1.139 £ 0.001
19 Linalol* MO 1101 1541 2.874+£0.006 | 2.946 + 0.001 | 4.18£0.01 3.99+0.01 2.807 £ 0.001
21 Alcanfor* MO 1157 1513 0.411 + 0.001 | 0.133 £ 0.003 | 0.628 + 0.002 | 0.635+ 0.002 | 1.742 + 0.001
22 Borneol* MO 1178 1697 1.296 £ 0.002 | 1.285 + 0.004 | 1.588 + 0.004 | 1.588 £ 0.003 | 1.517 + 0.001
35 Timol* MO 1298 2172 53.09+0.05 | 54.06 £+0.01 | 14.29+0.03 | 13.53+0.03 | 28.966 + 0.003
36 Carvacrol* MO 1306 2199 2.043 £ 0.001 | 2.063 + 0.003 | 0.642 + 0.001 | 0.607 + 0.002 | 1.029 + 0.001
41 trans-p-Cariofileno* HS 1444 1598 3.584 + 0.003 | 3.532 £ 0.002 | 3.387 £ 0.007 | 3.29 + 0.02 4.459 + 0.002

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas.
®Obtenidos por AV.

IR-indice de retencion lineal.

HM: Hidrocarburo monoterénico.
MO: Monoterpeno oxigenado.

HS: Hidrocarburo sesquiterpénico.
SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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En la literatura se encuentran publicaciones [114, 116, 122, 123] sobre la
composiciéon quimica del AE de T. vulgaris, que varia en funcion de las
condiciones de cultivo, la época de cosecha y la edad de las plantas. Por
ejemplo, Reddy y colaboradores [122] analizaron la composicion quimica de
plantas cultivadas en Italia y reproducidas a partir de dos clones (Laval 1 y
Laval 2) y encontraron componentes mayoritarios p-cimeno (Laval 1: 16.3% y
Laval 2: 20.8%) y timol (Laval 1: 9.5% y Laval 2: 18.1%). Los porcentajes de
timol, reportados para ambos clones, fueron menores que los de la mayoria de
los AE analizados en esta investigacion, con excepcion de los aceites TV-XVIII
y TV-XIX.

Bozin y colaboradores [114] encontraron que el AE de T. vulgaris, cultivada en
Serbia, contenia 47.5% de timol, valor similar al determinado para el AE TV-IlI
(Véase Tabla 22). Baranauskiené y colaboradores [123] determinaron que,
dependiendo de la humedad del material vegetal, las proporciones de p-cimeno
varian entre 9.7-13.7%, para material fresco, y 12.2-15.6%, para el seco. En
cuanto al timol, los autores encontraron que las diferencias en su
contenidocuando se usoé el material fresco o seco no fueron significativas, i.e.,
49.1-56.1% y 49.0-58.1%, respectivamente. Estos valores fueron similares a
los encontrados en esta investigacion. Hudaib y colaboradores [116]
concluyeron que la composicién quimica de los AE varia en funcién del estado
vegetativo y la edad de las plantas y encontraron el contenido de timol mas alto
al inicio del ciclo vegetativo, para las plantas jovenes (2 afios) de 51.17% y

para plantas viejas (5 afios) de 54.10%.

En las Tablas 26 y 27 se presentan las cantidades relativas (%) de los nueve
componentes mayoritarios de los AE de R. officinalis. Los componentes
mayoritario a-pineno (19-36%), seguido de 1,8-cineol (21-29%), canfeno (5-
13%) y alcanfor (3-17%). Flamini y colaboradores [117] analizaron Ila
composicién quimica de hojas, flores y tallos, de romero por separado,
reportando a-pineno como compuesto mayoritario con porcentajes de 30.3 =

0.4%, 21.8 = 09% y 20.7 = 0.7%, respectivamente. Papageorgiou Yy
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colaboradores [118] reportaron el 1,8-cineol como compuesto mayoritario (1-
6%), seguido de o-pineno (3.2-4%), a-terpineol (3-4.5%), alcanfor (2-6%) y
trans-p-cariofileno (2-5%).

En la Figura 39 se observa la clasificacion, por familias, de compuestos de los
componentes identificados en los AE de R. officinalis, donde el contenido de
hidrocarburos monoterpénicos (39.7-54.0%) y monoterpenos oxigenados (39.7-
53.7%) fue similar, por la presencia de a-pineno (HM) y 1,8 cineol (MO), en
proporciones mayores de 39.7%. Ademas, se evidencia el bajo contenido de

hidrocarburos sesquiterpénicos (2.9-7.6%) y sesquiterpénos oxigenados (0O-
0.4%).

Figura 39. Distribucién de las familias de compuestos presentes en los AE de R. officinalis
(RO), S. officinalis (SO) y L. citriodora (LC), obtenidos por las técnicas de destilacion MWHD y
AV (Véanse Tablas 19y 20).

Cantidad relativa, %
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S o o o ©
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—————

RO-I ROl
ROl ROy
RO-V
RO-VI
R

O-VII
RO-VIII X
B Otros compuestos RO-IX

B Sesquiterpenos oxigenados

B Hidrocarburos sesquiterpénicos
B Hidrocarburos monoterpénicos
B Monoterpenosoxigenados

El AE de R. officinalis, cultivado en Colombia puede ser usado en las industrias
cosmeética y alimenticia, por la presencia de 1,8-cineol, canfeno y trans-p-

cariofileno usados como fragancias e intermediaros en la sintesis de nuevos
compuestos.
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Tabla 26. Composicién quimica de los AE de R. officinalis, obtenidos por MWHD.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
DB-5 DB-WAX RO-I RO-II RO-III RO-IV RO-V
3 a-Pineno* HM 944 1023 36.138 £ 0.001 | 19.184 +£ 0.001 | 21.982 + 0.002 | 18.672 + 0.001 | 19.765 + 0.002
5 Canfeno* HM 958 1064 5.232+£0.001 | 12.894 +£ 0.001 | 13.061 + 0.002 | 8.600 + 0.001 | 11.495 + 0.001
8 B-Pineno HM 985 1101 2.539+0.002 | 3.807+0.002 | 2.881+0.003 | 4.560 +0.001 | 4.321 + 0.003
11 a-Felandreno HM 1009 1200 0.253+0.001 | 2.401+£0.001 | 2.336 £0.003 | 2.357 £0.004 | 2.448 + 0.001
14 1,8-Cineol* MO 1038 1206 23.213 £ 0.001 | 21.795 £ 0.001 | 22.985 + 0.002 | 24.487 + 0.002 | 21.216 + 0.002
26 Alcanfor* MO 1157 1513 2.688£0.002 | 17.257 £0.001 | 17.540 £ 0.004 | 17.512 £ 0.001 | 15.530 + 0.002
30 Borneol* MO 1178 1697 3.331+0.001 | 4.099+0.002 | 3.855+0.003 | 4.787 £0.002 | 4.406 + 0.001
35 Verbenona MO 1221 1706 6.848 £0.003 | 1.995+0.001 | 1.801+0.001 | 3.241+0.001 | 1.815+0.001
45 trans-B-Cariofileno* HS 1443 1598 2.206 £0.003 | 5.751+0.001 | 2.600 +0.002 | 4.621+0.003 | 6.611 + 0.004

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas.

IR-indice de retencion lineales.
HM: Hidrocarburo monoterénico.
MO: Monoterpeno oxigenado.

HS: Hidrocarburo sesquiterpénico.
SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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Tabla 27. Composicién quimica de los AE de R. officinalis, obtenidos por AV.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
DB-5 DB-WAX RO-VI RO-VII RO-VIII RO-IX
3 a-Pineno* HM 944 1023 30.36 + 0.02 27.41 +0.02 24.609 = 0.001 25.489 + 0.001
5 Canfeno* HM 958 1064 10.749 + 0.007 12.266 + 0.006 12.996 + 0.006 13.195 + 0.003
8 B-Pineno HM 985 1101 3.584 + 0.002 3.387 £0.001 3.355+0.001 3.419 £ 0.001
11 a-Felandreno HM 1009 1200 1.801 £ 0.001 2.946 £ 0.001 2.743 £ 0.001 2.602 £ 0.003
14 1,8-Cineol* MO 1038 1206 23.314 £ 0.006 28.968 = 0.009 26.864 + 0.002 24.871 + 0.007
26 Alcanfor* MO 1157 1513 8.454 + 0.007 9.746 =+ 0.004 12.837 £ 0.001 13.122 + 0.001
30 Borneol* MO 1178 1697 2.405 = 0.003 1.404 £ 0.001 2.133+0.001 1.901 + 0.001
35 Verbenona MO 1221 1706 2.212 +0.002 0.603 + 0.002 0.885 + 0.001 0.825 + 0.001
45 trans-p-Cariofileno* HS 1443 1598 4.793 + 0.003 2.631 £ 0.007 3.975 £ 0.001 4.890 + 0.005

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas.

IR-indice de retencion lineales.
HM: Hidrocarburo monoterénico.
MO: Monoterpeno oxigenado.

HS: Hidrocarburo sesquiterpénico.
SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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La composicion quimica de los dos AE de la especie S. officinalis, aislados por
MWHD, se presenta en la Tabla 28. El 1,8-cineol fue el compuesto mayoritario
(22.778 = 0.001% y 26.623 + 0.003%), seguido de a-tujona (19.220 = 0.003% y
18.303 = 0.002%), trans-p-cariofileno (9.783 = 0.003% y 7.287 = 0.004%),
viridiflorol (7.553 = 0.003% y 8.036 = 0.005%) y a-humuleno (7.686 + 0.002% y
5.452 + 0.003%).

La composicion quimica de los AE analizados en este trabajo, fue diferente a la
reporta por Taarit y colaboradores [119], quienes aislaron el AE por
hidrodestilacion a partir de plantas cultivadas en Tunez, y encontraron como
compuestos mayoritarios viridiflorol (17.1 = 0.1%), 1,8-cineol (11.39 = 0.03%), a-
tujona (11.13 = 0.04%), alcanfor (5.5 + 0.1%), borneol (5.02 = 0.02%) y trans-p-
cariofileno (5.00 = 0.05%). No obstante, se han desarrollado diversas
investigaciones sobre la especie S. officinalis, que evidencian variaciones en la
composicién quimica de su AE, en funcion del medio donde se cultiva la planta.
Farhat y colaboradores [120] compararon la composicion quimica de cuatro AE
ailados de especies cosechadas en diferentes zonas de Tunez (Kélibia (OK),
Soliman (OS), Bou Arada (OB) y Sers (OR). En tres de los AE se identifico o-
tujona (OS: 16 + 3%; OB: 18.08 + 0.02%; OR: 19.2 + 0.2%) como componente
mayoritario, seguido de 1,8-cineol (OS: 13 = 3%; OB: 14.6 + 0.2%; OR: 15.60 =
0.08%) y viridiflorol (OS: 15 + 4%; OB: 11.13 = 0.05%; OR: 9.94 = 0.05%). Sin
embargo, en el AE de la especie cultivada en Kélibia se identific6 como
compuesto mayoritario viridoflorol (OK: 19 + 2), seguido de manol (OK: 13.1 +
0.6) y a-tujona (OK: 11.6 + 0.6).

En la Figura 39 se presenta una clasificacion, por familias, de compuestos de
los AE SO-l1 y SO-Il, donde se observa un contenido de monoterpenos
oxigenados de 53.5 y 60.8%, respectivamente. Ademas, se encontraron
hidrocarburos monoterpénidos en cantidades relativamente bajas (155 y
12.7%), hidrocarburos sesquiterpénicos (20.2 y 16.6%) y sesquiterpénos
oxigenados (10.8 y 10.5%).
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En la Tabla 29 se identifican geranial (18.588 + 0.004%) y neral (13.971 =
0.003%) como compuestos mayoritarios en el AE de L. citriodora, seguido de
limoneno (10.000 = 0.001%), trans-B-cariofileno (8.318 + 0.001%), Oxido de
cariofileno (2.437 = 0.001%) y B-cubebeno (2.386 + 0.001%).

En el AE aislado de plantas de L. citriodora, en diferentes estados fenoldgicos,
se identificaron geranial (27 y 39%), neral (22 y 24%) y limoneno (6 y 18%)
como compuestos mayoritarios [124]. El AE de plantas recolectadas en
jardines de la ciudad de Bucaramanga (Colombia) presentd como
componentes mayoritarios geranial (38.30%), neral (20%), geraniol (5.6%) y
nerol (4.1%) [121]. Resultados similares a los de Grecia se obtuvieron con
plantas cultivadas en Chile, donde también se identificaron geraniol (45.59%),
neral (31.33%) y limoneno (1.34%) como componentes principales del aceite
[125].

La clasificacion del AE de L.citriodora, por familias, de compuestos (Véase
Figura 39) mostrd contenidos altos de monoterpénos oxigenados (47.7%) e
hidrocarburos sesquiterpénicos (28.3%). Ademas, aldehidos monoterpénicos

geranial y neral constituyeron un 20.9% del total del aceite de cidron.
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Tabla 28. Composicién quimica de los AE de S. officinalis, obtenidos por MWHD.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
DB-5  DB-WAX SO-I SO-Il
2 o-Pineno* HM 942 1020 1.444 + 0.001 2.152 +£0.001
3 Canfeno* HM 957 1064 1.064 + 0.001 1.383 + 0.001
4 Sabineno HM 980 1117 1.040 + 0.001 0.447 + 0.001
5 B-Pineno HM 985 1101 3.509 + 0.001 3.859 + 0.001
6 B-Mirceno HM 993 1163 5.332 £ 0.001 2.395 +0.001
11 1,8-Cineol* MO 1041 1206 22.778 £ 0.001 26.623 + 0.003
13 y-Terpineno* HM 1065 1243 1.057 + 0.004 0.774 + 0.002
17 a-Tujona MO 1116 1400 19.220 + 0.003 18.303 + 0.002
20 Alcanfor* MO 1157 1513 4.398 + 0.001 6.030 + 0.003
32 trans-p-Cariofileno* HS 1444 1600 8.783 = 0.003 7.287 +0.004
38 a-Humuleno* HS 1478 1673 7.686 + 0.002 5.452 + 0.003
50 Viridiflorol SO 1622 2010 7.553 + 0.003 8.036 + 0.005
54 Manol SO 2094 2048 1.621 + 0.001 1.262 + 0.001

*Idendificados con base en las sustancias patrén certificadas.

IR-indice de retencion lineal.

HM: Hidrocarburo monoteréni
MO: Monoterpeno oxigenado.
HS: Hidrocarburo sesquiterpé

Co.

nico.

SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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Tabla 29. Composicién quimica de los AE de L. citriodora, obtenido por MWHD.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
DB-5 DB-WAX LC-I

6-Metil-5-hepten-2-ona oC 987 1332 1.055 £ 0.001

Limoneno* HM 1037 1194 10.000 £ 0.001
10 1,8-Cineol* MO 1040 1204 2.359 + 0.001
11 trans-B-Ocimeno HM 1052 1232 1.848 + 0.002
22 Alcanfor* MO 1157 1513 4.444 + 0.002
24 Epoéxido de rosefurano MO 1178 1595 1.463 £ 0.002
31 Nerol MO 1231 1792 1.077 £ 0.004
33 Neral* MO 1247 1679 13.971 + 0.003
36 Geranial* MO 1276 1727 18.588 + 0.004
42 B-Cubebeno HS 1400 1540 2.386 + 0.001
45 trans-B-Cariofileno* HS 1444 1600 8.318 £ 0.001
53 ar-Curcumeno HS 1494 1769 4.959 + 0.003
55 o-Zingibereno HS 1502 1719 1.978 £ 0.001
64 trans-Nerolidol SO 1571 2034 1.677 £ 0.001
70 Oxido de cariofileno SO 1611 1985 2.437 £ 0.001

*|dendificados con base en las sustancias patrén certificadas.

IR-indice de retencién lineal.

HM: Hdirocarburo monoterénico.

MO: Monoterpeno oxigenado.

OC: Otros ompuestos.

HS: Hidrocarburo sesquiterpénico.
SO: Sesquiterpeno oxigenado.
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5.7.3 Cuantificacién de los componentes mayoritarios en los AE. Para la
cuantificacion de los componentes mayoritarios de los AE se construyeron
curvas de calibracion para cada uno de estos compuestos (Véase Anexo 2).
Se prepararon soluciones de diferente concentracion y se procedido a
analizarlas bajo los mismos pardmetros cromatogréaficos, empleados para el
analisis de los AE. Con los datos obtenidos, se construyeron las curvas de
calibracion (Areas vs. Concentracion) para cada uno de los metabolitos
secundarios de interés. Las curvas de ajustaron por regresion lineal teniendo
en cuenta que la respuesta del detector en el rango de concentraciones
preparadas fuera lineal. Finalmente, se calcularon las concentraciones de los
metabolitos presentes en los AE con base en las curvas de calibracion de las
sustancias de referencia certificados. Estas concentraciones se expresaron en

miligramos (mg) de compuesto por mililitro (mL) de AE (Véase Tabla 30).

Entre los componentes cuantificados en las 4 especies bajo estudio se
encuentran el a-pineno, canfeno, y-terpineno, 1,8-cineol, linalol, p-cimeno,
limoneno, alcanfor, borneol, citral, timol, carvacrol, trans-p-cariofileno y a-

humuleno.

5.7.4 Caracterizaciéon quimica de los extractos obtenidos por SFE. El
andlisis de composisicon quimica de la fraccion volatil de los extractos SFE se
realizd6 por GC-FID. En la Figura 40 se presentan algunos perfiles
cromatograficos tipicos de los metabolitos secundarios asilados por SFE de las
especies T. vulgaris y S. officinalis. En las Tablas 31-34 se registran los
compuestos identificados y sus cantidades relativas (%, n=3). Se detectaron
entre 8 y 25 sustancias en concentraciones relativas >0.2%, de los cuales se
identificaron positivamente el 71-96%. La identificacion se realizd teniendo en
cuenta los mismos criterios cromatograficos y espectroscépicos que se usaron

para el analisis de los AE (Véase Numeral 5.7.2.).
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Tabla 30. Cuantificacion por GC-FID de los componentes principales en los AE aislados de las plantas bajo estudio.

ESPECIE

CODIGO AE

mg sustancia/mL AE (s, n=3)

p-Cimeno y-Terpineno Linalol Timol Carvacrol trans-p-Cariofileno
TV-I 233.4:0.9 68.2 0.3 325+0.2 465+ 3 27.5:0.1 49.1:0.3
TV-I 156 £ 3 167 +4 24605 449 = 2 27.5+0.1 31.9+0.2
TV-I 149.6 + 0.3 179.1:0.4 26.22 + 0.05 4402 26.2:0.1 24.4+0.1
TV-IV 264 =3 65.8+0.7 27.6+0.3 3092 24.2:0.2 30.0:0.2
TV-V 2017 671 21.1+0.3 439 =7 25.6+0.3 289:0.7
TV-VI 1132 791 20.8+0.3 344 + 6 19.3+0.2 41.6+0.7
TV-VII 2121 68.2 £ 0.3 29.3+£0.2 3382 22.12 +0.02 22.7+0.1
TV-VII 2718 58.4+0.2 325+0.1 2595 21.69+0.01 18.80 £ 0.03
TV-IX 201.3:0.6 72.3:0.6 324:0.1 3011 21.60:0.01 22.52 £ 0.06
_ TV-X 156+ 5 79.5:0.2 28.27 £ 0.01 384:6 26.27 + 0.01 30.02 £ 0.02
T. vulgaris TV-XI 136.4 0.9 99.7 0.5 27.07 £ 0.04 388+ 10 25.5: 0.5 26.35+ 0.02
TV-XII 132.0:0.1 110.92 = 0.07 28.1:0.4 443 + 5 25.7+0.3 25.60 = 0.01
TV-XIl 111.9:0.6 78.6 0.4 31.50 = 0.08 4612 26.34 = 0.01 26.79 = 0.01
TV-XIV 117.65 + 0.01 101.00 = 0.01 26.99 = 0.01 425+ 1 23.29+0.01 27.67 £ 0.02
TV-XV 115.2+0.6 104.04 = 0.07 27.94:0.01 456 = 1 24,58 + 0.01 42.47 +0.01
TV-XVI 93.7:0.2 96.9+ 0.2 24.64 + 0.07 450.3:0.1 23.69:0.01 40.64 + 0.01
TV-XVII 91.57 = 0.06 104.54 + 0.01 26.30 £ 0.01 478.2+0.3 24.65 + 0.01 41.71:0.02
TV-XVIII 274+ 1 161.2+0.4 37.72+£0.02 133.5:0.1 11.78 £+ 0.01 40.95=+0.01
TV-XIX 293.6:0.9 151.9:0.3 37.22+0.01 130.7+0.1 11.64 £ 0.01 41.0+0.3
TV-XX 148.54 + 0.01 179.67 £ 0.01 25.07 £ 0.01 258.5:0.1 15.17 £ 0.01 51.88 + 0.01
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Tabla 30.Continuacion.

mg sustancia/mL AE (= s, n=3)

ESPECIE CODIGO AE
o-Pineno Canfeno 1,8-Cineol Alcanfor Borneol trans-p-Cariofileno
RO-I 290.39+0.01 42.13:0.01 219.83:0.01 23.82:0.01 31.95:0.01 27.25+0.02
RO-II 156.05 = 0.01 104.92 £ 0.01 208.88 + 0.02 160.44 = 0.01 39.39£0.02 67.44 £ 0.01
RO-III 177.77 £ 0.01 105.66 = 0.01 218.91:0.02 162.07 = 0.02 36.91:0.01 31.80+0.01
RO-IV 152.95:0.01 70.50 £ 0.02 236.32:0.01 163.97 £ 0.01 46.03 £ 0.01 55.08 + 0.01
R. officinalis RO-V 165.00 £ 0.01 96.00 + 0.01 208.67 + 0.01 148.10 = 0.01 43.27 £ 0.02 79.07 £ 0.02
RO-VI 252.2+0.2 89.36 + 0.07 228.2+0.4 79.8+0.1 24.25 + 0.05 57.8+0.1
RO-VII 239.9:0.4 107.4+0.2 298.8 £ 0.6 97.1:0.2 15.55 + 0.03 34.08 + 0.04
RO-VIII 198.06 = 0.01 104.64 £ 0.05  254.77 £ 0.01 117.83:+0.01 21.07 £ 0.01 46.98 = 0.01
RO-IX 220.19+0.01 114.03 £ 0.01 253.18 £ 0.01 129.38 + 0.01 20.23+0.01 61.17 £ 0.01
i mg sustancia/mL AE (¢ s, n=3)
ESPECIE CODIGO AE
a-Pineno Canfeno 1,8-Cineol Alcanfor trans-B-Cariofileno o-Humuleno
SO-| 11.63+0.01 8.60 £ 0.01 214.46 = 0.02 39.40 +0.01 99.82 + 0.03 58.40 + 0.01
S. officinalis
SO-II 16.42 + 0.01 10.59 + 0.01 238.05+0.01 51.61 + 0.02 79.23+0.01 38.86 + 0.01
) mg sustancia/mL AE (x s, n=3)
ESPECIE CODIGO AE
o-Pineno Limoneno Linalol Alcanfor Citral trans-p-Cariofileno
L. citriodora LC-l 2.57+0.01 74.22 + 0.01 6.51+0.01 36.00 + 0.02 283.03 + 0.02 86.08 + 0.01
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Figura 40. Cromatogramas tipicos de extractos obtenidos por SFE de: A. T. vulgaris y B. S. officinalis. Columna DB-5 (60 m), split 1:30, FID.

Véanse las Tablas 30-33, donde aparece la identificacién de los picos.
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En los extractos SFE de T. vulgaris, analizados por GC-FID se identificaron
timol (18.2-31-4%), acido n-hexadecandico (6-7-22-2%) y cis,cis-9,12-acido
octadecanoico(14.4-27-4%), como componentes mayoritarios. Los extractos
SFE-TV-V y SFE-TV-VI presentaron mayor proporcion de compuestos volatiles
como canfeno, linalol, terpinen-4-ol, éter metilico de timol y timoquinona.
Ademas, se identificaron compuestos de mayor peso molecular mas alto como
olean-12-en-3-ona-B-amirenona (1.6-5%), l1l4-serrateno-3,21-diol (1.9-5-1%) vy
4-stigmasten-3-ona (3.3-9-7%) (Véanse Tablas 31y 32).

El extracto SFE-TV-V obtuvo el mayor contenido de compuestos volatiles (20.3
%), como p-cimeno, canfeno, linalol, terpinen-4-ol, éter metilico de timol y
timoquinona. Este extracto se aislé empleando los pardmetros presion (50
MPa), temperatura (353 K) y tiempo estatico (20 min) en sus niveles mas altos,
y el flujo (20 g/min) y tiempo dinamico (30 min) fueron en los niveles mas bajos.
Cuando se aumenta el flujo a 60 g/min (SFE-TV-VII), no se detectan estos
compuestos volatiles, pero si se incrementa la proporcién de componentes de
mayor peso molecular como los acidos n-hexadecanoico y cis-cis-9,12-

octadecanodico.

A diferencia de los AE, en los extractos SFE de T. vulgaris se detectaron
compuestos de mayor peso molecular, entre ellos los acidos n-hexadecanoico
y cis-cis-9,12-octadecandico, y el fitoesterol 4-stigmasten-3-ona, que ha sido
identificada en otras especies vegetales, por ejemplo, Ornithogalum

cuspidatum Bertol [126].

La composicién de los extractos SFE de S. officinalis fue similar a la de los AE
analizados (Véase Numeral 5.7.4), pero los componentes se encontraron en
diferente proporcion que en los aceites. Manol (32.9-47.6%), viridiflorol (16.0-
22-1%), 1,8-cineol (3.7-11.1%), a-tujona (0-6.7%) y trans-B-cariofileno (3.1-9-
1%) (Vease Tablas 33y 34), se identificaron como componentes mayoritaros.

El viridiflorol y el manol contituyen entre 48.9 y 69.0% de la porcién volatilizable

del extracto obtenido por SFE y analizado por GC-FID. ElI manol es un
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diterpeno oxigenado que ha sido encontrado en cantidades entre el 0.1 y
14.7% en el AE de S. officinalis. Este diterpeno es similar al esclareol
(encontrado en la especie S. sclarea), y es importante precursor quimico del
ambrox, un compuesto sintético con propiedades similares a las del ambar gris
[127]. ElI &mbar gris es una secrecion biliar de los intestinos del cachalote,
usado en la elaboracion de perfumes y para fines medicinales y saborizantes.
Debido a que es dificil lograr un suministro constante de ambar gris de alta
calidad, la industria perfumistica ha buscado substituirlo por sustancias
derivadas del manol y esclareol, ya que la demanda del ambar gris es
constante, alta y su precio es elevado.
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Tabla 31. Composicién quimica de los extractos obtenidos por SFE de T. vulgaris.

. IR Cantidad relativa, % (x s, n=3)
N° Pico Compuesto

DB-5 SFE-TV-I SFE-TV-II SFE-TV-III SFE-TV-IV SFE-TV-V SFE-TV-VI
1 p-Cimeno 1031 N.D. 8.55+0.03 N.D. N.D. 13.72+0.05 | 9.25+0.03
2 Canfeno 1066 N.D. 0.90 £ 0.01 N.D. N.D. 1.19£0.02 0(')801519*
3 Linalol 1101 N.D. N.D. N.D. N.D. 1.79:0.01 0.87 £ 0.02

. 0.721 +
4 Terpinen-4-ol 1187 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.002 N.D.
5 Eter metilico de timol 1238 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.550+0.01 N.D.
6 Timoquinona 1256 N.D. N.D. N.D. N.D. 2.31+0.01 N.D.
7 Timol 1293 20.15+0.02 29.45 + 0.06 4.90 +0.03 19.07 = 0.06 21.9:0.1 25.98 + 0.07
8  cCarvacrol 1304 N.D. 7.72:0.05 N.D. 358:004 | 599002 5665(?4*
9 trans-B-Cariofileno 1443 N.D. 1.27 £ 0.03 N.D. N.D. 2638541 1.19:0.01
2.683 =

10 B-Copaeno 1456 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.005 N.D.
11 Oxido de cariofileno 1610 N.D. N.D. N.D. N.D. 1.38 + 0.02 N.D.
12 Neofitadieno 1843 2.61:0.01 2.360.04 2.21:0.01 1.88 + 0.02 1.07:0.01 1.07 £ 0.01
13 C18H3002 1886 1.48 + 0.03 1.43:0.02 1.15:0.02 0.99:0.01 0.55+0.01 N.D.
14 Acido n-hexadecanoico 1960 15.80 = 0.07 16.37 £ 0.05 22.20+0.02 20.76 + 0.08 6.66+0.09 | 12.05+0.01
15 C20H3402 2135 4.42 +0.02 3.00 £ 0.02 8.33+0.03 5.27 +0.03 2.44+0.03 3.56+0.01
16 C20H3402 2139 6.11 + 0.02 3.72 +0.06 7.05+0.02 5.23 +0.02 2.59:0.05 3.30+0.03
17 cis,cis-9,12-Acido octadecanoico 2143 21.96 £ 0.03 16.67 + 0.06 27.44 £ 0.04 21.1+0.1 11.92 + 0.06 14.4+0.2
18 C18H340o. 2161 9.69:0.01 6.33:0.04 8.89 + 0.02 7.77 +0.03 5.17 £ 0.02 5.74 + 0.07
19 Olean-12-en-3-ona-B-amirenona 2236 2.88 £0.02 N.D. 498 £ 0.04 3.71£0.06 2.62:0.01 2.58+0.01
20 14-Serrateno-3,21-diol 2380 3.04:0.01 2.24+£0.02 3.15:0.01 3.16 + 0.05 1.89:0.01 2.26+0.04
21 C21H2006. 2456 5.29 £ 0.07 N.D. 4.05+0.01 4.16 +0.03 2.59:0.03 6.99 + 0.03
22 4-Stigmasten-3-ona 3237 6.56 + 0.05 N.D. 5.64 + 0.03 3.27 +0.03 N.D. 4,31 £0.04

N.l.: No identificado, N.D.: No detectado.
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Tabla 32. Composicién quimica de los extractos obtenidos por SFE de T. vulgaris.

Ne IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
: Compuesto

Pico DB-5 SFE-TV-VII SFE-TV-VIII SFE-TV-IX SFE-TV-X SFE-TV-XI
1 p-Cimeno 1031 N.D. 9.61 £ 0.03 1.78 £ 0.03 4.73+0.01 1.36 £ 0.01
2 Canfeno 1066 N.D. 0.87 £ 0.02 N.D. N.D. N.D.
3 Linalol 1101 N.D. N.D. N.D. 5.03+£0.01 N.D.
4 Terpinen-4-ol 1187 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
5 Eter metilico de timol 1238 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
6 Timoquinona 1256 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
7 Timol 1293 19.91 + 0.06 26.39+0.01 | 31.44+:0.02 26.22 +0.01 18.21 + 0.02
8 Carvacrol 1304 4.61+0.03 6.62 £ 0.02 8.55+0.02 5.37+0.02 4.44 +0.03
9 trans-p-Cariofileno 1443 N.D. 1.190 + 0.008 1.78+0.01 1.32+£0.03 N.D.
10 B-Copaeno 1456 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
11 Oxido de cariofileno 1610 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
12 Neofitadieno 1843 1.78 + 0.03 1.96 £ 0.02 2.24 +0.04 1.28 £ 0.02 2.45:0.01
13 Ci1H3002 1886 0.86 +£0.02 1.06 £ 0.01 1.17 £ 0.03 0.63:0.02 N.D.
14  Acido n-hexadecanoico 1960 18.38 £ 0.05 13.31+£0.02 | 13.58 +0.04 14.47 £ 0.02 13.81 £ 0.01
15 CaoH3402 2135 4.59 + 0.04 3.093+0.006 | 2.45+0.01 3.85:0.01 3.71:0.03
16 CaoH3402 2139 4.83+0.08 3.94:0.01 4.47 +0.02 3.71:0.03 3.64+0.01
17 cis,cis-9,12-Acido octadecanoico 2143 20.25 £ 0.02 19.09 £ 0.04 16.45 £ 0.02 14.83 £ 0.06 17.41 £0.01
18 C1gH3402 2161 7.56 = 0.07 6.17 £ 0.01 7.56 + 0.02 6.01:0.01 6.78 £ 0.02
19 Olean-12-en-3-ona-B-amirenona 2236 3.62+0.09 1.65+0.02 N.D. 2.71:0.01 3.68 £ 0.01
20 14-Serrateno-3,21-diol 2380 2.65 + 0.07 2.06 £ 0.02 3.30:0.02 2.55:0.01 5.05:0.02
21 C,1H2006 2456 471 +0.05 3.00:0.01 5.24:0.01 3.71:0.05 9.81:0.05
22  4-Stigmasten-3-ona 3237 6.3+0.1 N.D. N.D. 3.59 + 0.01 9.66 + 0.02

N.l.: No identificado, N.D.: No detectado.
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Tabla 33. Composicién quimica de los extractos obtenidos por SFE de S. officinalis.

) IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
N° Pico Compuesto

DB-5 SFE-SO-I SFE-SO-II SFE-SO-IlI SFE-SO-IV SFE-SO-V SFE-SO-VI
1 o-Pineno 942 0.383 + 0.004 N.D. 0.415 + 0.005 0.38+0.01 0.74 £ 0.01 0.563 + 0.005
2 Canfeno 958 0.236 + 0.004 N.D. 0.301 + 0.005 N.D. 0.466 + 0.005 0.387 £ 0.005
3 B-Pineno 984 0.574 + 0.002 0.60 £ 0.01 0.51+0.01 N.D. 0.943 +0.003 0.66 £ 0.01
4 1,8-Cineol 1039 8.54 +0.01 10.95 £ 0.02 8.316 + 0.004 6.502 + 0.003 10.26 £ 0.02 8.92 + 0.06
5 a-Tujona 1113 5.49 £ 0.01 6.68 £ 0.01 491+0.01 3.90+0.01 5.478 + 0.004 4.64 +0.04
6 B-Tujona 1125 1.55+0.02 1.98 +0.02 1.76 £ 0.01 0.93+0.01 1.654 £ 0.006 1.44£0.01
7 Alcanfor 1157 3.242 + 0.005 3.92+0.04 3.728 + 0.005 3.03+0.01 3.11+0.01 3.42+£0.03
8 Borneol 1178 0.495 + 0.004 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
9 trans-p-Cariofileno 1442 7.55+0.01 9.136 + 0.006 7.90 +0.01 7.984 +0.008 7.805 + 0.007 7.03 £ 0.05
10 cis-Eudesma-6,11-dieno 1462 0.830 + 0.005 1.42 £ 0.02 1.001 £ 0.005 1.05+0.01 1.26 £ 0.02 0.960 + 0.001
11 a-Humuleno 1476 5.05+0.01 6.51 +0.02 5.67 £ 0.01 5.758 + 0.007 5.375 £ 0.006 5.16 + 0.04
12 8-Cadineno 1516 0.631 + 0.004 0.981 +0.008 0.97 £0.01 0.97 +£0.01 0.798 + 0.003 0.90+0.01
13 Ci5H240 1541 0.375 £ 0.004 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
14 Espatulenol 1601 0.405 + 0.004 N.D. N.D. N.D. 0.449 + 0.005 N.D.
15 Oxido de cariofileno 1610 0.60 + 0.01 N.D. 0.621 + 0.006 0.636 + 0.004 0.516 + 0.004 0.604 + 0.005
16 Viridiflorol 1620 17.92 £ 0.02 16.02 £ 0.01 17.96 £ 0.01 18.96 £ 0.01 17.39£0.01 17.1+0.1
17 Epdxido de humuleno Il 1638 0.651 + 0.004 N.D. 0.754 + 0.005 0.750 + 0.006 0.563 + 0.005 0.70+0.01
18 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona 1844 0.438 + 0.004 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
19 Esclareno 1957 0.50 £ 0.01 N.D. 0.488 + 0.005 0.51+0.01 0.466 + 0.003 0.473 £ 0.003
20 n-Acido hexadecanoico 1964 0.733 £ 0.005 2.69+0.01 1.58 £ 0.01 3.189 +0.005 2.106 + 0.003 2.53+0.02
21 Hexadecanoato de etilo 1968 2.17 £0.02 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
22 C16H3202 1975 1.42 £0.01 N.D. 0.833 £ 0.005 1.10+0.01 1.035 £ 0.002 1.333 £0.003
23 Manol 2094 36.59 + 0.02 32.93+0.03 37.32+0.01 38.79 £ 0.02 35.68 + 0.01 36.3+0.3
24 trans-Ferruginol 2368 2.165 + 0.003 2.09 +0.03 3.436 + 0.004 3.71+0.01 2.229 +0.004 4.10+0.03
25 C22H3202 2413 1.457 £ 0.004 3.47+0.01 1.536 £ 0.006 1.922 + 0.006 1.67 £0.01 2.73+0.01

N.D.: No detectado.
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Tabla 34. Composicién quimica de los extractos obtenidos por SFE de S. officinalis.

) IR Cantidad relativa, % (= s, n=3)
N° Pico Compuesto

DB-5 SFE-SO-VII SFE-SO-VIII SFE-SO-IX SFE-SO-X SFE-SO-XI SFE-SO-XII
1 o-Pineno 942 N.D. 0.466 + 0.008 0.49+0.01 N.D. 0.630 +0.008 0.79£0.01
2 Canfeno 958 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
3 B-Pineno 984 N.D. 0.614 + 0.008 0.70+0.01 N.D. 0.763 + 0.005 0.93+0.01
4 1,8-Cineol 1039 6.17 £ 0.01 8.35+0.01 9.56 + 0.02 3.74 £ 0.05 9.86 + 0.01 11.11 £0.02
5 a-Tujona 1113 2.81+0.01 3.749 + 0.007 5.14 + 0.04 N.D. 4.76 £ 0.02 4.65 £ 0.02
6 B-Tujona 1125 N.D. 0.981 + 0.008 1.289 £ 0.008 N.D. 1.201 + 0.009 N.D.
7 Alcanfor 1157 2.01+0.01 2.79+0.01 3.49 +0.02 N.D. 3.20+£0.03 3.23+0.01
8 Borneol 1178 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
9 trans-p-Cariofileno 1442 5.39+0.02 6.62 + 0.02 7.99 +0.02 3.07 £ 0.02 7.95+0.01 8.11 +0.03
10 cis-Eudesma-6,11-dieno 1462 1.15+0.01 1.048 £ 0.004 1.21+0.01 N.D. 1.231 £ 0.008 1.48 £ 0.01
11 a-Humuleno 1476 3.79 £ 0.02 4.63+0.01 5.63+0.01 2.08 +£0.02 5.705 + 0.006 5.730 + 0.009
12 8-Cadineno 1516 N.D. 0.979 + 0.007 N.D. N.D. 1.04 +0.01 N.D.
13 Ci15H240 1541 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
14 Espatulenol 1601 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
15 Oxido de cariofileno 1610 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
16 Viridiflorol 1620 | 22.06 +0.02 18.12 £ 0.02 18.073 + 0.002 21.46 £0.04 17.33£0.02 17.15+0.03
17 Epdxido de humuleno 11 1638 N.D. 0.522 + 0.003 N.D. N.D. N.D. N.D.
18 6,10,14-trimetil-2-Pentadecanona 1844 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
19 Esclareno 1957 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.527 + 0.009 N.D.
20 n-Acido hexadecanoico 1964 6.05+0.01 3.39+0.01 4.098 + 0.007 8.42 + 0.04 3.908 + 0.007 4.01 £0.02
21 Hexadecanoato de etilo 1968 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
22 C16H3202 1975 N.D. 243+0.01 N.D. 8.19 + 0.02 1.319 £ 0.008 N.D.
23 Manol 2094 | 45.86 +0.02 38.61 +0.02 38.76 + 0.03 47.56 + 0.06 38.983 + 0.001 35.59 +0.03
24 trans-Ferruginol 2368 N.D. 3.94 £ 0.01 N.D. N.D. N.D. 2.72 +0.02
25 C22H3202 2413 471 +0.01 2.849 + 0.007 3.588 + 0.009 5.48 + 0.02 3.59+£0.02 451+0.01

N.D.: No detectado.
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Ademas de la caracterizacion quimica de los extractos SFE obtenidos por
GC-MS y GC-FID, se realizd6 su analisis por cromatografia liquida (LC)
acoplada a un detector de arreglo de diodos (DAD), se monitorearon 11
compuestos fendlicos, a saber: apigenina, luteolina, quercetina, naringenina,
kaempferol, pinocembrina y los acidos carnésico, rosmarinico, p-cumarico,
caféico y ursdlico. Este analisis se realizd empleando la metodologia
desarrollada por Monica Cala, quien implementd dos métodos para el analisis
de compuestos fendlicos en plantas aromaticas del género Lippia. Para los
extractos SFE de T. vulgaris no se identific6 ninguno de los componentes
mencionados anteriormente. Sin embargo, en los extractos de S. officinalis se

detectaron (Véase Figura 41) y cuantificaron los &cidos carndsico y ursélico.

Teniendo en cuenta los resultados publicados por Santos-Gomes vy
colaboradores [128] sobre la composicidn quimica de extractos obtenidos con
solvente (acetona), se puede suponer que el pico cromatografico 2 (No
identificado) que aparece después del acido carndsico, posiblemente es el
carnosato de metilo (Vease Figura 41). En el analisis por LC de extractos SFE
de salvia, realizado por Ivanovic y colaboradores [129], se observa que el
carnosato de metilo se detecta 1.2 min después del &cido carndsico, tal como
aparece en los cromatogramas de los extractos analizados en esta
investigacion. Sin embargo, es necesario realizar la confirmacion con el patron
certificado de carnosato de metilo analizado bajo las mismas condiciones
cromatograficas que los extractos o emplear la técnica LC-MS.
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Figura 41. Perfil cromatografico de: A. Extracto SFE-SO-XII, B. Extracto etandlico de S. officinalis y C. Patrones certificados de los acidos carndsico y
ursolico, obtenidos por HPLC-DAD-UV-Vis en la columna apolar ZORBAX Eclipse XDB-C18; Fase movil: metanol, 40%: Agua: Acido o-fosforico
(0.1%), 60%; donde 1- Acido carnésico, 2- No identificado y 3- Acido ursdlico.
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En la Tabla 35 se presentan las concentraciones (mg sustancia/g extracto) de
los acidos carndsico y ursolico identificados y cuantificados en los extractos
SFE y etandlico de S. officinalis. El extracto etandlico se obtuvo disolviendo 50
g de material vegetal seco en 850 mL (x 3 porciones) de etanol absoluto
(99.9%), seguido de sonicacion durante 1 h. Para los dos analitos identificados,
la longitud de onda de méaxima absorcion fue de 210 nm, por lo tanto, a esta
longitud de onda se obtuvo el registro de las areas cromatograficas. No
obstante, a esta longitud de onda, el acido ursélico presenta menor respuesta
ante el detector comparada con la del acido carnésico, por lo cual, para la
cuantificacion, se usaron concentraciones de acido ursélico entre 40 y 500
ppm, que generaron respuestas en el detector entre 123 y 1193 mAU, y para el
acido carnésico se emplearon concentraciones entre 25 y 200 ppm vy
respuestas entre 1559 y 14025 mAU (Véanse Anexo 3, Figuras 3.1y 3.2). Por
esta razén, a pesar de las diferencias en las areas de los picos
cromatograficos, las concentraciones en mg sustancia/g extracto para el acido

ursolico algunas veces fueron mayores que las del acido carndsico.

La concentracion de acido carndsico mas alta se obtuvo para el extracto SFE-
SO-XIl, con 53 + 1 mg de sustancia/g extracto, mientras que para el acido
ursolico, en el extracto etandlico se encontré6 mayor cantidad (297 + 8 mg de

sustancia/g extracto).

En el extracto SFE-SO-X, aislado a 30 MPa y 313 K, se cuantificaron 47 + 1 mg
acido carndsico/g extracto, seguido del extracto SFE-SO-II, con 46.0 + 0.6 mg/g
de extracto. Mientras que el contenido del &cido ursoélico para estos extractos
no presento diferencias significativas, tal como se muestra en la Tabla 35. Los
resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Ivanovic y colaboradores
[129], quienes analizaron el extracto SFE de S. officinalis, obtenido a 30 MPa y
313 Ky, encontraron acido carnésico y carnosato de metilo como componentes

principales del extracto.
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Tabla 35. Areas (mAU= S, n=2) y concentraciones (mg/g extracto+ S, n=2) de los acidos
carndésico y ursélico encontrados en los extractos SFE de S. officinalis.

CcODIGO ACIDO CARNOSICO ACIDO URSOLICO
EXTRACTO mAU mg/g extracto mAU mg/g extracto

SFE-SO-I 19477 = 37 16.4+0.3 125+ 3 46.0 0.6
SFE-SO-lI 6204 + 86 46.0: 0.6 176 +5 571
SFE-SO-III 2513 + 96 20.4+0.7 206 = 8 64 +2
SFE-SO-IV 3648 + 63 31:1 1714 56+ 1
SFE-SO-V 2318 + 21 18.9:0.1 1632 54.1+0.5
SFE-SO-VI 2321 + 63 19.0+ 0.4 144 + 6 50+ 1
SFE-SO-VII 3900 = 61 30.1+0.4 190 = 2 60.4+ 0.4
SFE-SO-VIII 2257 + 67 18.6 + 0.5 143 +8 50+ 2
SFE-SO-IX 4620 = 52 35.1+0.4 153+ 4 52+1
SFE-SO-X 6348 + 101 47 + 1 1751 56.9 + 0.2
SFE-SO-XI 4392 = 32 33.6+0.2 196 =1 61.7+0.2
SFE-SO-XII 7120 = 90 53:1 244 + 4 721
Extracto en

ETON 4407 + 81 33:1 1278 + 36 297 + 8

Con los pardmetros de extraccion usados para aislar el extracto SFE-SO-XII,
se obtuvieron concentraciones de acido carndsico mayores que con la con la
extracciéon convencional con solvente. Sin embargo, la cantidad de acido

ursoélico fue menor.

5.7.5 Andlisis del contenido de acidos grasos (FA) en los extractos SFE.
Al finalizar el proceso de preparacion de los extractos, obtenidos por SFE, que
se describe en el Numeral 4.4, se obtuvo un precipitado no soluble (Véase
Figura 42), que se analiz6 para determinar qué &cidos grasos estaban
presentes. Para ello, se utilizaron los extractos obtenidos con los parametros

de extraccion SFE en sus niveles mas altos, a saber: SFE-TV-XI y SFE-SO-XII.
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Figura 42. Fotografia del precipitado aislado al finalizar el proceso de preparacién de los
extractos SFE. Foto: Archivo personal. Lugar: Laboratorio de Cromatografia (UIS). Fecha: 27
de agosto de 2011.

La determinacion de los FA se llevé a cabo a través de una extraccion con
solvente, seguida de su derivatizacion (Véase Numeral 4.7.4). En la Figura 43
se comparan los perfiles cromatograficos obtenidos para los extractos y la

mezcla patron de los FA.

En la Tabla 36, se muestran las cantidades relativas (%) de los FA presentes
en los extractos SFE-TV-XI (T. vulgaris) y SFE-SO-XII (S. officinalis). El acido
palmitico (C16:0; 3.39%) fue el principal acido graso en el extracto SFE de T.
vulgaris, seguido de los &cidos linolénico (C18:3n3; 2.30%), linoléico
(C18:2n6c¢; 2.08%), estearico (C18:0; 2.08%) y oleico (C18:1n9c; 2.05%). En el
extracto SFE de S. officinalis se encontraron los &cidos linolénico (C18:3n3;
10.12%), palmitico (C16:0; 6.58%), linoléico (C18:2n6c; 6.27%), oleico
(C18:1n9c; 3.98%) vy lignocérico (C24:1; 2.65%), como compuestos

mayoritarios.
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Figura 43. Perfiles cromatograficos de los FA presentes en: A. Extracto SFE-TV-XI, B. Extracto SFE-SO-XIly C. Mezcla patrén de acidos grasos.
Columna DB-5 (60 m), split 1:30, FID. Véase la Tabla 37, para la identificacion de los picos.
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En general, se encontraron los mismos FA, pero en diferentes proporciones, en
ambos extractos SFE. El precipitado del extracto de S. officinalis contiene un
37.76% de los FA, mientras que el de T. vulgaris, un 17.15%, por lo que se
puede concluir, que bajo los mismos parametros de extraccion (Véase Tabla
21, SFE-TV-XI y SFE-SO-XII), para S. officinalis se obtuvo una cantidad mas
alta de FA.

Tabla 36. Cantidad relativa (%) de los FA presentes en los extractos, obtenidos por SFE, de las
especies T. vulgaris y S. officinalis.

Cantidad relativa, %

N° Pico Compuesto
T. vulgaris S. officinalis
1 Acido céprico 0.07 0.01
2 Acido undecanoico 0.15 N.D.
3 Acido ladrico 0.01 0.01
4 Acido tridecanoico 0.02 0.01
5 Acido miristico 0.17 0.26
Acido
6 pentadecanoico 0.04 0.12
7 Acido palmitico 3.39 6.58
8 Acido palmitoleico 0.12 0.20
Acido
9 heptadecanoico 0.13 0.20
10  Acido esteéarico 2.08 1.70
11  Acido oleico 2.05 3.98
12 Acido linoléico 2.08 6.27
13 Acido linolénico 2.30 10.12
14 Acido araquidico 2.62 1.54
15  Acido eicosenoico N.D. 0.13
16  Acido eicosadienoico N.D. 0.03
17 Acido heneicosanoico 0.15 0.48
18  Acido behénico 0.93 2.85
19  Acido ertcico 0.18 N.D.
20  Acido tricosanoico 0.19 0.60
21  Acido lignocérico 0.46 2.65

N.D.: No detectado.
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58 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTI-RADICALARIA Y EL
CONTENIDO DE FENOLES DE LOS AE AISLADOS A PARTIR DE LAS
PLANTAS BAJO ESTUDIO

5.8.1 Capacidad anti-radicalaria y contenido de fenoles de los AE y las
sustancias de referencia analizadas. La capacidad anti-radicalaria,
expresada en equivalentes Trolox®, medida por los métodos ORAC y TEAC, se
determind para los AE, aislados de las especies T. vulgaris, R. officinalis, S.
officinalis y L. citriodora, cosechadas en parcelas experimentales en Sucre-
Santander. Se evalué el contenido de fenoles por medio de las técnicas:
colorimétrica Folin-Ciocalteu y cromatogréaficas, cromatografia de gases (GC)
acoplada a espectrometria de masas (MS) y cromatografia de gases con un
detector de ionozacion en llama (FID). Se emplearon patrones de los
componentes mayoritarios y compuestos antioxidantes de referencia como
BHA, BHT, vitamina E, quercetina y algunos acidos fendlicos, con fines
comparativos. En la Tabla 37 se reportan los valores de TAC (Total Antioxidant

Capacity) y el contenido de fenoles, obtenidos para los AE analizados.

En la Tabla 37, se observan diferencias en los valores obtenidos de capacidad
anti-radicalaria y contenido de fenoles, como consecuencia en las diferentes
proporciones de los compuestos presentes en los AE (Véase Numeral 5.7.2).
El aceite TV-XX de T. vulgaris mostré el mayor valor ORAC, seguido de TV-
XVII, TV-XVI, TV-XIV y TV-XV, lo cual difiere de lo encontrado por los métodos
ABTS™ y Folin-Ciocalteu. Por estos métodos, se determiné que los AE con
mayor valor de capacidad anti-radicalaria y contenido de fenoles fueron TV-XV,
TV-XIII, TV-XVII, TV-XVIl y TV-V.

Con base en los valores en mg del timol/mL de AE de T. vulgaris, reportados
en la Tabla 30, se puede observar que, en general, los AE con mayor
capacidad anti-radicalaria, medida por los métodos ORAC y ABTS™ fueron
aguellos que contenian la cantidad de timol mas alta. Sin embargo, a pesar que

la esencia TV-XX presentd mayor capacidad anti-radicalaria, pero su contenido
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de timol, 259 mg/mL AE, no fue de los mas altos. Esto permite concluir, que las
propiedades antioxidantes de los AE no pueden atribuirse a un solo
componente individual, sino que hay que considerar la composicion de la

mezcla completa.

Entre los AE de R. officinalis no se observé tendencia alguna, debido a que los
valores mas altos, obtenidos por los tres métodos, corresponden a tres
esencias diferentes (Véase Tabla 38). Por el método ORAC, el AE que
presenté mayor capacidad anti-radicalaria fue RO-I, con el ensayo ABTS™, RO-
[ll, y con Folin-Ciocalteu, el AE RO-IX. No obstante, los AE destilados por
MWHD (RO-1 a RO-V) presentaron valores mas altos que los aislados por

arrastre con vapor.

Tabla 37. Valores de TAC (umol Trolox®/g AE) y contenido de fenoles (mg A. galico/g AE) para
los AE, obtenidos por los método ORAC, ABTS™" y Folin-Ciocalteu (¢ s, n=3).

. ORAC ABTS"™ Folin-Ciocalteu
ESPECIE ~ CODIGO \\mol Trolox®g AE)  (umol Trolox®/g AE)  (mg A. galicolg AE)
TV- 2649 = 20 2442 = 23 181.7 < 0.77
TV-II 2591 + 26 2508 + 47 203.4: 0.8
TVl 2715+ 73 2281 + 45 209.5 0.2
TV-IV 2507 + 42 1940 = 42 1463+ 0.7
TV-V 221334 2658 + 35 207.6+ 0.8
TV-VI 2363 + 64 2273 + 33 197.4: 0.6
TV-ViI 2370 + 53 2355 + 21 199.0 0.6
TV-VIII 1549 + 61 1554 = 19 140 1
TV-IX 1950 + 43 1402 = 31 142 + 1
_ TV-X 2454 + 53 2278 + 28 171+19
T. vulgaris
TV-XI 2613+ 73 2161 + 17 188+ 1
TV-XII 2899 + 31 2238+ 8 196.3: 0.3
TV-XIll 3243 : 23 2767 + 46 215.8 0.2
TV-XIV 3314 : 48 2625 + 17 201.7 £ 0.6
TV-XV 3249 11 2856 + 11 2102+ 0.8
TV-XVI 3630 72 2688 + 13 2245+0.3
TV-XVII 3643 = 40 2705 + 12 234.0+0.8
TV-XVIII 2907 + 70 838+ 15 66.3+0.1
TV-XIX 2958 = 76 750 = 10 62.0+0.7
TV-XX 3656 = 65 1477 + 52 133.2: 0.6
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Tabla 37. Continuacion.

£ ORAC ABTS+e Folin-Ciocalteu
ESPECIE Gollisd) (umol Trolox®/g AE) (umol Trolox®/g AE) (mg A. galico/g AE)
RO-I| 1525 + 17 151 5.7+0.2
RO-II 869 + 4 6.9+0.2 2.47 £ 0.07
RO-III 940 + 16 18.2:0.1 3.31:£0.04
RO-IV 1131 +13 9.7+0.1 1.9:0.1
R. officinalis RO-V 7497 76=x0.1 29:0.1
RO-VI 10412 3.4+0.1 2.95+0.06
RO-VII 682:5 28+0.1 2701
RO-VIII 708 = 9 7.3+0.2 3.68 + 0.08
RO-IX 744 + 2 4,42 = 0.04 6.2+0.2
S officinalis SO-I 2374 =77 13.8+0.5 14.2£0.3
SO-II 2166 + 55 9.2+ 0.3 8.36 + 0.06
L. citriodora LC-I 3108+ 12 21.0:0.7 10.30 = 0.06

Los AE de R. officinalis contiene compuestos no fendlicos como a-pineno,

canfeno, 1,8-cineol y alcanfor, en cantidades mayores de 23 mg sustancia/mL

AE (Véase Tabla 30). En la Figura 44, se presenta la capacidad anti-

radicalaria de algunos AE de romero y sus compuestos mayoritarios. Alli se

observa que

los AE tienen mayor capacidad anti-radicalaria que sus

componentes individuales, a pesar de que ninguno de ellos contiene grupos

hidroxilo en su estructura.

Figura 44. Capacidad anti-radicalaria determinada por el método ORAC de: 1. RO-I, 2. RO-II,
3. RO-IV, 4. RO-VI, 5. Canfeno, 6. 1,8-Cineol, 7. Alcanfor, 8. Borneol y 9. trans-p-Cariofileno.
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En el caso de los AE de S. officinalis obtenidos, se encontraron capacidades
anti-radicalarias y contenido de fenoles mayores para el aceite SO-I. Nos
obstante, estas diferencias no se pueden atribuir al aumento o dismunicion de
uno o mas compuestos de tipo fendlico en los AE, por lo que pueden existir o
no efectos aditivos o sinérgicos. Para comprobar esto, es necesario realizar un

estudio del efecto de cada componente sobre su actividad antioxidante.

El valor ORAC para el AE de L. citriodora fue comparable con el de los AE de
T. vulgaris, que es una especie que demostro tener propiedades antioxidantes.
En cuanto al contenido de fenoles, el valor determinado fue 10.30 + 0.06 mg A.
galico/ g AE, debido a que el 20.9% del AE de cidrén esta constituido por
cetonas y aldehidos como 6-metil-5-hepten-2-ona, carvona y geranial, que no
reaccionan ni con el reactivo de Folin-Ciocalteu, ni forman iones fenolato en

medio basico.

Teniendo en cuenta que los ensayos realizados difieren en términos de
sustratos oxidables, métodos de cuantificacion, condiciones y mecanismo de
reaccion es atrevido hacer una comparacion directa de los resultados obtenidos
en diferentes ensayos. Con base en las reacciones quimicas involucradas, los
ensayos usados para determinar la capacidad antioxidante se dividen en dos
categorias: (1) ensayos basados en la transferencia de un atomo de hidrégeno
(HAT) y (2) ensayos basados en la transferencia de un electrén (ET). Segun lo
reportado por Ou y colaboradores [41], en el ensayo ORAC los antioxidantes y
la fluoresceina reaccionan con los radicales AAPH a través de una
transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT). En los métodos ABTS™ y Folin-
Ciocalteu los antioxidantes reaccionan a través de una transferencia de un
electron, generando una disminucion y un aumento en la coloracion,

respectivamente.
Se han realizado numerosas publicaciones sobre la capacidad antioxidante y el

contenido de fenoles en mezclas de antioxidantes naturales por medio de

ensayos que involucren un mecanismo de transferencia de un electron como
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ABTS"™, FRAP, Folin-Ciocalteu, etc., y se han encontrado excelentes
correlaciones lineales. En la Figura 45 se presenta un gréfico de correlaciéon
entre los resultados de capacidad anti-radicalaria por el método ABTS™ vy el
contenido de fenoles empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu de los AE de T.

vulgaris, donde se observa una correlacion de 0.922 entre ambos ensayos.

En general, se observo una buena correlacion entre los valores determinados
en los ensayos ABTS™ y Folin-Ciocalteu para todos los AE bajo estudio (Véase
Figura 46). Estos resultados indican una relacion que existe entre la
concentracion de los compuestos fendlicos en los AE estudiados y la capacidad
anti-radicalaria determinada por el ensayo ABTS™. Se puede concluir, que la
presencia de compuestos fendlicos en los AE contribuye significativamente a
su potencial antioxidante. Algunos compuestos fendlicos comprenden
estructuras aromaticas unidas a uno o mas grupos hidroxilo, los cuales
reaccionan con los radicales libres mediante la formacion de radicales fenoxilo
estabilizados por resonancia [14]. Dudonné y colaboradores [57] encontraron
excelentes correlaciones entre los ensayos DPPH, ABTS, FRAP y Folin-

Ciocalteu, después de analizar 30 extractos de plantas.

Figura 45. Correlacion entre los resultados obtenidos por los métodos ABTS™ y Folin-Ciocalteu
para los AE de T. vulgaris.
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Figura 46. Correlacion entre los resultados obtenidos por los métodos ABTS™ y Folin-Ciocalteu
de los 32 AE bajo estudio.
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Entre el método ORAC y los otros métodos, no obstante, no se observaron
correlaciones buenas, ya que se alcazaron coeficientes de 0.511 con ABTS™"y
0.519, con Folin-Ciocalteu. A diferencia de los otros ensayos, el método ORAC
tiene en cuenta la cinética de los antioxidantes, lo que podria explicar las

diferencias en los resultados obtenidos.

Al comparar el contenido de fenoles determinado por espectrofotometria, con el
meétodo de Folin-Ciocalteu, y por cromatografia, caracterizando quimicamente
los AE, se descubrieron correlaciones entre los resultados obtenidos con

ambas ténicas, para la especie T. vulgaris, tal como lo muestra la Figura 47.

Figura 47. Correlacién entre los resultados obtenidos por el método Folin-Ciocalteu y el
contenido de compuestos oxigenados determinados por GC-MS, para los AE de T. vulgaris.
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La capacidad anti-radicalaria de los AE de T. vulgaris medida por el ensayo
ABTS™ y el contenido de compuestos oxigenados (%) presentaron una buena
correlacién, con un coeficiente R? de 0.795. En la Figura 48, se observa una
correlacion entre las propiedades antioxidantes de los AE, medidas por el
método ORAC, y su caracterizacion quimica por GC-FID, sin tener en cuenta
los AE que contienen menos del 50% de compuestos oxigenados, como las
esencias TV-IV, -VIII, -XVIII, -XIX y —XX.

Se realizaron las mediciones por los tres métodos implementados de 12
terpenos y 11 compuestos fendlicos con el fin de establecer si los AE
analizados tuvieron capacidades anti-radicalarias mayores, menores o0
comparables con las de algunas sustancias de referencia,. Entre los
compuestos fendlicos medidos figuraban los antioxidantes sintéticos BHA, BHT
y vitamina E, los que se usan ampliamente en plasticos, gomas, polimeros y
alimentos [2]. En la Tabla 38 se reportan los valores de capacidad antioxidante
equivalente al Trolox® y contenido de fenoles, obtenidos para las 23 sustancias
de referencia. Se presentan las abreviaturas “N.D.” y “N.C.” que hacen
referencia a una respuesta negativa en funcién de la decoloracién del cation-
radical ABTS™ y la generacién de la coloracion azul en el método Folin-

Ciocalteu, respectivamente.

Figura 48. Correlacién entre los resultados de capacidad anti-radicalaria, medida por el método
ORAC, y el contenido de compuestos oxigenados presentes en los AE de T. vulgaris.
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Los AE de T. vulgaris presentaron mayor capacidad anti-radicalaria que los
antioxidantes BHA, BHT y vitamina E, medida por los métodos ORAC vy
ABTS™. Ademas, los valores ORAC de los AE fueron mas altos que los de sus
componentes principales indviduales, tales como p-cimeno, 1,8-cineol, y-
terpineno, alcanfor, borneol, timol, carvacrol y trans-p-cariofileno. No obstante,
por el método ABTS™ compuestos como p-cimeno, 1,8-cineol, y-terpineno y
trans-p-cariofileno no reaccionaron con el cation-radical, por lo cual no se
observé una disminuacion en la coloraciéon del medio de reaccion (Véanse
Tablas 37 y 38). Con el método Folin-Ciocalteu, se evidencid que los
compuestos que no presenten en su estructura grupos hidroxilo, no generaran
respuesta positiva, la cual se evidencia con la aparicion de una coloracién azul.
Los compuestos mayoriyarios de los AE de T. vulgaris, que no cumplen con
esta caracteristica estructural, son canfeno, p-cimeno, 1,8-cineol, y-terpineno,
limoneno, citral, alcanfor, borneol, trans-p-cariofileno y o-humuleno (Véase,
Tabla 38). Ademas, en el andlisis de las sustancias de referencia se observo

como los resultados varian de acuerdo con el tipo de ensayo utilizado.

Tabla 38. Valores de TAC (umol Trolox®/g SR) y contenido de fenoles (mg A. gdlico/g SR) para
las sustancias de referencia, obtenidos por los métodos ORAC, ABTS™" y Folin-Ciocalteu.

METODOS DE MEDICION (x s, n=3)

SUSTANCIA DE ORAC ABTS™ Folin-Ciocalteu
REFERENCIA (umol Trolox®/g SR) (umol Trolox®/g SR) (mg A. galico/g SR)

Canfeno 3315 N.D. N.C.
p-Cimeno 921 N.D. N.C.
1,8-Cineol 782 N.D. N.C.
y-Terpineno 511 N.D. N.C.
Limoneno 544 + 1 13:=1 N.C.
Citral 190.1+0.4 N.D. N.C.
Alcanfor 84.2+:0.4 32:2 N.C.
Borneol 41.7+0.5 38:2 N.C.
Timol 238.8+0.2 643+ 3 55.83 +0.02
Carvacrol 3882 5354 40.3:0.1
trans-B-Cariofileno 517 +2 N.D. N.C.
a-Humuleno 672 759 N.C.
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Tabla 38. Continuacion.

METODOS DE MEDICION (¢ s, n=3)

SUSTANCIA DE ORAC ABTS™ Folin-Ciocalteu
REFERENCIA (umol Trolox®/g SR) (umol Trolox®/g SR) (mg A. galico/g SR)

Acido caféico 3393 : 10 693+ 6 162.7 0.5
Acido p-cumarico 2809 = 34 846 + 8 95:1
Acido rosmarinico 6767 + 69 1885+ 14 3142
Acido ursélico 189+1 291 21.58 = 0.05
Acido carnésico 5106 + 45 506 = 11 118.5+0.2
Acido ferdlico 2688 = 24 548 + 10 167.3+0.1
Acido galico 2888 +5 3163+ 16 160.7 £ 0.1
Quercetina 623312 3535 + 90 4101
BHA 1180 + 40 611 +19 102.12 £ 0.04
BHT 678 + 10 769 + 4 56.8 0.1
Vitamina E 536+ 8 100 = 2 495+ 0.1

N.D.: No se observé disminucién en la coloracion (Véase Numeral 4.5)
N.C.: No present6 coloracién azul (Véase Numeral 4.7.3).
SR: Sustancia de referencia.

Segun la determinacion realizada por GC-MS, el contenido de compuestos
fendlicos en los AE de la especie R. officinalis fue bajo, lo cual se confirma con
los valores de contenido de fenoles medidos por el método colorimétrico Folin-
Ciocalteu (Véase Tabla 38). Entre los compuestos mayoritarios identificados,
gue contienen grupos hidroxilo, se encuentran linalol, cis-hidrato de sabineno,
trans-hidrato de pineno, cis-pinocarveol, trans-pinocarveol y borneol, los cuales

constituyen entre el 17 y 29% del AE.

La mezcla de compuestos en los AE de R. officinalis exhiben mayor capacidad
anti-radicalaria por el método ORAC que el BHT y la vitamina E, pero menor
gue el BHA. Todos los AE presentan menor capacidad anti-radicalaria medida

por el método ABTS™ que las sustancias de referencia.

En las Tablas 37 y 38 se reportan los valores de capacidad anti-radicalaria de
los AE de S. officinalis y L. citriodora, junto con los de los antioxidantes de

148



referencia BHA y BHT. Los AE, que constituyen una mezcla de componentes
de origen natural, presentan mayores valores de tal actividad secuestradora de
radicales medidos por ORAC y ABTS™ que las sustancias sintéticas. El
contenido de fenoles de estos AE es bajo, debido a que sus componentes
principales como 1,8-cineol, alcanfor, a-humuleno y citral, no reaccionan con el

reactivo de Folin-Ciocalteu, como se evidencia en la Tabla 38.

En la Tabla 38 también se presentan los valores de capacidad anti-radicalaria
de algunos acidos como caféico, rosmarinico, ursolico y carnésico, compuestos
gue no se extraen por destilacidon, pero si con el fluido supercritico, como sera

discutido mas adelante.

5.8.2 Comparacién de la capacidad anti-radialaria y el contenido de
fenoles de los AE de plantas cultivadas en diferentes condiciones y
usando diferentes técnicas de destilacion. Los AE de T. vulgaris se
destilaron de plantas sembradas en parcelas con diferente nivel de fertilizacién
y densidad de siembra. Algunos AE provienen de cultivos con las mismas
condiciones de fertilizacion y densidad, pero diferente composicién quimica del
suelo. Las plantas se colectaron en varias parcelas de las veredas El Retiro y
La Granja ubicadas en el municipio de Sucre (Santander). En la Tabla 39 se
presentan las condiciones de cultivo usadas para las plantas de T. vulgaris, de
las cuales se obtuvieron los AE bajo estudio. Si se comparan los resultados de
composicion quimica (Véase Numeral 5.7.2), capacidad anti-radicalaria y
contenido de fenoles (Véase Numeral 5.8.1), se puede evidenciar, que las
plantas cultivadas con 150 g de materia organica y una densidad de siembra de
55556 plantas/ha, presentan los valores mas altos de capacidad anti-radicalaria

y contenido de fenoles (Véase Tabla 39).

149



Tabla 39. Condiciones de cultivo de plantas de T. vulgaris, usadas para la obtencion de sus AE
y valores de capacidad anti-radicalaria y contenido de fenoles.

cODIGO Nivel de METODOS DE MEDICION
AE fertilizacion Plantas/ha e . .
(g/planta) ORAC ABTS Folin-Ciocalteu
TV-IP 2649 +20 2442 +23 181.7 £+ 0.77
TV-IVP 2507 +42 1940 : 42 146.3:0.7
. 200 31250
TV-VII 237053  2355:21 199.0 = 0.6
TV-XP 2454 +53 227828 171+ 19
TV-II° 2501 +26 2598 + 47 203.4 0.8
) 75 66667
TV-XI 2613:73 216117 188 + 1
TV-IIIP 2715+73 228145 209.0:0.2
TV-XII? 150 56667 2899 = 31 2238 :8 196.3:0.3
TV-XIIIR 3243:23 2767 46 215.8 0.2
TV-XIV? 3314:48  2625+17 201.7+ 0.6
TV-VP 2213+34 2658 :35 207.6+ 0.8
TV-XV2 150 E5556 3249:11 2856 :11 210.2+0.8
TV-XVI? 3630:72  2688:13 2245+ 0.3
TV-XVII? 3643:40  2705:12 234.0:0.8
TV-XVIIR 2907 + 70 838+ 15 66.3:0.1
TV-XIX? 200 41667 2958 = 76 750 + 10 62.0:0.7
TV-XX? 3656 +65 1477 +52 133.2:0.6
TV-VI 75 55556 236364 2273 :33 197.4+ 0.6
TV-VIII 150 41667 1549+ 61 1554+ 19 140+ 1
TV-IX 75 41667 3656 + 65 1402 31 142 £ 1

4AE destilados por AV a partir de plantas cultivadas en diferentes parcelas pero con igual nivel
de fertilizacién y densidad de siembra.

°AE destilados por MW-HD a partir de material vegetal cosechado en parcelas con composicion
quimica del suelo conocida.

La composicién quimica de los AE aislados de las plantas, sembrados con 150
g de materia organica y una densidad de 55556 plantas/ha (aceites TV-V, TV-
XV, TV-XVI y TV-XVII) revela la presencia de compuestos de tipo fendlico en
cantidades entre 56 y 65%.

Ademas, se observa que los AE destilados por arrastre con vapor presentaron
mayor capacidad anti-radicalaria y contenido de fenoles que los obtenidos por
MWHD, con excepcion del aceite TV-V. Los AE aislados por MWHD
presentaron capacidad antioxidante mas alta cuando se extraen de plantas
cultivadas con 200 g de materia organica y con una menor densidad de

siembra i.e., 31250 plantas /ha (Véase Tabla 39). No obstante, hay que tener
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en cuenta que las plantas analizadas se cosecharon entre los 3 y 4 meses
después de su siembra.

Las plantas de R. officinalis se sembraron bajo las mismas condiciones de
cultivo (200 g de materia organica y 31250 plantas/ha). No obstante, el material
vegetal usado para las destilaciones por MWHD se planté en parcelas
experimentales con diferente composicidon quimica del suelo, tal como se
observa en la Tabla 40. Los mayores rendimientos de esencia se obtuvieron
para los AE RO-I (0.77 = 0.02%) y RO-IV (0.86 £ 0.02%), estos aceites se
aislaron a partir de plantas cultivadas en suelos con concentraciones de hierro
(Fe) de 150 y 142 ppm, respectivamente. Ademas, estos AE presentaron los
valores mas altos de capacidad anti-radicalaria medida por el método ORAC, vy,
el aceite RO-I el mayor valor de contenido de fenoles determiado por Folin-
Ciocalteu (Véase Tabla 37). Sin embargo, al aumentar la concentracién de Fe
(e.g. AE RO-Il y RO-V) se observé una disminucién de la capacidad anti-

radicalaria de aceites, determinada por lo dos métodos mencionados.

Estudios relacionados con la biosintesis de los metabolitos secundarios han
demostrado que su cantidad y tipo de sustancias no se controlan solamente
genéticamente [130], sino que existen factores ambientales que influyen en la
produccion de AE [131]. Por ejemplo, se ha demostrado que el Fe tiene
funciones importantes en el metabolismo de las plantas como en la foto-
respiracion, y su déficit puede causar la desactivacion de algunas enzimas

generando cambios en el proceso metabdlico [132].

Tabla 40. Composicién quimica del suelo de las parcelas donde se sembraron las plantas de
R. officinalis a partir de las cuales se obtuvo por MW-HD su AE.

. Elementos mayores Elementos menores
CODIGO

AE %C P Meqg/100 gramos de suelo ppm

(ppm) | Ca | Mg [ Na | K | AL | B | Fe [Mn| cul zn

RO-I 5.2 5.3 10 02 01 005 34 ND 150 38 02 05
RO-II 1.7 6.2 22 03 01 004 12 0.05 192 49 0.08 17
RO-III 4.7 2.4 12 03 02 01 36 01 38 24 01 038
RO-IV 3.4 3.5 27 03 02 01 04 009 142 11 02 03
RO-V 5 3.5 14 02 02 01 20 02 270 28 01 0.6
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La composicion quimica del suelo, donde se cultivaron las plantas de las cuales
se destil6 el AE RO-IV, favorece la produccion de monoterpenos oxigenados
(53.7%), seguido de hidrocarburos monoterpénicos (39.7%), mientras que el
contenido de compuestos de mayor peso molecular fue bajo (5.4%) (Véase
Figura 39).

Las plantas de S. officinalis se sembraron bajo las mismas condiciones de
cultivo (nivel de feritilizacion: 200 g de materia organica y densidad de siembra:
31250 plantas/ha). Los AE se destilaron empleando la misma técnica (MWHD).
Los rendimientos (%) de aceites y su composicidon quimica, capacidad anti-
radicalaria y contenido de fenoles no variaron significativamente. Esto permite
establecer quees posible cultivar esta planta en pequefias parcelas ubicadas
en la misma zona geografica sin que se afecte el rendimiento, composicion y

propiedades antioxidantes.

59 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTI-RADICALARIA Y EL
CONTENIDO DE FENOLES DE LOS EXTRACTOS SFE

La capacidad anti-radicalaria, determinada por los métodos ORAC y TEAC, se
midié para los extractos obtenidos por SFE de las especies T. vulgaris y S.
officinalis, cosechadas en parcelas experimentales en Sucre-Santander.
Adicionalmente, se evalu6 el contenido de fenoles por medio de las técnicas:
colorimétrica, Folin-Ciocalteu y cromatografica GC-FID. En la Tabla 41, se
reportan los valores de TAC (Total Antioxidant Capacity) y el contenido de

fenoles obtenidos para los extractos SFE analizados.
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Tabla 41. Valores de TAC (umol Trolox®/g extracto) y contenido de fenoles (mg A. galico/g
extracto) para los extractos obtenidos por SFE, medidos por los método ORAC, ABTS™" y Folin-
Ciocalteu (n=3).

ESPECIE CODIGO (ol 125@2@/9 E%  (umol ?r!ao-lrosx®/g E%) (mFg? T;Aﬁgg};elé)
SFE-TV-I 964 = 20 242 :3 62=1
SFE-TV-II 1522 = 24 488 + 15 69:1
SFE-TV-III 540+ 9 193:6 28+ 1
SFE-TV-IV 780+ 20 356 + 10 582
SFE-TV-V 1140 £ 22 509+ 1 65.0 0.9
SFE-TV-VI 886+ 8 3685 36.7:03
T.vulgaris  gee Ty 1441 = 25 405 = 11 52.8:0.3
SFE-TV-VIII 1355 + 25 550 + 16 65.9:0.8
SFE-TV-IX 1788 = 18 324+ 10 66+ 1
SFE-TV-X 1253+ 11 385:3 57.8+0.8
SFE-TV-XI 1930 = 14 436+ 4 67.2:03
EXté"%a = 1984: 23 561 + 12 57.0 £ 0.6
SFE-SO-I 7937 2789 495009
SFE-SO-II 1792 = 18 447 £ 2 66+ 1
SFE-SO-III 906 = 6 353:3 35:1
SFE-SO-IV 1087 + 15 446 + 2 46+ 2
SFE-SO-V 1080 = 12 328:5 33:1
SFE-SO-VI 118117 371+7 54.7:06
S officinalis  SFE-SO-VII 881:4 461:3 59.8:0.7
SFE-SO-VIII 8288 343:7 434:08
SFE-SO-IX 1029+ 9 4835 53.4:0.6
SFE-SO-X 1606 = 24 749+ 1 78:1
SFE-SO-XI 10355 443+ 1 671
SFE-SO-XII 1710+ 8 527+ 9 62+ 1
Exgga = 1446 = 50 546 + 5 652+ 0.5

*(E): Extracto

Los extractos SFE se obtuvieron bajo diferentes pardmetros de extraccion, los

cuales se reportan en la Tabla 21. Los parametros de extraccion usados no

fueron o6ptimos, es decir, permiten obtener el mayor valor de capacidad anti-

radicalaria y contenido de fenoles. Esta investigacion se enfoc6 en demostrar

que los métodos implementados (ORAC, ABTS™ y Folin-Ciocalteu) pueden ser

usados para determinar las propiedades antioxidantes de extractos obtenidos
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por SFE bajo diferentes condiciones, y son suficientemente sensibles para
generar diferencias en las respuestas como consecuencia de los cambios en la

composicién quimica, que depende de los parametros de extraccion.

El extracto SFE-TV-XI obtenido bajo los parametros de extraccion en sus
niveles mas altos (presion: 50 MPa, temperatura: 353 K, flujo: 60 g/min, tiempo
dinamico: 120 min y tiempo estatico: 20 min) mostré una mayor capacidad anti-
radicalaria, medida por el método ORAC. Ademas, con los resultados
alcanzados se evidencia que, en general, a mayor presion de SFE, los
extractos poseen mayor valor ORAC, e.g., SFE-TV-VII, SFE-TV-IX, SFE-TV-X
y SFE-TV-XI. No obstante, el extracto SFE-TV-IIl también se aisl6 a 50 MPa de
presion, pero a un flujo de CO, de 20 g/min, temperatura de 313 K y con un
tiempo dindmico o tiempo de extraccion de 30 min, presentd una capacidad
anti-radicalaria méas baja.

Los resultados reportados en la Tabla 41, junto con los parametros
presentados en la Tabla 21, demuestran que en la extraccion con fluido
supercritico existe una combinacion de variables que afectan la composicién
quimica del extracto, y por ende, sus propiedades antioxidantes. Por esta
razon, para establecer las condiciones 6ptimas de extraccion es necesario
realizar un estudio completo del efecto de todos los parametros y sus
interacciones, empleando analisis estadisticos. El objetivo de la presente
investigacion fue comparar las propiedades antioxidantes de los extractos
obtenidos con los antioxidantes de referencia BHA, BHT y vitamina E, y
demostrar que existe relacion entre la composicion quimica y las propiedades

antioxidantes.

Todos los extractos SFE de T. vulgaris, analizados por el método ORAC,
presentaron mayor capacidad anti-radicalaria que la de los antioxidantes BHA,
BHT y vitamina E, los cuales exhibieron valores de 1180 + 40, 678 + 10 y 536 *
8 pmol Trolox®/mmol sustancia, respectivamente. Con el método ABTS" se

determind que la diferencia entre la capacidad antioxidante del extracto SFE-
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TV-VIIl (559 + 16 pmol Trolox®/g extracto) y el extracto etanélico (561 + 12
umol Trolox®/g extracto) no fue estadisticamente significativa. Adicionalmente,
medidos por este ensayo todos los extractos de T. vulgaris tuvieron un valor de
capacidad anti-radicalaria mayor que el de la vitamina E (100 £ 2 pmol
Trolox®/mmol sustancia), pero ninguno superé el valor del BHA o BHT. En
cuanto al contenido de fenoles, determinado por el método Folin-Ciocalteu, se
pudo establecer que los valores de los extractos estuvieron cercanos al de
timol (55.83 + 0.02 pmol Trolox®mmol sustancia), con excepcién de los
extractos SFE-TV-IIl y SFE-TV-VI, que presentaron valores mas bajos. Es
posible establecer que la capacidad antioxidante de los extractos se atribuye a
los compuestos activos presentes en ellos; es decir, que se debe no solamente
a los componentes principales, sino ademas a la presencia de aquellos

componentes en pequefias cantidades o a la sinergia entre ellos [133].

Al comparar los resultados de capacidad anti-radicalaria y contenido de fenoles
de los extractos SFE de T. vulgaris con los obtenidos para algunos compuestos
fendlicos considerados antioxidantes, tales como los &cidos caféico, p-
cumarico, rosmarinico, ursolico, carnosico, ferulico y galico, al igual que el
flavonol quercetina (Véase Tabla 38), se establecié que todos los extractos
exhibieron mayor capacidad anti-radicalaria y contenido de fenoles que el acido

ursolico, pero menor que los deméas compuestos analizados.

La mayor capacidad anti-radicalaria de los extractos SFE de S. officinalis,
medida por el método ORAC, se obtuvo para el extracto SFE-SO-II, con un
valor de 1792 + 18 pmol Trolox®/g extracto, seguido de SFE-SO-XII (1710 + 8
umol Trolox®/g extracto) y SFE-SO-X (1606 + 24 pymol Trolox®/g extracto), que
presentaron mayores capacidades antioxidantes que el extracto etandlico
(1446 + 50 ymol Trolox®/g extracto). Adicionalmente, estos extractos contienen
acido carndésico en mayor proporcion (Véase Tabla 35), el cual es un acido
fendlico con propiedades antioxidantes y se encuentra en plantas aromaticas,

entre ellas figuran el romero y la salvia.
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En general, se observd que los extractos presentaron mayor capacidad anti-
radicalaria, medida por el método ORAC, cuyo mecanismo de reaccion se basa
en una transferencia de un atomo de hidrégeno. Ello se puede realcionar con la
composicién quimica, determinada por HPLC-DAD, de la fraccion no volatil de
los extractos, discutida en el Numeral 6.4.3. En esta fraccion, se identifico y
cuantific6 el acido carndsico como uno de los componentes mayoritarios
(Vease Tabla 35), seguido del acido ursdlico. Masuda y colaboradores [134]
reportaron el mecanismo de reaccion del acido carnésico con radicales peroxilo
y demostraron que el radical peroxilo reacciona a través de una transferencia
de un atomo de hidrégeno. El acido carndsico contiene dos grupos hidroxilo
unidos al anillo aromatico; de los cuales Inatani y colaboradores [135]
establecieron que el hidroxilo que se encuentra mas cerca del grupo carboxilo
(Véase Figura 49) tiene mayor efecto en las propiedades antioxidantes de la
molécula con base en la relacion estructura-actividad. Entonces segun el
mecanismo propuesto por Masuda y colaboradores, se considera que este
grupo hidroxilo sera el primero en donar el atomo de hidrégeno a un radical

peroxilo, para producir el radical carnosato [134].

Figura 49. Estructura quimica del &cido carnésico.

Con base en el mecanismo de reaccion del acido carnésico, se podria concluir
que el método ORAC fue mas adecuado que ABTS™, para determinar las
propieadades antioxidantes de los extractos SFE de S. officinalis, ricos estos
compuestos. Teniendo en cuenta la cuantificacion del acido carnésico en los
extractos SFE estudiados, se puede establecer que a mas alto contenido del
acido carnésico y de fenoles, se observara mayor capacidad anti-radicalaria, tal

como se reporta en las Tablas 38 y 41, para los extractos SFE-SO-Il, SFE-SO-

156


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/ff/Carnosic_acid.svg

X'y SFE-SO-XII. No obstante, ningun extracto presento el valor ORAC mas alto
que el determinado para el patron certificado del &cido carnésico, que tuvo un

valor de 5106 + 45 uymol Trolox®/mmol sustancia.

Con el método ABTS™, se estableci6 nuevamente que el extracto SFE-SO-XII
presento la mejor capacidad contra radicales peroxilo, lo cual se relaciona con
su contenido de compuestos de tipo fendlico. No obstante, al comparar estos
resultados con los obtendos para los antioxidantes sintéticos de referencia, se

observé que este extracto Unicamente supero a la vitamina E.

Las propiedades antioxidantes y el contenido de fenoles en los extractos SFE
analizados en el presente trabajo no se determinaron el mismo dia, que se
realizé la extraccion; durante su almacenamiento se estaban implementando
los métodos en el lector de microplacas. Sin embargo, para establecer si
durante el periodo de almacenamiento, en ausencia de luz y a -16°C, las
propiedades antioxidantes variaban de los extractos, por degradacién de sus
compuestos, se realiz6 una comparacion entre los valores de capacidad anti-
radicalaria, por el método ORAC, con otros extractos obtenidos por SFE de S.
officinalis que se analizaron el mismo dia de la extraccién, como 4 meses

después de su obtencion (Véase Tabla 42).

Tabla 42. Valores de TAC (umol Trolox®/g extracto), medidos por el método ORAC (n=3) de
cuatro extractos obtenidos por SFE de S. officinalis.

Tiempo de ORAC (umol Trolox®/g E)
almacenamiento (meses) so1 502 s03 <04
0 1445 + 34 102015  2399:29 217632

1442 + 66 1011+ 18 236711 218525

Los valores reportados en la Tabla 42 muestran que, después de 4 meses de
almacenamiento, la capacidad anti-radicalaria medida por el método ORAC, no
presentd diferencias estadisticamente significativas, con lo cual se confirma
gue los extractos conservan sus propiedades tiempo largo después de haber

sido obtenidos.
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6. CONCLUSIONES

La implementacion de los métodos para determinar la capacidad anti-
radicalaria y establecer el contenido de fenoles en un lector de micro-
placas, permitio disminuir considerablemente las cantidades de muestra
(10 mg), de disolventes y reactivos (200 pL), con un error de lectura
menor del 3% (CV) y realizar un andlisis simultdneo de 11 muestras con
8 réplicas en tiempos de analisis entre 30 y 87 min (dependiendo del

meétodo).

Por hidrodestilacion asistida por la radicacion de microondas (MWHD),
arrastre con vapor (AV) y usando fluido supercritico (SFE, CO,), se
aislaron, respectivamente, los aceites esenciales y los extractos de las
plantas aromaticas, cultivadas en parcelas experimentales del Complejo
Agroindustrial Piloto CENIVAM (UIS) y en el campo (municipios de
Socorro y Sucre del Departamento de Santander), i.e., tomillo (Thymus
vulgaris), romero (Rosmarinus officinalis), salvia (Salvia officinalis) y

cidrén (Lippia citriodora).

La composicion quimica de los aceites esenciales y extractos, obtenidos
de T. vulgaris, R. officinalis, S. officinalis y L. citriodora, se determiné por
cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) y espectrometria de masas (MS, ionizacién electronica, El); se
usaron criterios cromatograficos (tiempos de retencién, indices de
retencién lineales y sustancias-patron) y espectroscopicos (espectros de
masas, El, patrones de fragmentacion, bases de datos y material de
referencia certificado). Dependiendo del aceite o del extracto, se
identificaron positivamente de 70 al 96% de sus componentes presentes

en cantidad relativa mayor de 0.01%.
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Se implementd el ensayo screning en un lector de micro-placas para
determinar la capacidad anti-radicalaria por los métodos ORAC, ABTS™
de los aceites esenciales y los extractos obtenidos por MW-HD, AV y
SFE (CO,), respectivamente. Los resultados de la capacidad anti-
radicalaria de los aceites esenciales, presentaron diferencias en funcion
de las condiciones de cultivo de las plantas estudiadas. La especie. T.
vulgaris sembrada con 150 g de materia organica por planta y una
densidad de siembra ca. 55556 plantas/ha presentd propiedades
antioxidantes superiores (ORAC: 3249 — 3643 pmol Trolox®/g AE,
ABTS"™: 2705 — 2856 pmol Trolox®/g AE), a las de los antioxidantes
sintéticos de referencia BHA (ORAC: 1180 * 40 pmol Trolox®/g SR,
ABTS*: 611 = 19 pmol Trolox®/g SR) y BHT (ORAC: 678 + 10 umol
Trolox®/g SR, ABTS™": 769 = 4 ymol Trolox®/g SR).

La correlacion entre los valores determinados en los ensayos ABTS™ y
obtenidos por el método de Folin-Ciocalteu, para todos los aceites
esenciales bajo estudio, fue alta (R*> = 0.985). Estos resultados indican la
estrecha relacidn entre la concentracion de los compuestos fendlicos en
los aceites esenciales y su capacidad antioxidante, determinada por el
ensayo ABTS™. Para los AE de T. vulgaris se observd, que con el
aumento del contenido de fenoles presentes, la capacidad anti-
radicalaria se incrementaba, e.g., el aceite TV-XVII present6 el valor mas
alto de con el método Folin-Ciocalteu (234.0 + 0.8 mg de acido galico/g
AE), al igual que una alta capacidad anti-radicalaria (2705 = 12 ymol
Trolox®/g AE).

Se demostrd, que los métodos implementados ORAC, ABTS™ y Folin-
Ciocalteu, se pueden usar confiablemente para determinar las
propiedades antioxidantes de extractos obtenidos con fluido supercritico
(CO,), ya que estas técnicas resultaron ser muy sensibles a las
diferencias composicionales de aceite y extractos obtenidos bajo

diferentes métodos y con distintos pardmetros de extraccién SFE.
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7. RECOMENDACIONES

e Se recomienda analizar la composicidn quimica, la capacidad anti-
radicalaria y el contenido de fenoles de las plantas estudiadas en sus
diferentes estados fenoldgicos, con el fin de establecer la época de
cosecha que favorezca la produccion de compuestos con propiedades

antioxidantes.

e Se recomienda implementar las condiciones de analisis de muestras

lipofilicas por el método ORAC.
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ANEXO 1.TABLAS DE COMPOSICION QUIMICA DE LOS AE DE LAS
ESPECIES BAJO ESTUDIO
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Tabla 1.1. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por MW-HD.

0 O IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
N"Pico Compuesto PO 555 DB-WAX TV TVl TVl TV-IV TV-V
1 a-Tujeno HM 933 1026 1.280 £+ 0.005 1.17 £ 0.05 1.177 £0.001 | 1.205 £ 0.002 1.46 £ 0.03
2 o-Pineno* HM 942 1020 0.872 £ 0.004 0.80 +0.03 0.810 £ 0.001 | 1.070 £ 0.002 0.83 +£0.07
3 Canfeno* HM 958 1064 0.617 £ 0.002 0.52 +0.02 0.609 + 0.002 0.93 +£0.02 0.51 +£0.02
4 Sabineno HM 980 1117 0.717 £ 0.004 0.63+0.01 0.817 £0.001 | 0.833 +£0.001 0.66 + 0.06
5 3-Octenol OC 985 1445 0.299 £+ 0.001 | 0.282 +0.006 | 0.258 + 0.002 | 0.350 + 0.003 | 0.252 + 0.009
6 3-Octanona OC 987 1252 0.061 £ 0.003 | 0.038 +0.004 | 0.053 +0.002 | 0.059 £ 0.003 | 0.040 +0.002
7 B-Mirceno HM 993 1163 1.059 + 0.003 1.18 £ 0.05 1.465 + 0.001 | 1.395 £+ 0.002 1.47 £ 0.03
8 Monoterpeno, CioH1s HM 995 — 0.114 £ 0.002 | 0.098 + 0.005 | 0.091 +0.002 | 0.106 £ 0.003 | 0.078 £ 0.002
9 a-Felandreno HM 1010 1200 0.142 £+ 0.003 | 0.134 +0.005 | 0.166 +0.001 | 0.118 £ 0.002 | 0.132 +0.002
10 A3-Careno HM 1017 1146 0.106 £ 0.002 | 0.097 +0.003 | 0.101 £0.001 | 0.105+0.004 | 0.102 +£0.004
11 a-Terpineno HM 1023 1176 1.326 + 0.004 1.1+0.1 1.465 + 0.001 | 0.976 £ 0.001 1.11 £ 0.02
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 26.36 + 0.05 21.5+0.2 20.32 £ 0.02 35.27 £ 0.04 26.4+0.6
13 Limoneno HM 1037 1193 0.573 £ 0.002 0.55+0.01 0.548 + 0.004 | 0.669 + 0.005 0.56 £ 0.02
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 0.994 + 0.001 1.08 + 0.02 0.633 £0.001 | 1.420 + 0.001 0.53 +0.03
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 6.27 £ 0.01 6.4+0.6 10.94 +0.01 | 7.147 £0.008 7.19 +0.05
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.573 £ 0.001 1.06 + 0.02 0.989 + 0.001 | 0.894 + 0.004 1.35+0.07
17 Terpinoleno HM 1088 1279 0.047 +£ 0.001 | 0.065 +0.003 | 0.036 +0.003 | 0.027 +£0.001 | 0.028 + 0.001
18 p-Cimeneno HM 1094 1430 0.094 + 0.002 | 0.110 +£0.002 | 0.099 +0.002 | 0.164 £0.002 | 0.077 £0.001
19 Linalol* MO 1101 1541 2.908 + 0.001 2.68 £ 0.01 2.826 + 0.003 | 2.905 + 0.001 2.17 £ 0.07
20 trans-Hidrato de sabineno MO 1104 1463 0.439 £ 0.005 0.40 + 0.06 0.327 £0.002 | 0.392 +0.005 | 0.333 +0.009
21 Alcanfor* MO 1157 1513 0.44 £ 0.01 0.28 £ 0.05 0.529 + 0.006 | 0.553 +0.006 | 0.142 + 0.004
22 Borneol* MO 1178 1697 1.441 + 0.001 1.26 £ 0.03 1.105+0.003 | 1.576 £ 0.001 1.26 + 0.03
23 Terpinen-4-ol MO 1187 1624 0.466 + 0.002 0.60 + 0.02 0.535+0.004 | 0.670 +0.001 0.37 £ 0.02
24 p-Cimen-8-ol MO 1193 1843 0.094 + 0.003 | 0.089 + 0.006 | 0.062 +0.001 | 0.139 +0.005 | 0.064 + 0.005
25 a-Terpineol MO 1201 1729 0.177 £0.009 | 0.203+0.005 | 0.134 +0.001 | 0.256 +0.002 | 0.130 = 0.002
26 Monoterpeno oxigenado, C;0H;sO MO 1208 — 0.104 + 0.007 | 0.099 + 0.006 | 0.062 +0.002 | 0.115+0.001 | 0.069 +0.003
27 Nerol MO 1223 1792 0.10 £ 0.01 0.085 + 0.001 | 0.037 +£0.003 | 0.049 £ 0.002 | 0.041 +0.001

*|dentificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado.
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Tabla 1.1. Continuacion.

0D IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)

N®Pico Compuesto TIPO 555 DB-wAX TV-| TV-II TV-III TV-IV TVV
28 Eter metilico de timol MO 1238 1586 0.807 £0.003 | 0.55+0.03 0.478 £+ 0.001 | 1.107 +0.002 | 0.508 + 0.008
29 Eter metilico de carvacrol MO 1248 1598 0.689 + 0.002 0.45+0.01 0.306 £ 0.002 | 0.649 £0.002 | 0.476 +0.003
30 Neral MO 1250 1675 0.037 £ 0.001 | 0.041 +£0.002 | 0.033 +£0.003 N.D. N.D.
31 Timoquinona MO 1258 1226 0.208 £+ 0.005 | 0.09 +0.02 0.043 +£0.003 | 0.162 +0.003 | 0.088 + 0.002
32 Monoterpeno oxigenado, C;0H;,0, MO 1260 — 0.119+£0.001 | 0.078 £0.002 | 0.075+0.001 N.D. N.D.
33 Geraniol MO 1281 1841 0.048 £ 0.002 | 0.057 £0.001 | 0.157 +£0.004 | 0.204 +0.003 | 0.137 = 0.002
34 Acetato de bornilo OC 1284 1579 0.350 + 0.002 0.27 £0.01 N.D. N.D. N.D.
35 Timol* MO 1298 2172 41.75 £ 0.03 49.5+0.8 47.76 £ 0.04 35.50 £ 0.03 459+0.1
36 Carvacrol* MO 1306 2199 1.888 £ 0.001 2.34 £ 0.05 2.144 + 0.002 | 1.884 + 0.007 2.01 £ 0.02
37 Acetato de timilo OC 1360 1347 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
38 Eugenol MO 1366 2188 0.056 + 0.005 | 0.050 + 0.005 | 0.042 +0.001 | 0.053 +0.002 | 0.033 + 0.002
39 a-Copaeno HS 1388 1493 0.039 £ 0.003 | 0.034 +0.001 | 0.028 +0.002 | 0.072 +0.003 | 0.023 + 0.001
40 B-Bourboneno HS 1393 1520 0.026 +£ 0.001 | 0.024 +£0.001 | 0.016 +0.002 | 0.036 + 0.005 N.D.
41 trans-p-Cariofileno* HS 1444 1598 3.336 £ 0.002 2.58 £ 0.04 1.89 £ 0.01 2.319 + 0.004 2.20 £ 0.08
42 B-Copaeno HS 1451 1593 0.062 + 0.005 | 0.046 +0.004 | 0.029 +0.001 | 0.058 +0.001 | 0.051 + 0.001
43 o-Humuleno HS 1477 1814 0.142 £ 0.001 | 0.110 £ 0.005 | 0.078 +0.001 | 0.100 + 0.001 | 0.086 + 0.002
44 v-Muuroleno HS 1484 1689 0.045 + 0.006 | 0.081 +0.004 | 0.055+0.001 | 0.031 +0.003 | 0.048 +0.002
45 Germacreno D HS 1502 1709 0.399 + 0.003 0.15+0.01 0.104 £0.002 | 0.110 +£0.001 | 0.237 £0.002
46 v-Amorfeno HS 1515 1722 0.064 £ 0.005 N.D. N.D. 0.093 + 0.001 N.D.
47 Biciclogermacreno HS 1517 1732 0.069 + 0.002 | 0.081 +0.004 | 0.041 +£0.001 | 0.086 +0.002 | 0.061 +0.001
48 B-Bisaboleno HS 1520 1722 0.078 £ 0.001 | 0.035+0.002 | 0.129+0.004 | 0.068 +0.001 | 0.110 +£0.003
49 y-Cadineno HS 1534 1758 0.225 £0.001 0.12+0.01 0.103 £ 0.001 | 0.206 + 0.001 0.22 £ 0.01
50 §-Cadineno HS 1541 1754 0.186 + 0.001 | 0.187 +0.001 | 0.122+0.003 | 0.161 +0.001 | 0.105 +0.002
51 Butanoato de geranilo SO 1543 1541 0.040 + 0.001 N.D. N.D. 0.058 + 0.002 | 0.057 £ 0.002
52 Germacreno D-4-ol SO 1564 2048 0.06 £ 0.01 N.D. N.D. N.D. N.D.
53 Oxido de cariofileno SO 1610 1984 0.473 £ 0.008 0.35+0.01 0.172 £ 0.001 | 0.580 + 0.001 | 0.207 + 0.005
54 1,10-epi-Cubenol SO 1639 2057 0.038 £ 0.001 | 0.057 £ 0.002 N.D. N.D. N.D.
55 10-epi-y-Eudesmol SO 1649 2103 0.101 £0.005 | 0.077 £ 0.004 N.D. N.D. N.D.
56 epi-a-Cadinol SO 1664 2225 N.D. N.D. N.D. 0.075+0.002 | 0.108 + 0.001
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Tabla 1.2. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por MW-HD.

0 O IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
N"Pico Compuesto PO 555 DB-WAX TVVI TVVII TV-VIII TV-IX TV-X

1 a-Tujeno HM 933 1026 1.198 £ 0.002 | 1.177 £0.001 | 0.993 +£0.004 | 1.011 £0.003 | 0.971 +0.002
2 a-Pineno* HM 942 1020 0.828 £0.001 | 1.001 £ 0.001 1.24 £ 0.02 0.907 £ 0.003 0.81+0.01
3 Canfeno* HM 958 1064 0.750 £ 0.001 | 0.737 +0.001 1.13+0.01 0.936 + 0.007 | 0.628 + 0.008
4 Sabineno HM 980 1117 0.602 + 0.001 | 0.844 +0.001 | 1.002 £ 0.006 | 0.959 + 0.003 0.92+0.01
5 3-Octenol OC 985 1445 0.253 +£+0.001 | 0.333+0.001 | 0.351 +£0.003 | 0.304 £ 0.001 | 0.280 + 0.005
6 3-Octanona OC 987 1252 0.045 £ 0.001 | 0.083 +0.001 | 0.089 +0.001 | 0.064 +£0.001 | 0.055 +0.001
7 B-Mirceno HM 993 1163 1.311 +0.001 | 1.160 = 0.001 1.19+£0.01 1.241 + 0.001 1.19 £ 0.02
8 Monoterpeno, CioH1s HM 995 — 0.096 £ 0.002 | 0.126 +0.005 | 0.138 +0.001 | 0.143 +£0.002 | 0.118 £ 0.002
9 a-Felandreno HM 1010 1200 0.175+0.002 | 0.150 £ 0.002 | 0.135+0.002 | 0.118 £0.001 | 0.150 +0.003
10 A3-Careno HM 1017 1146 0.100 £ 0.001 | 0.099 +0.001 | 0.098 +0.002 | 0.100 £ 0.001 | 0.099 +0.002
11 a-Terpineno HM 1023 1176 1.554 +0.001 | 1.167 £ 0.001 | 1.024 £ 0.004 | 1.045 £+ 0.001 1.49 £ 0.02
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 18.29 + 0.02 29.64 + 0.02 38.6+0.8 30.0+0.1 22.4+0.5
13 Limoneno HM 1037 1193 0.541 £+ 0.001 | 0.622 +0.001 | 0.776 £ 0.007 | 0.635 +0.001 | 0.597 + 0.009
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 0.493 £0.003 | 2.212 + 0.002 2.06 £ 0.02 1.551 + 0.005 1.05+£0.03
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 10.54 + 0.004 | 7.136 = 0.004 6.74 + 0.07 8.81 + 0.08 9.4+0.1
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.657 £ 0.001 | 1.152 £ 0.001 | 0.561 +0.008 | 0.814 + 0.001 1.04 £ 0.02
17 Terpinoleno HM 1088 1279 0.027 £+ 0.001 | 0.088 +0.001 | 0.039 +0.001 N.D. 0.039 + 0.001
18 p-Cimeneno HM 1094 1430 0.095 +0.002 | 0.130 +0.002 | 0.209 +0.002 | 0.176 £0.001 | 0.135 +0.002
19 Linalol* MO 1101 1541 2.651 +0.001 | 3.236 + 0.003 3.66 £ 0.04 3.83+0.02 3.22 £ 0.05
20 trans-Hidrato de sabineno MO 1104 1463 0.450 £0.003 | 0.435+0.001 | 0.285+0.006 | 0.361 +0.001 | 0.368 + 0.005
21 Alcanfor* MO 1157 1513 0.58 £ 0.02 0.542 + 0.001 0.74 £ 0.01 2.25+0.07 0.47 £ 0.01
22 Borneol* MO 1178 1697 2.086 + 0.001 | 1.699 + 0.005 2.03+£0.02 0.983 + 0.002 1.53 + 0.03
23 Terpinen-4-ol MO 1187 1624 0.381 £0.003 | 0.757 £0.001 1.05+0.01 0.140 £ 0.001 0.66 + 0.01
24 p-Cimen-8-ol MO 1193 1843 0.079 £ 0.002 | 0.113+0.001 | 0.124 +0.003 | 0.264 £ 0.001 | 0.089 + 0.002
25 a-Terpineol MO 1201 1729 0.178 £ 0.002 | 0.404 +0.003 0.46 £ 0.01 0.143 +£0.001 | 0.225 +0.004
26 Monoterpeno oxigenado, C;0H;sO MO 1208 — 0.100 + 0.001 N.D. N.D. N.D. 0.102 + 0.002
27 Nerol MO 1223 1792 0.155 + 0.004 | 0.071 +0.001 | 0.040 +0.002 | 0.053 +0.001 | 0.051 +0.001

*|dentificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado.
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Tabla 1.2. Continuacion.

0 b IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)

N"Pico compuesto TPO 5B 5 DB-WAX TVVI TV-VII TV-VIII TV-IX TV-X
28 Eter metilico de timol MO 1238 1586 0.875+0.004 | 1.357 £0.001 | 0.596 + 0.008 | 1.437 £ 0.001 0.74 £ 0.01
29 Eter metilico de carvacrol MO 1248 1598 0.707 +0.001 | 0.750 + 0.003 | 0.618 + 0.006 | 0.821 + 0.009 | 0.585 + 0.009
30 Neral MO 1250 1675 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
31 Timoquinona MO 1258 1226 0.229 +0.003 | 0.175+0.001 | 0.116 +0.005 | 0.124 + 0.002 | 0.114 + 0.003
32 Monoterpeno oxigenado, C;0H;,0, MO 1260 — 0.057 £ 0.001 N.D. N.D. N.D. N.D.
33 Geraniol MO 1281 1841 0.373+0.003 | 0.137 +0.003 | 0.163 +0.002 | 0.142 + 0.003 | 0.128 + 0.002
34 Acetato de bornilo OC 1284 1579 N.D. 0.126 + 0.004 N.D. N.D. N.D.
35 Timol* MO 1298 2172 44.47 £ 0.02 37.37 £ 0.04 29.0+ 0.6 35.49 + 0.06 43.9+0.2
36 Carvacrol* MO 1306 2199 1.693 + 0.003 1.75+0.01 1.74 £ 0.02 1.814 +0.001 2.27 +£0.04
37 Acetato de timilo OC 1360 1347 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
38 Eugenol MO 1366 2188 0.053 +0.001 | 0.039 +£0.001 | 0.035 + 0.001 N.D. 0.041 + 0.001
39 a-Copaeno HS 1388 1493 0.044 £ 0.001 | 0.049 +£0.002 | 0.072 +0.001 | 0.067 +0.001 | 0.047 £ 0.001
40 B-Bourboneno HS 1393 1520 0.025 + 0.001 N.D. 0.035+0.001 | 0.029 +0.001 | 0.034 £ 0.001
41 trans-pB-Cariofileno* HS 1444 1598 4.053 +0.002 | 1.777 £ 0.001 1.46 £ 0.01 1.882 + 0.006 2.51+0.04
42 B-Copaeno HS 1451 1593 0.067 +£0.001 | 0.079 £ 0.001 | 0.036 + 0.001 | 0.050 + 0.001 | 0.041 + 0.001
43 a-Humuleno HS 1477 1814 0.162 +0.002 | 0.072+0.001 | 0.068 + 0.001 | 0.089 + 0.001 | 0.126 + 0.002
44 y-Muuroleno HS 1484 1689 0.067 £ 0.001 | 0.034 +0.001 N.D. 0.074 £ 0.001 | 0.036 + 0.001
45 Germacreno D HS 1502 1709 0.649 + 0.002 | 0.064 +0.002 | 0.074 +£0.001 | 0.054 + 0.001 | 0.093 + 0.002
46 y-Amorfeno HS 1515 1722 0.043 +0.001 | 0.135 +0.004 N.D. N.D. 0.055 + 0.001
a7 Biciclogermacreno HS 1517 1732 0.061 + 0.001 | 0.072 £0.001 | 0.054 £0.001 | 0.052 + 0.001 | 0.065 = 0.001
48 B-Bisaboleno HS 1520 1722 0.057 +£0.001 | 0.065 +0.001 | 0.053 +0.001 | 0.051 +0.001 | 0.047 £ 0.002
49 y-Cadineno HS 1534 1758 0.204 +0.005 | 0.126 + 0.004 | 0.135+0.002 | 0.151 +0.001 | 0.188 + 0.002
50 §-Cadineno HS 1541 1754 0.180+0.001 | 0.129 £+ 0.001 | 0.110+0.001 | 0.125+ 0.001 | 0.206 + 0.004
51 Butanoato de geranilo SO 1543 1541 N.D. N.D. 0.052 + 0.001 | 0.045 + 0.001 N.D.
52 Germacreno D-4-ol SO 1564 2048 0.066 + 0.002 N.D. N.D. N.D. N.D.
53 Oxido de cariofileno SO 1610 1984 0.376 £+ 0.002 | 0.470 +0.004 | 0.687 +0.008 | 0.552 + 0.002 | 0.424 + 0.006
54 1,10-epi-Cubenol SO 1639 2057 N.D. N.D. N.D. 0.075+0.001 | 0.035 +0.001
55 10-epi-y-Eudesmol SO 1649 2103 0.119 £ 0.001 | 0.047 £ 0.002 N.D. 0.045 + 0.001 | 0.035 +0.001
56 epi-a-Cadinol SO 1664 2225 0.180 + 0.004 | 0.074 + 0.002 | 0.071 + 0.001 N.D. 0.107 + 0.001
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Tabla 1.3. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por MW-HD y AV.

0 O IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
N"Pico Compuesto PO 5B S DBWAX — TVXP TVXIP TVXIIP TV-XIV TV-XVP

1 a-Tujeno HM 933 1026 1.03+£0.01 0.74 £ 0.01 0.475+£0.003 | 0.754 +£0.002 | 0.777 £ 0.002
2 a-Pineno* HM 942 1020 0.80 + 0.01 0.422 +0.002 | 0.286 +0.001 | 0.436 + 0.001 | 0.496 + 0.001
3 Canfeno* HM 958 1064 0.634 £ 0.007 | 0.388 +0.003 | 0.282 +£0.003 | 0.349 + 0.001 | 0.382 £ 0.001
4 Sabineno HM 980 1117 0.93+0.01 0.88 +0.01 0.820 £ 0.004 | 0.835+0.001 | 0.759 + 0.002
5 3-Octenol OC 985 1445 0.280 £+ 0.004 | 0.186 +0.001 | 0.146 £ 0.002 | 0.184 £ 0.001 | 0.192 +0.001
6 3-Octanona OC 987 1252 0.061 £ 0.001 | 0.063 +0.001 | 0.075+0.001 | 0.063 +0.001 | 0.061 +£0.001
7 B-Mirceno HM 993 1163 1.39 £ 0.02 1.31+£0.01 1.032 +£0.003 | 1.268 £ 0.003 | 1.312 + 0.003
8 Monoterpeno, CioH1s HM 995 — 0.101 £0.001 | 0.119+0.001 | 0.129 +£0.001 | 0.107 £0.002 | 0.102 +£0.001
9 a-Felandreno HM 1010 1200 0.170 £ 0.002 | 0.146 £+ 0.001 | 0.103 +£0.001 N.D. 0.139 + 0.001
10 A3-Careno HM 1017 1146 0.094 + 0.001 | 0.086 +0.001 | 0.070 +£0.002 | 0.139 +£0.002 | 0.087 +0.002
11 a-Terpineno HM 1023 1176 1.68 + 0.03 1.26 £ 0.01 0.821 £0.004 | 1.192 +£0.002 | 1.192 + 0.002
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 19.6 £ 0.3 179+0.1 15.93 + 0.09 16.88 £ 0.03 15.58 + 0.06
13 Limoneno HM 1037 1193 0.59+0.01 0.518 £+ 0.002 | 0.410 +0.001 | 0.480 +0.001 | 0.481 +0.002
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 1.16 £ 0.01 1.00+£0.01 1.110 £ 0.002 | 0.955 + 0.001 | 0.866 + 0.002
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 11.9+0.1 12.53 + 0.09 9.28 + 0.02 12.07 £ 0.02 11.73 £ 0.03
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.11 +0.01 1.56 + 0.01 1.69 + 0.01 1.591 + 0.002 | 1.397 £ 0.002
17 Terpinoleno HM 1088 1279 0.041 + 0.001 N.D. N.D. N.D. N.D.

18 p-Cimeneno HM 1094 1430 0.133+0.002 | 0.091 +0.001 | 0.081 +0.001 | 0.091 +£0.001 | 0.089 +0.001
19 Linalol* MO 1101 1541 3.10 £ 0.04 3.04 £ 0.02 3.60 £ 0.01 3.093 £ 0.004 | 3.022 + 0.007
20 trans-Hidrato de sabineno MO 1104 1463 0.290 £0.004 | 0.228 £ 0.002 | 0.230+0.002 | 0.239+0.002 | 0.214 +0.002
21 Alcanfor* MO 1157 1513 0.203 £ 0.002 0.65+0.01 0.234 £ 0.001 | 0.620 +0.001 | 0.462 + 0.001
22 Borneol* MO 1178 1697 1.61 £ 0.02 1.55+0.01 1.72 £ 0.01 1.420 £ 0.002 | 1.281 + 0.004
23 Terpinen-4-ol MO 1187 1624 0.77 £0.01 0.499 + 0.003 | 0.483 £0.002 | 0.493 +0.001 | 0.438 +0.001
24 p-Cimen-8-ol MO 1193 1843 0.087 £+ 0.001 | 0.048 +0.001 | 0.041 +0.001 | 0.048 +£0.001 | 0.047 +0.001
25 a-Terpineol MO 1201 1729 0.195+0.002 | 0.179+£0.001 | 0.183+0.001 | 0.189 +0.002 | 0.185 +0.001
26 Monoterpeno oxigenado, C;0H;sO MO 1208 — N.D. 0.111 + 0.001 N.D. 0.111 +£0.001 | 0.100 + 0.002
27 Nerol MO 1223 1792 0.042 + 0.001 | 0.032 +0.001 | 0.040 +£0.001 | 0.038 +£0.001 | 0.032 +0.001

*ldentificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado. “Obtenido por MWHD. "Obtenido por AV.
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Tabla 1.3. Continuacion.

0 b IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
N"Pico compuesto TPO 5B E DBWAX  TVXF TVXIP TVXIIP TV-XIV TVXV?

28 Eter metilico de timol MO 1238 1586 0.736 £ 0.009 | 0.452 +0.002 | 0.691 +0.002 | 0.704 + 0.001 | 0.707 £ 0.002
29 Eter metilico de carvacrol MO 1248 1598 0.577 £0.008 | 0.438 £ 0.002 | 0.680 £ 0.003 | 0.693 £0.001 | 0.628 + 0.002
30 Neral MO 1250 1675 N.D. 0.058 £ 0.001 | 0.066 £ 0.001 N.D. 0.058 £ 0.001
31 Timoquinona MO 1258 1226 0.096 £0.001 | 0.109 £ 0.001 | 0.096 +£0.001 | 0.104 £0.001 | 0.075+£0.001
32 Monoterpeno oxigenado, C;0H;,0, MO 1260 — 0.079 £0.001 N.D. N.D. 0.080 £0.001 | 0.073 £0.001
33 Geraniol MO 1281 1841 0.120 £0.001 | 0.082 £ 0.002 | 0.081 +£0.002 | 0.091 £0.002 | 0.109 + 0.002
34 Acetato de bornilo OC 1284 1579 N.D. N.D. 0.093 £0.001 N.D. N.D.

35 Timol* MO 1298 2172 446 £ 0.6 48.2 +0.3 52.95 £ 0.09 49.02 £ 0.07 49.62 £ 0.08
36 Carvacrol* MO 1306 2199 2.20 £ 0.03 2.10+£0.02 2.28 £0.01 1.956 + 0.004 | 1.980 £ 0.003
37 Acetato de timilo OC 1360 1347 N.D. 0.125+0.002 | 0.114 +£0.003 | 0.105+0.001 | 1.134 £0.004
38 Eugenol MO 1366 2188 0.041 £0.001 | 0.087 £0.001 N.D. N.D. 0.035 £ 0.001
39 a-Copaeno HS 1388 1493 0.045 +0.001 | 0.027 +£0.001 | 0.041 +0.001 | 0.035+0.001 | 0.032 +0.001
40 B-Bourboneno HS 1393 1520 0.035+0.001 | 0.020 + 0.001 N.D. N.D. 0.020 + 0.001
41 trans-p-Cariofileno* HS 1444 1598 2.18 £ 0.03 1.97 £ 0.01 2.21+£0.01 2.310 £ 0.003 | 3.469 = 0.007
42 B-Copaeno HS 1451 1593 0.037 +£0.001 | 0.035+0.001 | 0.049 +0.001 | 0.045 +0.001 | 0.062 + 0.001
43 a-Humuleno HS 1477 1814 0.111 £0.003 | 0.087 +£0.001 | 0.119+0.001 | 0.112 £ 0.002 | 0.158 + 0.001
44 y-Muuroleno HS 1484 1689 0.031+0.001 | 0.028 +0.001 | 0.028 + 0.001 | 0.031 +0.001 | 0.045 + 0.002
45 Germacreno D HS 1502 1709 0.079 £ 0.001 | 0.042 +0.002 | 0.046 + 0.001 | 0.036 + 0.001 | 0.060 + 0.002
46 v-Amorfeno HS 1515 1722 0.080 +£0.002 | 0.215+0.001 N.D. N.D. 0.472 £ 0.002
a7 Biciclogermacreno HS 1517 1732 0.050 £ 0.001 | 0.043 £0.001 | 0.051+£0.001 | 0.285 + 0.001 N.D.

48 B-Bisaboleno HS 1520 1722 0.055 +0.001 | 0.050 +0.002 | 0.059 +0.001 | 0.115+0.002 | 0.215 + 0.001
49 y-Cadineno HS 1534 1758 0.165+0.002 | 0.108 £ 0.001 | 0.118 +0.001 | 0.115+0.001 | 0.165 + 0.004
50 56-Cadineno HS 1541 1754 0.175+0.002 | 0.102 +£0.001 | 0.115+0.001 | 0.093 £ 0.001 0.15+0.01
51 Butanoato de geranilo SO 1543 1541 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

52 Germacreno D-4-ol SO 1564 2048 N.D. 0.035+£0.001 | 0.054 +£0.001 | 0.054 £0.001 N.D.

53 Oxido de cariofileno SO 1610 1984 0.401 +£0.004 | 0.205+0.002 | 0.381 +0.002 | 0.281 +0.001 | 0.235 +0.001
54 1,10-epi-Cubenol SO 1639 2057 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

55 10-epi-y-Eudesmol SO 1649 2103 0.035 + 0.001 N.D. 0.047 +£0.001 | 0.035+0.001 | 0.035 +0.001
56 epi-a-Cadinol SO 1664 2225 0.100 + 0.001 N.D. 0.10 + 0.01 0.083 + 0.001 | 0.063 + 0.001
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Tabla 1.4. Composicién quimica de los AE de T. vulgaris, obtenidos por AV.

o o IR Cantidad relativa, % (= s, n=3)
N°Pico Compuesto TIPO BB DBWAX — TvxXvi TV-XVII TV-XVIII TV-XIX TV-XX
1 o-Tujeno HM 933 1026 | 0.702+0.001 | 0.639  0.003 | 2.154 + 0.005 | 2.00 +0.01 | 1.764 + 0.001
2 a-Pineno* HM 942 1020 | 0.455+0.001 | 0.408 +0.001 | 1.686 +0.003 | 1.70+0.01 | 1.118 +0.002
3 Canfeno* HM 958 1064 | 0.356+0.001 | 0.301 +0.004 | 1.468 + 0.004 | 1.41+0.01 | 0.859 +0.004
4 Sabineno HM 980 1117 | 0.663+0.001 | 0.632 +0.001 | 1.231+0.002 | 1.14+0.01 | 0.942 +0.001
5  3-Octenol OC 985 1445 | 0.177+0.004 | 0.162 +0.001 | 0.473 + 0.001 | 0.470 + 0.002 | 0.342 +0.001
6  3-Octanona OC 987 1252 | 0.050+0.001 | 0.050 +0.001 | 0.073 + 0.001 | 0.079 + 0.001 | 0.050 + 0.001
7 B-Mirceno HM 993 1163 | 1.311+0.001 | 1.251 + 0.001 | 2.452 +0.004 | 2.27+0.01 | 2.408 +0.001
8  Monoterpeno, CyoHie HM 995  — | 0.088+0.001 | 0.092 +0.001 | 0.158 + 0.001 | 0.154 + 0.001 | 0.107 +0.001
9  o-Felandreno HM 1010 1200 | 0.151+0.002 | 0.144 +0.001 | 0.019 + 0.001 | 0.260 +0.001 | 0.260 + 0.001
10 A*Careno HM 1017 1146 | 0.085+0.001 | 0.080 + 0.001 | 0.276 + 0.001 | 0.169 +0.001 | 0.152 + 0.001
11 a-Terpineno HM 1023 1176 | 1.204+0.002 | 1.186+0.002 | 0.178 +0.002 | 2.18+0.01 | 2.096 + 0.002
12 p-Cimeno* HM 1034 1268 | 13.64+002 | 12.75+0.05 | 382+0.1 | 39.62+0.05 | 20.994 + 0.002
13 Limoneno HM 1037 1193 | 0.471+0.001 | 0.446 +0.002 | 1.008 + 0.002 | 0.983 + 0.004 | 0.783 + 0.001
14 1,8-Cineol* MO 1040 1203 | 0.639+0.001 | 0.657 +0.001 | 1.442 + 0.001 | 1.578 + 0.003 | 0.896 + 0.001
15 y-Terpineno* HM 1067 1244 | 11.82+0.02 | 12.24+001 | 1857+0.05 | 19.92 +0.05 | 21.213 + 0.003
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1075 1546 1.329 £ 0.003 | 1.346 + 0.001 | 1.556 + 0.003 1.16 £ 0.01 1.139 + 0.001
17 Terpinoleno HM 1088 1279 | 0.088+0.001 | 0.088 +0.001 | 0.020 + 0.001 N.D. 0.020 + 0.001
18 p-Cimeneno HM 1094 1430 N.D. N.D. 0.199 + 0.002 | 0.215 + 0.001 | 0.134 + 0.003
19  Linalol* MO 1101 1541 | 2.874+0.006 | 2.946 +0.001 | 4.18+001 | 3.99+001 | 2.807 +0.001
20 trans-Hidrato de sabineno MO 1104 1463 0.197 £ 0.001 | 0.188 £ 0.001 | 0.406 + 0.001 | 0.365 +£0.002 | 0.282 + 0.004
21 Alcanfor* MO 1157 1513 | 0.411+0.001 | 0.133 +0.003 | 0.628 + 0.002 | 0.635 + 0.002 | 1.742 +0.001
22 Borneol* MO 1178 1697 | 1.296+0.002 | 1.285+0.004 | 1.588 + 0.004 | 1.588 + 0.003 | 1.517 +0.001
23 Terpinen-4-ol MO 1187 1624 | 0.437+0.001 | 0.445+0.001 | 0.608 + 0.003 | 0.686 + 0.002 | 0.678 + 0.001
24 p-Cimen-8-ol MO 1193 1843 | 0.049 + 0.003 N.D. 0.050 +0.001 | 0.057 + 0.001 | 0.034 +0.001
25  a-Terpineol MO 1201 1729 | 0.147+0.004 | 0.161+0.002 | 0.162 + 0.001 | 0.169 + 0.001 | 0.216 + 0.001
26 Monoterpeno oxigenado, C1;H;0 MO 1208  — | 0.069+0.001 | 0.073 +0.001 | 0.132 + 0.002 N.D. 0.103 + 0.001
27 Nerol MO 1223 1792 | 0.029+0.001 | 0.033 +0.001 | 0.020 + 0.001 | 0.021 + 0.001 | 0.051 + 0.001

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado.
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Tabla 1.4. Continuacion.

0 b IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
N"Pico compuesto TPO 5B 5 DBWAX — TV-XVI TVXVII TVXVIII TV-XIX TV-XX
28 Eter metilico de timol MO 1238 1586 0.429 + 0.001 | 0.451 £0.001 | 0.900 £ 0.003 | 0.88+0.01 0.674 £ 0.001
29 Eter metilico de carvacrol MO 1248 1598 0.486 £0.002 | 0.481 +£0.003 | 0.863 £0.001 | 0.796 £0.001 | 0.667 £ 0.001
30 Neral MO 1250 1675 0.042 £ 0.001 | 0.052 £ 0.001 N.D. N.D. N.D.
31 Timoquinona MO 1258 1226 0.061 £0.001 | 0.067 £0.001 | 0.031 £0.001 | 0.044 £0.001 | 0.031x0.001
32 Monoterpeno oxigenado, C;0H;,0, MO 1260 — 0.091 £0.001 | 0.063 +£0.002 | 0.036 £0.001 | 0.037 £0.001 | 0.027 £0.001
33 Geraniol MO 1281 1841 N.D. 0.092 £ 0.001 N.D. N.D. 0.037 £0.001
34 Acetato de bornilo OC 1284 1579 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
35 Timol* MO 1298 2172 53.09 £ 0.05 54.06 £ 0.01 14.29 £ 0.03 13.53 £ 0.03 | 28.966 + 0.003
36 Carvacrol* MO 1306 2199 2.043 £0.001 | 2.063 £ 0.003 | 0.642 £ 0.001 | 0.607 £0.002 | 1.029 +£0.001
37 Acetato de timilo OC 1360 1347 N.D. 0.095 £ 0.001 | 0.045 +£0.001 | 0.048 £0.002 | 0.113+0.001
38 Eugenol MO 1366 2188 N.D. 0.025 £ 0.001 N.D. N.D. N.D.
39 a-Copaeno HS 1388 1493 0.028 + 0.001 | 0.031 £ 0.001 | 0.060 £ 0.001 | 0.065 + 0.001 | 0.025 + 0.001
40 B-Bourboneno HS 1393 1520 0.021 £ 0.001 | 0.027 £0.001 | 0.046 £ 0.001 | 0.049 + 0.001 | 0.029 + 0.001
41 trans-p-Cariofileno* HS 1444 1598 3.584 £ 0.003 | 3.532 £ 0.002 | 3.387 £ 0.007 3.29 £ 0.02 4.459 £ 0.002
42 B-Copaeno HS 1451 1593 0.060 + 0.001 | 0.054 £ 0.002 | 0.068 £ 0.001 | 0.067 + 0.002 | 0.072 + 0.001
43 a-Humuleno HS 1477 1814 0.132+0.001 | 0.134 +0.004 | 0.086 +0.001 | 0.097 +0.002 | 0.196 +0.001
44 y-Muuroleno HS 1484 1689 0.044 + 0.001 | 0.039+£0.001 | 0.032 +£0.001 | 0.036 +0.001 | 0.045 +0.001
45 Germacreno D HS 1502 1709 0.057 £ 0.001 | 0.053 £0.001 | 0.101 £0.001 | 0.113 +£0.001 | 0.048 + 0.001
46 v-Amorfeno HS 1515 1722 0.480+0.004 | 0.473+0.001 | 0.121 +£+0.002 | 0.084 + 0.001 N.D.
47 Biciclogermacreno HS 1517 1732 0.161 +0.001 | 0.129 £ 0.001 | 0.038 £ 0.001 | 0.046 + 0.001 | 0.087 £ 0.001
48 B-Bisaboleno HS 1520 1722 0.136 £ 0.001 N.D. 0.037 £0.001 | 0.039+£0.001 | 0.037 +£0.001
49 y-Cadineno HS 1534 1758 0.132+0.001 | 0.116 £0.001 | 0.112+0.001 | 0.137 £0.001 | 0.120+0.001
50 56-Cadineno HS 1541 1754 0.129+0.001 | 0.119+0.001 | 0.123+0.002 | 0.149 +0.001 | 0.092 +0.001
51 Butanoato de geranilo SO 1543 1541 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
52 Germacreno D-4-ol SO 1564 2048 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
53 Oxido de cariofileno SO 1610 1984 N.D. 0.120 £ 0.001 | 0.047 £0.001 | 0.075+0.001 | 0.065 +0.001
54 1,10-epi-Cubenol SO 1639 2057 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
55 10-epi-y-Eudesmol SO 1649 2103 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
56 epi-a-Cadinol SO 1664 2225 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
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Tabla 1.5. Composicién quimica de los AE de R. officinalis, obtenidos por MW-HD.

IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
Ne TIP
Pico Compuesto o) DB- DB-
5 WAX RO-I RO-II RO-III RO-1V RO-V
1 Tricileno HM 930 1004 0.232 +0.002 | 0.468 £ 0.001 | 0.480 £0.001 | 0.299 £ 0.001 | 0.412 £+ 0.005
2 a-Tujeno HM 933 1026 0.136 £ 0.001 | 0.232+£0.001 | 0.149 £0.001 | 0.224 £0.001 | 0.230 £ 0.001
36.138 19.184 £ 21.982 + 18.672 19.765 +
3 a-Pineno* HM 944 1023 0.001 0.001 0.002 0.001 0.002
4 a-Fencheno HM 956 1056 0.422 +£0.001 | 0.277 £0.002 | 0.289 + 0.003 N.D. 0.205 £ 0.001
12.894 £ 13.061 £ 11.495 +
5 Canfeno* HM 958 1064 5.232 + 0.001 0.001 0.002 8.600 + 0.001 0.001
6 Tuja-2,4(10)-dieno HM 962 1120 0.545 + 0.001 | 0.240 £ 0.001 | 0.248 £0.003 | 0.196 +£ 0.003 | 0.203 + 0.001
7 Sabineno HM 980 1117 0.068 + 0.001 | 0.083 £0.001 | 0.053 £0.001 | 0.095 +0.001 | 0.097 £ 0.001
8 B-Pineno HM 985 1101 2.539+£0.002 | 3.807 £0.002 | 2.881 +£0.003 | 4.560 £ 0.001 | 4.321 £ 0.003
9 B-Mirceno HM 993 1163 0.954 +0.002 | 0.777 £0.003 | 0.754 £0.001 | 0.974 +£0.001 | 0.812 + 0.001
10 p-Menta-1(7),8-dieno HM 996 1166 0.028 + 0.001 | 0.043 +£0.001 | 0.043 £0.001 | 0.043 +£0.001 N.D.
11 a-Felandreno HM 1009 1200 0.253+0.001 | 2.401 £0.001 | 2.336 £0.003 | 2.357 £ 0.004 | 2.448 £ 0.001
12 a-Terpineno HM 1023 1176 0.407 £ 0.003 | 0.045 £ 0.001 | 0.809 £ 0.001 | 0.740 £ 0.001 | 0.757 £ 0.002
13 p-Cimeno HM 1031 1265 0.469 + 0.001 | 1.290+0.001 | 1.619+£0.001 | 0.501 £0.001 | 1.197 £ 0.001
1 8-Cineol* 23.213 + 21.795 + 22.985 + 24.487 * 21.216 +
14 ' MO 1038 1206 0.001 0.001 0.002 0.002 0.002
15 y-Terpineno* HM 1065 1242 0.796 £ 0.001 | 1.191+£0.001 | 1.048 £0.003 | 1.375+0.001 | 1.284 £ 0.001
16 trans-Hidrato de sabineno MO 1074 1462 0.165 £ 0.002 | 0.208 £ 0.005 | 0.108 +0.001 | 0.108 £0.001 | 0.244 £ 0.001
17 Terpinoleno HM 1094 1279 0.734 +£0.001 | 0.819+£0.003 | 0.741 £0.001 | 0.741 £0.005 | 0.743 £ 0.003
18 p-Cimeneno HM 1101 1430 1.780 £ 0.001 | 0.140£0.002 | 0.145+0.001 | 0.258 + 0.001 | 0.197 + 0.005
19 Linalol* MO 1104 1540 0.174 +£0.001 | 0.147 £0.001 | 0.098 £0.001 | 0.261 £0.001 | 0.158 £ 0.001
20 cis-Hidrato de sabineno MO 1109 1546 0.168 + 0.002 | 0.025 +0.001 | 0.028 + 0.001 N.D. 0.028 £ 0.001
Monoterpeno oxigenado,
21 C1oH120: MO 1116 — 0.082 + 0.001 | 0.043 +0.001 | 0.058 + 0.001 N.D. 0.033 £ 0.001
22 Crisanterona MO 1133 1502 0.414 +0.001 | 0.134 £0.002 | 0.155+0.001 | 0.103 £0.001 | 0.120 + 0.001
23 trans-Hidrato de pineno MO 1148 — 0.048 + 0.001 | 0.093 +0.001 | 0.091 +0.001 N.D. 0.087 £ 0.001
24 cis-Pinocarveol MO 1151 1117 0.298 + 0.002 | 0.091 +0.001 | 0.112 +0.001 | 0.070 + 0.001 N.D.

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado.
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Tabla 1.5. Continuacion.

0 O IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)

N"Pico compuesto PO 555 DB-wWAX RO-I RO-II RO-III RO-IV RO-V
25 trans-Verbenol MO 1154 1675 0.379 £ 0.001 N.D. 0.069 £0.001 | 0.096 +0.001 | 0.079 £0.001
26 Alcanfor* MO 1157 1513 2.688 + 0.002 | 17.257 £ 0.001 | 17.540 £ 0.004 | 17.512 £ 0.001 | 15.530 + 0.002
27 Hidrato de canfeno MO 1161 1593 0.092 £0.001| 0.212+0.001 | 0.244 £0.001 | 0.042 £0.001 | 0.150 = 0.005
28 trans-Pinocanfenona MO 1172 1544 0.135+0.001 N.D. 0.035+0.001 | 0.160 +0.001 N.D.
29 Pinocarvona MO 1173 1566 0.432+0.001| 0.123+0.004 | 0.111 +£0.001 | 0.141 £0.001 | 0.100 £ 0.001
30 Borneol* MO 1178 1697 3.331+£0.001 | 4.099 £ 0.002 | 3.855+ 0.003 | 4.787 £ 0.002 | 4.406 + 0.001
31 Terpinen-4-ol MO 1186 1624 1.920+£0.001 | 1.066 + 0.001 | 1.092 +0.002 | 0.983 +£0.001 | 0.965 + 0.003
32 a-Terpineol MO 1198 1692 1.346 £ 0.001 | 0.862 + 0.001 | 0.945 +0.001 | 1.287 £0.002 | 0.952 + 0.001
33 Mirtenol MO 1206 1786 0.395+0.001 | 0.155+0.001 | 0.152 +0.001 | 0.169 £ 0.003 | 0.127 + 0.002
34 Monoterpeno oxigenado, C1oH;,0, MO 1210 — 0.418 £0.001 | 0.063 + 0.001 | 0.065 +0.001 | 0.073 +£0.001 | 0.060 + 0.001
35 Verbenona MO 1221 1706 6.848 + 0.003 | 1.995+0.001 | 1.801 +£+0.001 | 3.241 +£0.001 | 1.815+0.001
36 Citronelol MO 1228 1755 0.215 £ 0.005 N.D. N.D. N.D. N.D.
37 Neral MO 1244 1680 0.300 + 0.001 | 0.033 £0.001 | 0.039 + 0.001 | 0.036 +£0.001 | 0.033 +0.001
38 Geraniol MO 1255 1841 1.938 £ 0.001 | 0.033 +0.001 | 0.038 £ 0.001 | 0.043 +0.001 | 0.034 +0.001
39 Geranial MO 1272 1723 0.151 + 0.002 N.D. N.D. N.D. N.D.
40 cis-Acetato de verbenilo OC 1280 1610 0.142 + 0.001 N.D. N.D. N.D. N.D.
41 Acetato de bornilo OC 1295 1579 1.010 £ 0.001 | 0.845 +0.002 | 0.642 +0.002 | 1.189+0.001 | 1.769 + 0.001
42 Acetato de geranilo OC 1382 1747 0.025 + 0.001 N.D. N.D. N.D. N.D.
43 Sesquiterpeno, CisHo4 HS 1384 — 0.085 + 0.001 N.D. N.D. N.D. N.D.
44 Sesquiterpeno, CisHo4 HS 1406 — 0.085 + 0.001 N.D. N.D. N.D. N.D.
45 trans-p-Cariofileno* HS 1443 1598 2.206 £+ 0.003 | 5.751 £ 0.001 | 2.600 +£ 0.002 | 4.621 +£0.003 | 6.611 + 0.004
46 a-Humuleno* HS 1476 1671 0.322 £+ 0.001| 0.023 +£0.001 | 0.358 £ 0.003 | 0.589 + 0.001 | 0.940 + 0.004
47 Oxido de cariofileno SO 1610 1984 0.197 £ 0.001| 0.372+0.001 | 0.225+0.002 | 0.244 +0.001 | 0.366 = 0.001
48 Epéxido de humuleno |l SO 1638 2041 0.031 +0.001 | 0.037 £ 0.001 | 0.043 + 0.001 N.D. 0.040 + 0.001
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Tabla 1.6. Composicién quimica de los AE de R. officinalis, obtenidos por AV.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (= s, n=3)
DB-5 DB-WAX RO-VI RO-VII RO-VIII RO-IX

1 Tricileno HM 930 1004 0.429 + 0.003 0.457 £ 0.001 0.496 + 0.001 0.520 + 0.001
2 a-Tujeno HM 933 1026 0.239 + 0.001 0.180 + 0.003 0.187 + 0.001 0.193 + 0.001
3 a-Pineno* HM 944 1023 30.36 + 0.02 27.41 £ 0.02 24.609 £ 0.001 | 25.489 + 0.001
4 a-Fencheno HM 956 1056 0.276 + 0.002 0.127 + 0.001 0.210 £ 0.001 0.241 + 0.005
5 Canfeno* HM 958 1064 10.749 £ 0.007 | 12.266 £ 0.006 | 12.996 + 0.006 | 13.195 + 0.003
6 Tuja-2,4(10)-dieno HM 962 1120 0.463 + 0.004 0.341 + 0.002 0.344 + 0.005 0.414 + 0.001
7 Sabineno HM 980 1117 0.092 + 0.001 0.073 £ 0.001 0.084 + 0.001 0.084 + 0.001
8 B-Pineno HM 985 1101 3.584 £ 0.002 3.387 £ 0.001 3.355+0.001 3.419 £ 0.001
9 B-Mirceno HM 993 1163 1.075 £ 0.001 1.297 + 0.002 1.103 £ 0.004 0.942 + 0.001
10 p-Menta-1(7),8-dieno HM 996 1166 N.D. N.D. 0.039 + 0.001 0.029 + 0.001
11 a-Felandreno HM 1009 1200 1.801 £ 0.001 2.946 £ 0.001 2.743 £ 0.001 2.602 + 0.003
12 a-Terpineno HM 1023 1176 0.772 £ 0.002 1.148 + 0.003 0.984 + 0.001 0.942 + 0.001
13 p-Cimeno* HM 1031 1265 1.048 + 0.002 1.514 + 0.002 1.502 + 0.002 1.416 + 0.001
14 1,8-Cineol* MO 1038 1206 23.314 £ 0.006 | 28.968 + 0.009 | 26.864 + 0.002 | 24.871 + 0.007
15 y-Terpineno* HM 1065 1242 1.306 £ 0.004 1.516 £ 0.001 1.375 £ 0.001 1.368+ 0.001

16 trans-Hidrato de sabineno MO 1074 1462 0.160 + 0.001 0.071 £ 0.001 0.126 + 0.003 0.104 + 0.001
17 Terpinoleno HM 1094 1279 1.002 £ 0.002 0.867 + 0.003 0.932 £ 0.001 0.954 + 0.005
18 p-Cimeneno HM 1101 1430 0.787 £ 0.004 0.138 £ 0.001 0.132 £ 0.002 0.245 + 0.001
19 Linalol* MO 1104 1540 0.123 + 0.003 0.061 +0.001 0.095 + 0.001 0.085 + 0.001
20 cis-Hidrato de sabineno MO 1109 1546 0.059 + 0.001 0.031 +£0.001 0.033+0.001 0.037 £ 0.001
21 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1116 — 0.030 £ 0.001 N.D. N.D. 0.038 + 0.001
22 Crisanterona MO 1133 1502 0.165 + 0.001 0.056 + 0.001 0.069 + 0.001 0.087 + 0.001
23 trans-Hidrato de pineno MO 1148 — 0.037 £ 0.001 0.029 + 0.001 0.034 £ 0.001 0.037 £ 0.001
24 cis-Pinocarveol MO 1151 1117 N.D. 0.024 + 0.001 0.029 + 0.001 0.039 + 0.001

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado.
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Tabla 1.6. Continuacion.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
DB-5 DB-WAX RO-VI RO-VII RO-VIII RO-IX
25 trans-Verbenol MO 1154 1675 0.118 + 0.001 N.D. N.D. N.D.
26 Alcanfor* MO 1157 1513 8.454 + 0.007 | 9.746 £ 0.004 | 12.837 £0.001 | 13.122 £ 0.001
27 Hidrato de canfeno MO 1161 1593 0.107 £ 0.001 | 0.058 + 0.001 0.101 + 0.002 0.113 +0.001
28 trans-Pinocanfenona MO 1172 1544 0.056 £ 0.001 | 0.027 £ 0.001 0.023 £ 0.001 0.032 £ 0.001
29 Pinocarvona MO 1173 1566 0.197 £ 0.001 | 0.075+0.001 0.094 £ 0.001 0.103 £ 0.001
30 Borneol* MO 1178 1697 2.405 + 0.003 | 1.404 +0.001 2.133+ 0.001 1.901 +£ 0.001
31 Terpinen-4-ol MO 1186 1624 0.919 £ 0.001 | 0.408 £ 0.002 0.572 £ 0.001 0.616 £ 0.001
32 a-Terpineol MO 1198 1692 0.625 £ 0.003 | 0.263 +£0.001 0.447 £ 0.001 0.341 £ 0.001
33 Mirtenol MO 1206 1786 0.146 + 0.003 | 0.029 + 0.001 0.039 + 0.001 0.060 + 0.001
34 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1210 — 0.114 £ 0.002 N.D. N.D. 0.024 £ 0.001
35 Verbenona MO 1221 1706 2.212 +0.002 | 0.603 +0.002 0.885 + 0.001 0.825 + 0.001
36 Citronelol MO 1228 1755 0.039 £ 0.001 N.D. N.D. N.D.
37 Neral MO 1244 1680 0.040 £ 0.001 N.D. N.D. N.D.
38 Geraniol MO 1255 1841 0.293 + 0.005 N.D. N.D. N.D.
39 Geranial MO 1272 1723 0.040 + 0.001 N.D. N.D. N.D.
40 cis-Acetato de verbenilo ocC 1280 1610 0.051 + 0.001 N.D. N.D. N.D.
41 Acetato de bornilo ocC 1295 1579 0.874 +0.001 | 0.116 +0.001 0.183 + 0.003 0.162 + 0.002
42 Acetato de geranilo oC 1382 1747 N.D. N.D. N.D. N.D.
43 Sesquiterpeno, CisHo4 HS 1384 — N.D. N.D. N.D. N.D.
44 Sesquiterpeno, CisHo4 HS 1406 — N.D. N.D. N.D. N.D.
45 trans-p-Cariofileno* HS 1443 1598 4.793 £ 0.003 | 2.631 +0.007 3.975 £ 0.001 4.890 + 0.005
46 oa-Humuleno* HS 1476 1671 0.571+0.005 | 0.242 +0.001 0.376 + 0.002 0.472 + 0.002
47 Oxido de cariofileno SO 1610 1984 0.101 + 0.001 N.D. N.D. N.D.
48 Epoéxido de humuleno |l SO 1638 2041 N.D. N.D. N.D. N.D.
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Tabla 1.7. Composicién quimica de los AE de S. officinalis, obtenidos por MW-HD.

Ir

Cantidad relativa, % (+ s, n=3)

0 o
N° Pico Compuesto TIPO DBS DB-WAX SO SO
1 o-Tujeno HM 933 1026 0.814 + 0.001 0.490 = 0.002
2 a-Pineno* HM 942 1020 1.444 £ 0.001 2.152 £ 0.001
3 Canfeno* HM 957 1064 1.064 + 0.001 1.383 £ 0.001
4 Sabineno HM 980 1117 1.040 £ 0.001 0.447 + 0.001
5 B-Pineno HM 985 1101 3.509 £ 0.001 3.859 £ 0.001
6 B-Mirceno HM 993 1163 5.332 £ 0.001 2.395 +0.001
7 Monoterpeno, CioH15 HM 996 — 0.053 £ 0.001 0.050 £ 0.001
8 a-Felandreno HM 1009 1200 0.066 + 0.001 0.064 £ 0.001
9 a-Terpineno HM 1023 1040 0.551 + 0.001 0.431 £ 0.002
10 p-Cimeno* HM 1031 1265 0.282 + 0.002 0.435+0.001
11 1,8-Cineol* MO 1041 1206 22.778 £ 0.001 26.623 + 0.003
12 trans-B-Ocimeno HM 1052 1232 0.082 + 0.002 0.041 + 0.001
13 y-Terpineno* HM 1065 1243 1.057 £ 0.004 0.774 + 0.002
14 trans-Hidrato de sabineno MO 1074 1462 0.635 + 0.001 0.541 £ 0.001
15 Terpinoleno HM 1094 1279 0.199 + 0.001 0.154 + 0.001
16 Linalol MO 1103 1540 0.906 + 0.002 0.758 £ 0.001
17 a-Tujona MO 1116 1400 19.220 £ 0.003 18.303 £ 0.002
18 B-Tujona MO 1126 1420 3.604 + 0.002 6.517 £ 0.002
19 cis-p-Ment-2-en-1-ol MO 1130 1560 0.062 + 0.001 0.049 + 0.001
20 Alcanfor* MO 1157 1513 4.398 + 0.001 6.030 = 0.003
21 Umbellulona MO 1172 1151 0.185 + 0.001 0.137 £ 0.002
22 8-Terpineol MO 1176 1668 0.220 + 0.001 0.213 £ 0.001
23 Borneol* MO 1177 1720 0.476 + 0.001 0.720 £ 0.001
24 Terpinen-4-ol MO 1187 1625 0.670 + 0.002 0.606 + 0.001
25 o-Terpineol MO 1198 1691 0.261 + 0.001 0.242 +0.001
26 Mirtenol MO 1205 1176 0.068 + 0.001 0.068 £ 0.001
27 Acetato de bornilo oC 1294 1578 0.096 + 0.001 0.043 £ 0.001

*|dendificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado.
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Tabla 1.7. Continuacion.

o o IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
N° Pico Compuesto TIPO DBE DB-WAX SO SOl

28 -Cubebeno HS 1352 1459 0.023 £ 0.001 0.068 + 0.001
29 a-Copaeno HS 1390 1493 0.102 + 0.001 0.046 + 0.001
30 B-Bourboneno HS 1393 1520 0.074 + 0.002 0.121 + 0.001
31 a-Gurjuneno HS 1431 1532 0.091 + 0.001 0.050 + 0.001
32 trans-p-Cariofileno* HS 1444 1600 8.783 £ 0.003 7.287 £ 0.004
33 B-Gurjuneno HS 1450 1603 N.D. 0.166 + 0.001
34 Aromadendreno HS 1457 1610 0.100 £ 0.001 0.057 £0.001
35 Sesquiterpeno, CisHyy HS 1459 — 0.148 £ 0.001 0.092 £ 0.001
36 cis-Eudesma-6,11-dieno HS 1463 1617 1.469 + 0.002 0.832 £ 0.001
37 Sesquiterpeno, CisHyy HS 1465 — 0.143 £0.001 0.096 £ 0.001
38 a-Humuleno* HS 1478 1673 7.686 + 0.002 5.452 + 0.003
39 9-epi-trans-Cariofileno HS 1484 1649 0.133 £ 0.004 0.173 £ 0.004
40 y-Muroleno HS 1484 1689 0.206 + 0.002 0.281 + 0.002
41 Germacreno D HS 1493 1709 0.219 £ 0.001 N.D.
42 8-Selineno HS 1497 1724 0.029 + 0.001 0.022 + 0.001
43 Viridifloreno HS 1501 1697 0.040 +£ 0.001 0.043 £ 0.001
44 Biciclogermacreno HS 1509 1732 0.059 + 0.001 0.411 £ 0.001
45 y-Cadineno HS 1512 1757 0.115 +0.001 0.442 £ 0.001
46 8-Cadineno HS 1516 1754 0.742 £ 0.001 0.268 + 0.001
47 Sesquiterpeno oxigenado, Ci5H»,0 SO 1540 — 0.202 £ 0.001 0.040 + 0.001
48 Espatulenol SO 1601 1572 0.328 £ 0.001 0.238 £ 0.001
49 Oxido de cariofileno SO 1610 1984 0.516 £ 0.001 0.406 + 0.001
50 Viridiflorol SO 1622 2010 7.553 £0.003 8.036 + 0.005
51 Sesquiterpeno oxigenado, Ci5H»,0 SO 1626 — 0.154 + 0.001 0.151 + 0.001
52 Epdxido de humuleno |l SO 1638 2040 0.417 £ 0.002 0.366 + 0.002
53 Esclareno HS 1957 1940 0.130 £ 0.001 0.081 £ 0.001
54 Manol SO 2094 2048 1.621 + 0.001 1.262 + 0.001
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Tabla 1.8. Composicién quimica de los AE de L. citriodora, obtenidos por MW-HD.

0 O IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
N° Pico Compuesto TIPO DBE DB-WAX XX
1 o-Pineno* HM 942 1020 0.342 + 0.001
2 Sabineno HM 980 1117 0.869 + 0.001
3 3-Octenol ocC 984 1445 0.066 + 0.001
4 6-Metil-5-hepten-2-ona oC 987 1332 1.055 + 0.001
5 B-Mirceno HM 993 1162 0.239 £ 0.001
6 Monoterpeno, CioHss HM 995 — 0.262 + 0.001
7 o-Felandreno HM 1009 1201 0.055 +0.001
8 p-Cimeno* HM 1031 1265 0.115 + 0.002
9 Limoneno* HM 1037 1194 10.000 + 0.001
10 1,8-Cineol* MO 1040 1204 2.359 + 0.001
11 trans-B-Ocimeno HM 1052 1232 1.848 + 0.002
12 y-Terpineno* HM 1065 1242 0.085 +0.001
13 cis-Hidrato de sabineno MO 1074 1549 0.200 £ 0.002
14 Terpinoleno MO 1086 1278 0.067 £ 0.001
15 Linalol MO 1100 1540 0.716 £ 0.001
16 n-Nonanal MO 1104 1087 0.322 £ 0.001
17 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1112 — 0.357 £ 0.002
18 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1130 — 0.095 + 0.001
19 cis-Oxido de limoneno MO 1142 1443 0.215 + 0.002
20 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1146 — 0.120 £ 0.001
21 trans-Oxido de limoneno MO 1148 1455 0.540 + 0.002
22 Alcanfor* MO 1157 1513 4.444 + 0.002
23 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1167 — 0.514 + 0.001
24 Epoxido de rosefurano MO 1178 1595 1.463 + 0.002
25 cis-Pinocanfona MO 1184 1544 0.895 + 0.003
26 Terpinen-4-ol MO 1187 1626 0.311 + 0.002

*Idendificados con base en las sustancias patron certificadas. N.D: No identificado.
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Tabla 1.8. Continuacion.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (¢ s, n=3)
DB-5 DB-WAX LC-I
27 o-Terpineol MO 1198 1691 0.555+0.001
28 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1204 — 0.113+£0.001
29 Verbenona MO 1219 1705 0.142 + 0.002
30 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1226 — 0.116 £ 0.001
31 Nerol MO 1231 1792 1.077 £ 0.004
32 Monoterpeno oxigenado, C1oH1,0, MO 1236 — 0.182 + 0.002
33 Neral* MO 1247 1679 13.971 £ 0.003
34 Carvona oC 1256 1713 1.063 + 0.002
35 Geraniol MO 1260 1841 0.061 + 0.001
36 Geranial* MO 1276 1727 18.588 + 0.004
37 Acetato de bornilo ocC 1292 1579 0.120 £ 0.001
38 Sesquiterpeno, CisHy4 HS 1295 — 0.158 + 0.002
39 a-Cubebeno HS 1353 1356 0.391 + 0.001
40 o-Copaeno HS 1384 1493 2.071 + 0.003
41 B-Bourboneno HS 1393 1521 0.994 + 0.002
42 B-Cubebeno HS 1400 1540 2.386 + 0.001
43 Sesquitujona HS 1407 1716 0.098 + 0.001
44 Sesquiterpeno, CisHy4 HS 1438 — 0.441 £ 0.002
45 trans-pB-Cariofileno* HS 1444 1600 8.318 £ 0.001
46 -Copaeno HS 1448 1594 0.303 + 0.003
47 trans-p-Farneseno HS 1451 1662 0.277 £ 0.002
48 o-Humuleno* HS 1466 1672 0.158 + 0.001
49 allo-Aromadendreno HS 1477 1650 0.994 + 0.001
50 y-Curcumeno HS 1480 1685 0.098 + 0.001
51 y-Muroleno HS 1484 1689 0.854 + 0.003
52 v-Amorfeno HS 1489 1727 0.257 £ 0.001
53 ar-Curcumeno HS 1494 1769 4.959 + 0.003
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Tabla 1.8. Continuacion.

N° Pico Compuesto TIPO IR Cantidad relativa, % (+ s, n=3)
DB-5 DB-WAX LC-I
54 Germacreno D HS 1497 1711 0.079 £ 0.001
55 a-Zingibereno HS 1502 1719 1.978 £ 0.001
56 Biciclogermacreno HS 1505 1736 0.250 + 0.001
57 -Curcumeno HS 1515 1754 0.151 + 0.001
58 Sesquiterpeno, CisHy4 HS 1519 — 1.500 + 0.005
59 y-Cadineno HS 1523 1758 0.631 £ 0.002
60 d-Amorfeno HS 1529 1754 0.121 £ 0.002
61 Sesquiterpeno, CisHy4 HS 1536 — 0.564 + 0.001
62 cis-Calamaneno HS 1541 1852 0.223 £ 0.002
63 Butanoato de geranilo oC 1557 1889 0.042 + 0.001
64 trans-Nerolidol SO 1571 2034 1.677 £0.001
65 Sesquiterpeno oxigenado, C;5H,4,0 SO 1577 — 0.168 + 0.004
66 ar-Tumerol SO 1584 2199 0.097 £ 0.001
67 Sesquiterpeno oxigenado, C,5H,,0 SO 1596 — 0.223 +£0.001
68 Espatulenol SO 1602 1571 0.215 + 0.002
69 Sesquiterpeno oxigenado, C,5H,,0 SO 1607 — 0.646 + 0.001
70  Oxido de cariofileno SO 1611 1985 2.437 £ 0.001
71 Epoéxido de humuleno |l SO 1635 2040 0.129 + 0.001
72 Sesquiterpeno oxigenado, C,5H,,0 SO 1637 — 0.132 +£0.001
73 Sesquiterpeno oxigenado, C,5H,,0 SO 1663 — 0.292 + 0.001
74 Sesquiterpeno oxigenado, C;sH»,0 SO 1667 — 0.067 £ 0.001
75 Sesquiterpeno oxigenado, C;sH»,0 SO 1682 — 0.095 + 0.001
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ANEXO 2. CURVAS DE CALIBRACION REALIZADAS POR GC-FID DE LOS
COMPONENTES MAYORITARIOS EN LOS AE Y EXTRACTOS OBTENIDOS
POR SFE

Figura 2.1. Curva de calibracion en el rango de 340 a 15900 mg/L de canfeno, obtenida por

GC-FID.
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Figura 2.2. Curva de calibracion en el rango de 220 a 15040 mg/L de 1,8-cineol, obtenida por
GC-FID.
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Figura 2.3. Curva de calibracion en el rango de 260 a 14040 mg/L de alcanfor, obtenida por

GC-FID.
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Figura 2.4. Curva de calibracion en el rango de 180 a 15540 mg/L de borneol, obtenida por
GC-FID.
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Figura 2.5. Curva de calibracion en el rango de 1067 a 33368 mg/L de linalol, obtenida por GC-
FID.
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Figura 2.6. Curva de calibracion en el rango de 380 a 14980 mg/L de p-cimeno, obtenida por

GC-FID.
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Figura 2.7. Curva de calibracion en el rango de 320 a 14080 mg/L de y-terpineno, obtenida por
GC-FID.
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Figura 2.8. Curva de calibracion en el rango de 240 a 14860 mg/L de timol, obtenida por GC-

FID.
12000
Area = 0.661 (ppm) - 192.4
10000 =07~
7 8000
g /
$ 6000
>
O /
~ 4000
[48)
Q
< 2000
0
5000 10000 15000 20000
-2000 _
Timol (ppm)

198



Figura 2.9. Curva de calibracion en el rango de 180 a 14920 mg/L de carvacrol, obtenida por
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Figura 2.10. Curva de calibracion en el rango de 500 a 14120 mg/L de trans-p-cariofileno,

obtenida por GC-FID.
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Figura 2.11. Curva de calibracion en el rango de 260 a 15320 mg/L de limoneno, obtenida por

GC-FID.
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Figura 2.12. Curva de calibracion en el rango de 300 a 15760 mg/L de citral, obtenida por GC-

FID.
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Figura 2.13. Curva de calibracion en el rango de 320 a 15340 mg/L de a-humuleno, obtenida

14000

12000

10000

8000

6000

Area (Cuentas)
N
o
o
o

2000

0

por GC-FID.
= +
R2 = 0.998 A
0 5000 10000 15000 20000

a-Humuleno (ppm)

Figura 2.14. Curva de calibracion en el rango de 120 a 2140 mg/L de a-pineno, obtenida por
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ANEXO 3. CURVAS DE CALIBRACION REALIZADAS POR HPLC-DAD DE
LOS ACIDOS CARNOSICO Y URSOLICO

Figura 3.1. Curva de calibracion en el rango de 25 a 200 mg/L de acido carndsico, obtenida por
HPLC.
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Figura 3.2. Curva de calibracion en el rango de 40 a 400 mg/L de &cido ursdlico, obtenida por

HPLC.
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