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RESUMEN

TITULO: ANALISIS Y ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

CON FLUIDO SUPERCRITICO Y DE LOS ACEITES ESENCIALES DE DIFERENTES
PLANTAS DEL GENERO Piper*

AUTOR: Rogerio Alejandro Sebastian Saavedra Barrera**

PALABRAS CLAVE: Piper marginatum, Piper eriopodon, Piper subflavum, Piper
dilatatifolium, Piper cumanense, Piper peltatum, aceite esencial, actividad antioxidante,
ORAC.

El género Piper cuenta con mas de 700 plantas distribuidas en Suramérica y es
considerado uno de los géneros, de las angiospermas, que mas contribuye a la
biodiversidad colombiana. Estas plantas producen metabolitos secundarios responsables
de una amplia variedad de actividades biol6gicas. En el presente trabajo se realizé la
identificacion quimica por GC-MS, de los metabolitos presentes en los aceites esenciales
y en las fracciones volatiles de los extractos obtenidos con CO, supercritico. Las seis
plantas estudiadas, P. marginatum, P. eriopodon, P. subflavum, P. cumanense, P.
peltatum y P. dilatatifolium, fueron recolectadas en el departamento de Santander y los
aceites esenciales se obtuvieron por medio de hidrodestilacién asistida por la radiacion de
microondas. En los resultados, se identificaron seis fenilpropanoides que componen el
aceite esencial de la especie P. marginatum y se report6 por primera vez la composicion
guimica de los aceites esenciales de P. cumanense y P. subflavum. El analisis de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) permitid establecer una gran
similitud entre los aceites esenciales de las especies P. eriopodon y P. subflavum.
Tambien se midio la capacidad antioxidante de dichos aceites y extractos, mediante el
método ORAC. Este método permite evaluar la capacidad antioxidante de los aceites
esenciales por el mecanismo de reaccién de transferencia de un atomo de hidrégeno. La
actividad antioxidante de todos los aceites esenciales fue superior a la de las sustancias
de referencia, butil-hidroxitolueno (BHT) y a-tocoferol.

*Proyecto de grado.
** Facultad de Ciencias, Escuelade Quimica, Director: Dr, Jairo René Martinez
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ABSTRACT

TITLE: ANALYSIS AND COMPARATIVE STUDY OF THE OBTAINED SUPERCRITICAL

FLUID EXTRACTS AND ESSENTIAL OILS OF DIFFERENT PLANTS OF THE GENUS
Piper*

AUTHOR: Rogerio Alejandro Sebastian Saavedra Barrera**

KEY WORDS: Piper marginatum, Piper eriopodon, Piper subflavum, Piper dilatatifolium,
Piper cumanense, Piper peltatum, essential oils, antioxidant activity, ORAC.

More than 700 plants distributed all over South America belong to the Piper genus, which
is considered among all angiosperms to be the one that contributes the most to
Colombian biodiversity. These plants produce secondary metabolites responsable of a
wide variety of biological activities. The metabolites within the essential oils and the volatile
fractions from the supercritical CO2 extracts were identified by gas chromatography with a
mass spectrometry detector (GC-MS). Six plants were studied: P. marginatum, P.
eriopodon, P. subflavum, P. cumanense, P. peltatum and P. dilatatifolium, all of them were
gathered in the department of Santander and their essential oils were obtained by
microwave-assisted hydrodistillation. Six different phenylpropanoids were identified in P.
marginatum, and for the first time the chemical composition of P. cumanense and P.
subflavum essential oils has been studied. A principal compounds analysis (PCA) allowed
to establish a similarity between P. eriopodon and P. subflavum essential oils. The
antioxidant capacity of these oils and the supercritical CO2 extracts was measured using
the oxygen radical absorption capacity (ORAC) method, assay based on a mechanism
that involves an hydrogen atom transference (HAT). The antioxidant capacity of all the
essential oils was higher than the one shown by standard reference substances like
butylated hydroxytoluene (BHT).

* Proyect to degree
** Science Faculty, Chemical School, Director: Dr. Jairo René Martinez
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INTRODUCCION

La variedad de microclimas y la ubicacién geografica de Colombia convierten al
pais en uno de los mayores focos de biodiversidad en el mundo, posicionandolo
como el pais con la mayor variedad de especies vegetales [1]. Estos focos de
biodiversidad poseen un gran interés cientifico, pues se traducen a nivel
composicional en una gran variedad de compuestos quimicos que una vez
identificados y analizados son punto de partida para la formacién de productos con
valor agregado, o simplemente se convierten en la base estructural a partir de la

cual se desarrollardn nuevos compuestos [1].

A pesar de la disponibilidad de recursos naturales y de ser considerado un pais de
tradicion agricola, no se ha desarrollado a nivel industrial un ejemplo replicable
que permita aprovechar el comercio de las plantas arométicas o sus derivados. La
produccién local de aceites esenciales es escasa y la demanda local se abastece

en su mayoria de importaciones [1].

Restarle importancia al estudio de las plantas que forman parte de la biodiversidad
colombiana, niega la posibilidad de adquirir informacion sobre nuevos compuestos
o productos derivados y, sobre todo, pone en riesgo parte del patrimonio cultural
de las regiones debido a la pérdida de tradiciones y de conocimientos, en algunos

casos, ancestrales [2].

El género Piper cuenta con mas de 700 especies distribuidas a lo largo de Sur
América, adaptadas a climas tropicales y sub-tropicales [3]. Su amplia diversidad
lo convierte en el género de la familia de las Piperaceae que mas contribuye a la
biodiversidad colombiana. Debido a su presencia en diversas regiones del pais,
muchas de estas especies han sido usadas en la etnomedicina [4]. Sin embargo,
su impacto local se limita a la comercializacion de especias, como la pimienta

obtenida de los frutos de P. nigrum.
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Gran parte de la investigacion actual, enfocada en material vegetal, se centra en la
busqueda de sustituyentes quimicos naturales para los antioxidantes sintéticos.
Durante el metabolismo secundario de las plantas, algunas de las moléculas que
se generan poseen actividad antioxidante. Con el fin de evaluar esta actividad, se
han desarrollado diferentes métodos, cada uno enfocado en un mecanismo de
accion particular. Uno de los mas empleados es el método ORAC (ensayo de
capacidad de absorcion de radicales oxigeno), a través del cual es posible evaluar
actividad antioxidante por el mecanismo de transferencia de un atomo de
hidrogeno; este método ha sido aplicado tanto a sustancias sintéticas como

naturales [5].

La capacidad antioxidante de plantas pertenecientes al género Piper, también ha
sido determinada. Se ha encontrado que las amidas fendlicas, comunes en
extractos obtenidos de la especie Piper nigrum, son responsables de su elevado
poder protector contra oxidantes, superior al de otros compuestos naturales

empleados comunmente, como el a-tocoferol [6].

Muchas especies silvestres, autoctonas o aclimatadas, han hecho parte del
desarrollo cultural y poseen actividad biolégica que, por falta de investigacion, solo
la etnomedicina ha aprovechado. El analisis quimico de estas especies, con las
herramientas analiticas adecuadas, permite sugerir algunos usos posibles para
Sus aceites y extractos. Es por esto que el CENIVAM desarrolla proyectos para el
estudio de la biodiversidad, como el proyecto “Busqueda sistematica de especies
vegetales promisorias de la biodiversidad colombiana, extraccién, caracterizacion
y evaluacién de sus metabolitos secundarios y derivados funcionalizados”, que
hace parte del Programa “Bioprospeccion y desarrollo de ingredientes naturales
para las industrias cosmética, farmacéutica y de productos de aseo con base en la
biodiversidad colombiana”, en que se resalta la importancia de desarrollar el

conocimiento quimico enfocado en especies que hagan parte del ecosistema local.

16



Este desarrollo requiere estrategias que permitan la conservacion de las especies

y, sobre todo, su uso sostenible.

El objetivo principal de este trabajo fué el estudio de los metabolitos secundarios
obtenidos, tanto de aceites esenciales como de extractos SFE de especies
silvestre, con el fin de contribuir al estudio de la biodiversidad local. Por ello, se
seleccionaron seis especies pertenecientes al género Piper identificadas como P.
cumanense, P. eriopodon, P. peltatum, P. marginatum, P. dilatatifolium y P.
sublfavum (var. espejuelanum), recolectadas en el departamento de Santander.
Los aceites esenciales de estas plantas se obtuvieron por hidrodestilacién asistida
por radiacion de microondas, alcanzando rendimientos entre 0.05 y 0.33% p/p. Por
otra parte, los extractos obtenidos con fluidos supercriticos alcanzaron

rendimientos entre 0.1 y 1.4% p/p.

Se determindé la composicion quimica de los aceites esenciales usando
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), y se
identific6 una amplia variedad de compuestos con actividad fungicida,
antibacterial, antiviral, antiinflamatoria y antioxidante. Entre los mas frecuentes, se
destacaron el 6xido de cariofileno y el a-copaeno, presentes en todas las muestras

analizadas.

Para evaluar la fraccion volatil de los extractos obtenidos con fluidos supercriticos,
se empled, como técnica extractiva, la microextraccion en fase solida en espacio
de cabeza. El analisis GC-MS de estas fracciones permitié identificar, como
compuestos mayoritarios, una gran cantidad de sesquiterpenos e hidrocarburos

afines con el fluido utilizado durante la extraccion.
Finalmente, se evalu6é la capacidad protectora de los aceites esenciales y
extractos empleando el ensayo ORAC. Los resultados fueron comparados con el

valor obtenido para los antioxidantes de referencia y mostraron que los aceites
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esenciales de P. marginatum y P. cumanense exhibieron una capacidad

antioxidante 3.6 y 4 veces mayor que la del a-tocoferol.
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1. ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEORICO

1.1. ACEITES ESENCIALES

1.1.1. Definicién

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas de metabolitos secundarios
gue poseen diversas caracteristicas quimicas y constituyen la huella digital del olor
y sabor de las plantas. Se puede afirmar que los AE son pieza clave para la
supervivencia de las plantas y que tienen un rol importante dentro de mecanismos
relacionados con la defensa quimica, funciones fisiologicas, la comunicacion con
insectos e inclusive con otras plantas [7]. Los AE contienen compuestos volatiles
rapidamente difuminables en el ambiente que pueden jugar, entre otros, el papel
de compuestos alarma. También, se encuentran compuestos semi-volatiles como

las ceras que cumplen funciones protectoras [8].

En su composicibn es comdn encontrar terpenos, fenoles, alcoholes,
hidrocarburos alifaticos, acidos y otras sustancias con diversas estructuras
moleculares, caracterizadas, principalmente, por su bajo o medio peso molecular,
su olor tipico y alta volatilidad [1, 2]. La composicién quimica de los AE esta
sujeta a variaciones que dependen de factores ambientales, del método de
obtencion del AE, de la parte de la planta de la cual se obtengan y del desarrollo

fenoldgico, la época de recoleccion, entre otros factores [2].

Los terpenoides son los compuestos mas comunes presentes en los AE. Poseen
masas moleculares por debajo de las 400 u.m.a., por lo cual son analizables por
cromatografia de gases. Su estructura molecular estd conformada por dos o mas
unidades isoprénicas, de aqui su clasificacion como monoterpenos (Cip),
sesquiterpenos (Cis), y diterpenos (Cy) [9]. Adams [10] realiz6 una amplia

compilaciéon de compuestos presentes en los aceites esenciales y en algunos
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extractos vegetales, describid sus estructuras moleculares y algunos parametros

gue permiten su comparacién e identificacion a través de GC-MS.

Muchos de estos terpenoides poseen isGmeros Opticos responsables de la nota
olfativa percibida en los aceites esenciales. Algunos de estos compuestos, aun a
nivel de trazas, ejercen cambios significativos en las propiedades sensoriales y

fisico-quimicas de los aceites [11].

1.1.2. Biogénesis de los aceites esenciales

Las rutas metabdlicas secundarias sintetizan, generalmente, compuestos con una
distribucion poco amplia en la naturaleza. A través de ellas, se generan algunos
metabolitos que solo se encuentran en organismos especificos y son una
expresion de la individualidad de las especies. Estos metabolitos secundarios no
se producen bajo las mismas condiciones, en algunos casos, son la expresion de
situaciones de estrés producidas por agentes externos, cumplen funciones
atrayentes o repelentes y, para muchos de ellos, se desconoce su funcion en los

organismos [12].

Los bloques constructivos empleados en las rutas de sintesis para metabolitos
secundarios son, principalmente, productos o derivados del metabolismo primario.
Entre ellos, se encuentran, el acetil-CoA, acido shikimico, acido mevalénico vy la

5-fostato-1-deoxisilulosa [12].

En la Figura 1, se observa que los terpenos son biosintetizados a traves de la ruta
del &cido mevaldnico (a), formado a través de tres moléculas de acetil-CoA. Este
compuesto, se convierte en pirofosfato de isopentilo (b), mediante un proceso de
fosforilacion y eliminacién de oxigeno; posteriormente, se isomeriza para formar el

pirofosfato de prenilo (c). La union entre una molécula de pirofosfato de pentilo y
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otra de pirofosfato de prenilo forma el pirofosfato de geranilo (d), base estructural
de 10 unidades de carbono, implicada en la sintesis de los terpenoides. Otras

adiciones de pirofosfato de isopentilo conducen a la formacién de estructuras de
15, 20, 25 y mas unidades de carbono [13].

Figura 2. Ruta biosintética del &cido mevalénico para la sintesis de terpenos [13].

a) Acido mevalonico, b) pirofosfato de isopentilo, c) pirofosfato de prenilo, d)
pirofosfato de geranilo
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1.1.3. Obtencidn de aceites esenciales

Diversos manuscritos y reportes antiguos hacen referencia al uso de técnicas
destilativas para la obtencion de AE. Hasta el dia de hoy, el interés en la
explotacion y comercializacién de productos naturales ha contribuido al desarrollo
e implementacion industrial de estas técnicas, entre las que se encuentran la

destilacion por arrastre con vapor, destilacion agua-vapor y la hidrodestilacion [2].

1.1.3.1 Hidrodestilacién

En esta técnica destilativa, el material vegetal se encuentra suspendido dentro del

agua; asi, al llegar al punto de ebullicion, los vapores generados arrastran la
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mezcla de volatiles que luego seran condensados para su separacion por
decantacion [1, 2]. Las técnicas destilativas poseen ciertas ventajas frente a las
extractivas, debido a la pureza con que se obtiene el producto, al no emplear
solventes organicos que puedan contaminarlo, y a la facilidad con que se puede
aplicar la técnica, directamente, en las zonas de produccion del material vegetal.
Sin embargo, existen algunas observaciones que se deben tener en cuenta:
algunos compuestos de los AE son sensibles a la hidrdlisis, pueden presentar
compuestos oxigenados parcialmente solubles en agua y, en ocasiones, los

tiempos requeridos para la destilacion son extensos [2].

Con el fin de reducir tiempos de extraccion, aumentar rendimientos y mejorar la
calidad de los AE obtenidos, se han desarrollado diversas variaciones de las
técnicas clasicas. Una de ellas, es el uso de la radiacion de microondas, como
fuente de energia, para el calentamiento de la mezcla de agua y material vegetal
en la hidrodestilacion. Esta variacién es conocida como hidrodestilacién asistida
por radiacion de microondas (MWHD, por sus siglas en inglés) y es ampliamente
usada a escala de laboratorio; sin embargo, su aplicacion industrial es limitada

debido a la cantidad de muestra con la que se puede trabajar [14].

Como reemplazo a los sistemas de calentamiento convencionales, en MWHD el
material es sometido a radiacién de 2.45 GHz, frecuencia a la que aumenta la
rotacion de los dipolos y, con ello, la cantidad de colisiones moleculares que se
generan dentro del recipiente que contiene la muestra, lo que produce un aumento
de temperatura que, en este caso, es aprovechado para la ruptura del material

vegetal y la volatilizacion de los componentes que forman los AE [14].

1.2. EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

La extraccion con fluidos supercriicos (SFE) aprovecha las propiedades de

transporte y la solubilidad que tienen algunos solventes, al alcanzar o sobrepasar
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Su punto critico, para mejorar la obtencion de extractos. Estos fluidos poseen
algunas caracteristicas como alta difusividad, compresibilidad, baja viscosidad y
ausencia de tension superficial, que los convierten en un buen substituto de los

solventes usados comunmente en procesos extractivos [15].

Los fluidos supercriticos poseen una extractividad selectiva que es afectada por
cambios en la temperatura y la presion. El cambio de estas variables es
aprovechado para mejorar la solubilidad de ciertas familias de compuestos y
enriquecer extractos en algunos metabolitos especificos, en un proceso
denominado fraccionamiento. En la extraccion de lipidos, esta selectividad es
utilizada para la obtenciéon de compuestos minoritarios de valor agregado como
escualeno, tocoferoles y fitoesteroles. Por otro lado, la extraccion en matrices
vegetales, como salvia y romero, se aprovecha para la obtencion de una gran
gama de compuestos con aplicaciones antioxidantes. Sin embargo, su uso

industrial es limitado debido a su alto costo de operacion [15, 16].

Las matrices vegetales contienen metabolitos que varian desde bajas hasta altas
polaridades y presentan un amplio rango de masas moleculares. Comunmente,
se emplea CO, como fluido supercritico, ya que posee una mayor afinidad hacia
sustancias apolares y levemente polares, de masas moleculares pequefas. Es
comun encontrar en los extractos, con mayor frecuencia, terpenos y lipidos [2].
Debido a la relativa facilidad para alcanzar las condiciones criticas del CO», la SFE

permite la obtencién de compuestos termolabiles [15].

Dentro de los compuestos medianamente solubles en CO, supercritico, se pueden
contar algunos acidos grasos, alcoholes, cafeina, nicotina y colesterol [2]. Para la
extraccion de metabolitos polares, se emplean modificadores o co-solventes;
normalmente, son compuestos de elevada polaridad, en algunos casos alcoholes
[15, 16].
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Dentro de los parametros operacionales, es posible optimizar la temperatura, el
tiempo de extraccion, el fluo de CO; y la presiéon. Las condiciones de secado y el
tamafio de particula pertenecen a las variables de pretratamiento del material

vegetal, que pueden afectar el rendimiento de extraccion [16].

En la obtencion de extractos vegetales, los métodos tradicionales de extraccion
sélido-liquido requieren tiempos prolongados de operacion, grandes cantidades de
solvente y presentan algunas dificultades en la separacion y limpieza final del
extracto. En la SFE, el fluido empleado posee una mejor penetracion y difusividad
en el material vegetal. La baja tension superficial que poseen estos fluidos permite
su ingreso a través de los poros de matrices heterogéneas, lo que reduce tiempos

de extraccion y aumenta rendimientos [2].

1.3. MICRO-EXTRACCION EN FASE SOLIDA

El proceso de preparacion de la muestra es parte crucial de la cadena analitica.
Consume gran parte del tiempo empleado para el desarrollo de métodos, es una
de las etapas donde ocurre la pérdida mas grande de analitos y cada paso extra,

aumenta la posibilidad de contaminacion [17].

Debido a estas desventajas, presentes en la mayoria de las técnicas tradicionales,
existe la necesidad de desarrollar métodos simples, eficientes y econémicos, que
faciliten el monitoreo y la evaluaciéon de muestras [18, 19]. Como parte de la
solucion a esta problematica, se desarrollé la micro-extraccion en fase solida
(SPME, por sus siglas en inglés). Esta técnica, perteneciente a la familia de
técnicas “solvent free” y ‘headspace’, ha tenido gran aceptacion en el campo
cientifico, a tal punto que su aplicacion se ha extendido al analisis de compuestos
organicos \olatiles y semivolatiles presentes en muestras ambientales,

biomédicas, forenses, alimentos, bebidas y productos naturales [18, 19].
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En esta técnica, se utiliza una fibra de silice recubierta con un material polimérico
organico, que puede ser liquido o sélido. Puede ser utilizada en tres modalidades
a saber: inmersion en matriz, en espacio de cabeza (HS-SPME) o con el uso de
membrana protectora [19]. En la Figura 2 (a), se observa el dispositivo usado para
el andlisis por HS-SPME. Una pequefia porcion de la muestra se deposita en un
recipiente cerrado (b) dejando un espacio de cabeza (HS). El HS se deja saturar,
preferiblemente, hasta alcanzar el equilibrio quimico entre la fase gaseosa y la
matriz (c). Cuando la fibra se suspende en el HS, los analitos que se encuentran
en fase vapor sufren fendmenos de adsorcion y/o absorcion en el recubrimiento de
la fibra (d). Una vez alcanzado el tiempo de sorcién estipulado, la fibra se expone
en el puerto de inyeccion del cromatografo para la desorcion y andlisis de los

compuestos (e) [19].

Figura 3. Esquema principal del montaje para micro-extraccion en fase solida.

Adaptacion de Stashenko et al. [17]. a) Dispositivo para la extraccién por SPME,
b) Saturacion de espacio de cabeza, c) Equilibrio quimico, d) Saturacion de la
fibra, e) Desorcion de la fibra.

B =—e
%l

Puerto de inyeccion
GC oHPLC

Zhang y colaboradores [19] describieron el fendmeno extractivo, partiendo de un

sistema de tres componentes en el que intervienen: el recubrimiento de la fibra, la
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matriz y el HS. La cantidad de los analitos adsorbidos o absorbidos dependera,
entre otros factores, de la cinética del equilibrio que posean en estas tres fases y
de su difusividad en el recubrimiento de la fibra [18-20]. EI muestreo en el HS
permite eliminar las interferencias debidas a impurezas presentes en la matriz y
facilita el trabajo con muestras solidas [19]. No obstante, la naturaleza de los
analitos target y la complejidad de la matriz determinaran la dificultad para lograr

una extraccion adecuada [18].

Es importante tener en cuenta el tipo de matriz sobre la que se realizara la
extraccion; se ha demostrado que ésta tiene un efecto significativo sobre la
cantidad de analitos que se extraen. Entre las variables a estandarizar, para
lograr mejores resultados, se encuentran: la agitacion, reduccion del volumen del
HS, tiempo de pre-equilibrio, temperatura, grosor de la fibra, tipo recubrimiento,

adicion de sales, entre otras [19, 20].

La SPME combina la extraccién, la concentracién y la transferencia de analitos en
un danico paso. El método puede hacerse selectivo si se eligen, adecuadamente, el
modo de exposicion, el tipo de fibra, el sistema de analisis, el uso o no de agentes
derivatizantes, entre otros factores [17, 19, 21]. Hoy por hoy, se ha convertido en
una técnica econdmica, sensible, selectiva, rapida, limpia y automatizable,
presente en campos que van desde la busqueda de nuevos analitos, hasta el

monitoreo de la calidad en reacciones industrializadas [21].

1.4. TECNICASINSTRUMENTALES DE ANALISIS

1.4.1. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) pertenece a la familia de las técnicas de

separacion.  Su funcionamiento esta relacionado con la separacion de los
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componentes de una mezcla en dos fases: una fase estacionaria (f.e.), que puede
ser liquida o sélida, y una fase maovil, que consiste en un gas de arrastre [22]. Los
compuestos de la mezcla deben distribuirse de forma asimétrica entre las dos
fases, separandose de acuerdo con su constante de distribucidén (Kp). Siempre y
cuando ésta constante sea diferente para cada uno de los compuestos analizados,
estos tendran un orden de elucion diferente, que dependera de su afinidad con la

fase estacionaria [23, 24].

Es importante resaltar que la Kp depende de la naturaleza del analito, la
naturaleza de las fases y la temperatura a la que se encuentre la columna
cromatografica. En la cromatografia de gases, el factor mas importante es la
temperatura, la fase movil no interactia con el analito y la fase estacionaria genera

el efecto fundamental en la separacién [24].

Debido a la compleja composicién de los AE y al rango de masas al cual
pertenecen sus componentes, la GC es la herramienta analitica adecuada para su
andlisis. Su uso permite obtener criterios para caracterizar aceites esenciales,

estimar su calidad o descubrir nuevos compuestos [25].

El objetivo general, al aplicar la GC, es lograr una resolucion completa de los
compuestos de interés, en el menor tiempo posible [13, 25]. Sin embargo, la
complejidad de los AE, que incluyen diversas formas isoméricas y una gran
cantidad de estructuras derivadas de los terpenos, implica que la separacion y
determinacion del numero total de sus componentes podria ser una tarea
prolongada vy dificil [25].

El analisis de un AE requiere el uso de columnas con fases estacionarias que
posean polaridades diferentes. En las columnas polares, el criterio de separacién
se fundamenta en la diferencia del momento dipolar de las moléculas, mientras

que en columnas apolares, se relaciona con el punto de ebullicién [1, 13, 22].
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En la cromatografia de gases, se emplean los indices de retencion lineal (IRL),
como criterio de identificacion. Estos se determinan, teniendo en cuenta el tiempo
de retencion del analito de interés y los tiempos de retencion de dos n-parafinas
gue eluyen antes y después del analito [1]. Tedricamente, los IRL sélo dependen
de la polaridad de la fase estacionaria; por lo tanto, el analisis de AE a través de
columnas de diferente polaridad permite tener mas de un criterio de comparacion,
lo que aumenta la confianza de los resultados al momento de asignar compuestos
a picos cromatograficos [13]. Al emplear detectores, como el detector de
ionizacion en llama (FID, por sus siglas en inglés), o el detector de conductividad

térmica (TCD), los IRL son el Unico criterio para la asignacién de picos.

Cuando los pardmetros cromatograficos y espectroscopicos de los compuestos
analizados corresponden con aquellos registrados en la literatura, la identificacion
se considera tentativa. Para lograr una identificaciéon confirmatoria, es necesario
disponer del patrén certificado de la sustancia a identificar y obtener los datos a

comparar bajo las mismas condiciones analiticas [1, 17].

1.4.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

El método mas sencillo de identificacion de metabolitos secundarios es la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), que
consiste en la comparacion de los espectros de masas de los analitos de la

muestra, con los obtenidos o referenciados en diferentes bases de datos [13].

La espectrometria de masas tiene como principio fundamental la ionizacion de
moléculas, para su posterior andlisis, segun su relacion masa carga (m/z) [26].
Esta ionizaciéon puede ocurrir en fase condensada o en fase gaseosa y existen
diferentes mecanismos para que se lleve a cabo. Algunos son: la adicién o
substraccién de electrones, protonacion o deprotonacion, adicion electrofilica,

formacion de clusters, entre otros [27, 28].
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Uno de los mecanismos de ionizacion mas comunes, es la ionizacién por impacto
de electrones (El). En la espectrometria de masas con El, las moléculas a
analizar son “bombardeadas” con electrones acelerados bajo un campo de 70 eV.
La energia transferida a la molécula, al entrar en contacto con los electrones
acelerados, supera su potencial de ionizacién generando el i6n molecular. La
mayoria de los iones moleculares que se generan poseen energia en exceso, ésta
energia es suficiente para romper enlaces quimicos y producir iones fragmento
que seran analizados posteriormente. Las corrientes idnicas parciales son
detectadas vy, finalmente, se obtiene el espectro de masas, del que es posible
obtener informacion sobre la masa molecular, fragmentos estructurales, grupos

funcionales y su distribucion en la molécula [26-28].

La GC-MS tiene la ventaja de que muchas de las moléculas presentes en los AE
poseen espectros de masas Unicos. Sin embargo, una de sus limitaciones radica
en que no todos los tipos de isbmeros pueden ser diferenciados a través de sus
espectros de masas. Los terpenos, por ejemplo, poseen estructuras moleculares
similares entre si, por lo que un buen grado de coincidencia con los espectros
reportados en la literatura, no siempre conduce a una identificacion correcta [8, 13,
17].

Durante el proceso de ionizacién, fragmentos de moléculas diferentes pueden
reorganizarse y formar estructuras moleculares idénticas que, por supuesto,
producirdn el mismo patron de fragmentacion [1]. En la Figura 3, se puede
observar la similitud entre los espectros de masas de los sesquiterpenos
biciclogermacreno y germacreno B [13]. En estos casos, es comun aprovechar los
indices de retencién, en columnas de diferente polaridad, como criterios de

identificacion, ademas del espectro de masas [1].
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Figura 4. Espectros de masas e IRL, en columnas polar y apolar, de A)

biciclogermacreno y B) germacreno B [29].
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1.5. RADICALES LIBRES

Los radicales libres (RL) son especies quimicas que poseen electrones
desapareados, alta reactividad y tiempos de vida media muy cortos [30]. Estas
especies, que en los seres vivos pueden ser generadas bajo condiciones
fisiologicas o patolégicas, cumplen un papel importante en el desarrollo y en la
evolucion de las especies [31].

El radical oxigeno (O2) es importante por su participacién en la transduccion de

sefales, en la transcripcion genética y en la regulacién de enzimas como la
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guanilato ciclasa. Otro de los radicales con efectos benéficos en el organismo es
el oxido nitrico (NO), involucrado en muchas de las funciones celulares como

sefalizador molecular [32].

El esquema mostrado en la Figura 4 generaliza el proceso de autoxidacion en
presencia de especies reactivas de oxigeno. EI proceso es iniciado por algunas
especies radicales que, independientemente de su estructura de origen, tienen la
capacidad de reaccionar con el sustrato (RH) removiendo un &tomo de hidrégeno
y generando el radical alquilo (R*). Este radical reacciona con el oxigeno (O,) para
formar un radical peroxilo (ROQO). En una serie de reacciones ciclicas, conocidas
como pasos de propagaciéon de la reaccion en cadena radicalaria, los radicales
peroxilo atacan a otras moléculas del sustrato para generar hidroperoxidos
(ROOH) y nuevos radicales. La reaccion se repite en varias ocasiones, hasta que
dos especies radicales se unen generando un producto no radical; a este paso se
le conoce como paso de terminacion [33].

A pesar de los beneficios y su papel importante en el organismo, al actuar en
concentraciones fisioldgicas, los RL en exceso producen estrés oxidativo; bajo
estas condiciones, ocurre un desequilibrio entre las especies oxidantes y el
sistema de defensa del cuerpo. Los RL que se forman producen dafos en
proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos, generando efectos nocivos
gue aumentan la posibilidad de desarrollar enfermedades neurodegenerativas,

cardiovasculares, cancer y envejecimiento prematuro [31,32, 34].
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Figura 5. Esquema general del mecanismo de auto-oxidacion de un hidrocarburo
y proteccion antioxidante. Tomado de Amorati et al. [33]
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1.6. ANTIOXIDANTES

De manera general se define a los antioxidantes como “especies quimicas que,
aun estando en concentraciones bajas comparadas con las de un sustrato
oxidable, reducen significativamente, previenen o reparan la oxidacion de ese
sustrato” [35]. Amorati et al. [33] los definen como moléculas capaces de
reaccionar con RL o que poseen el poder reductor necesario para reparar el dafio
causado por el estrés oxidativo, estando en concentraciones por debajo del 1%
con respecto a la matriz oxidable.

Los antioxidantes se dividen en dos grandes grupos, a saber: 1) Antioxidantes
directos, aquellos capaces de disminuir o detener la reaccion en cadena
radicalaria, y 2) Antioxidantes indirectos, aquellos que no tienen un efecto directo
en la proteccion de las moléculas, pero estimulan el incremento en las defensas

antioxidantes de los sistemas vivos, induciendo la expresion de enzimas con
actividad antioxidante [33].
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A su vez, los antioxidantes directos se dividen en cuatro grupos. Los antioxidantes
preventivos, que intervienen en el paso de iniciacion de la reaccién radicalaria
retardando la formacioén inicial de especies radicales; un ejemplo de ellos son los
agentes gquelantes de metales. Los antioxidantes por ruptura de cadena o “chain-
breaking”, que poseen una alta velocidad de reaccion con los radicales peroxilo,
mayor que la que posee el sustrato oxidable, y forman productos que no propagan
la reaccion de oxidacion, como se pudo observar en la Figura 4 (Seccién 1.5). Los
antioxidantes por mejora en el paso de terminacién o ‘termination-enhancing’, que
sufren reacciones de auto-oxidacion; sin embargo, se caracterizan por tener un
proceso de terminacion bastante rapido; al mezclarlos con un substrato oxidable,
disminuyen la eficiencia total de la reaccion de oxidacion [33, 35, 36]. Por ultimo,
encontramos los antioxidantes de reparacion o enzimas de-novo, que consisten en
complejos enzimaticos encargados de la reparacion de dafios en el ADN,
proteinas, lipidos y peréxidos, y que detienen la cadena de propagacion de la

reaccion oxidativa [36].

Cuando las especies reactivas de oxigeno se generan in vivo, muchos
antioxidantes pueden participar en el proceso de defensa. La efectividad de los
antioxidantes, en dicho caso, esta ligada al tipo de especie quimica que inicia la
reaccion, como, donde y en qué tipo de sustrato actia. Por ejemplo, el acido
ascorbico previene la peroxidacion lipidica causada por el humo del cigarrillo, pero

su efectividad es baja en la proteccion de proteinas plasmaticas [35].

Existe un amplio espectro de compuestos que se emplean como antioxidantes en
las industrias alimenticia y cosmética, provenientes tanto de fuentes naturales
como de la sintesis quimica; en general, se encuentran, compuestos fendlicos,
acido ascorbico, carotenoides, proteinas, productos de reaccién de Maillard,
fosfolipidos y esteroles [37]. Debido a la capacidad que poseen algunos de los
antioxidantes sintéticos comunes, como el butilhidroxianisol (BHA) y el

butilhidroxitolueno (BHT), para promover la proliferacién de tumores, en algunos
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mamiferos, existe interés general por encontrar nuevos antioxidantes provenientes

de fuentes naturales [35, 38].

Algunos AE, especialmente aquellos con una concentracion significativa de
compuestos fenodlicos, exhiben actividad antioxidante similar a la alcanzada con el
BHT y BHA. Estudios realizados en los AE de especies como Origanum vulgare,
Thymus vulgaris [33], Lippia alba y algunas especies cultivadas en Colombia [39],
demuestran que, las fuentes naturales de antioxidantes tienen una aplicacién
potencial para su uso en matrices alimenticias y esto promueve el desarrollo de
nuevos estudios en campos como la quimica de alimentos y la medicina
alternativa [33,39].

1.7. ENSAYO DE CAPACIDAD DE ABSORCION DE LOS RADICALES
OXIGENO

De acuerdo con las reacciones involucradas en los ensayos de capacidad
antioxidante se encuentran dos mecanismos de accion generales: por
transferencia de atomo de hidrogeno (TAH) y por transferencia de electrén (TE).
[40,41]

La mayoria de los ensayos TAH aplican reacciones competitivas en las cuales el
sustrato y la muestra, que se supone posee capacidad antioxidante, compiten por
reaccionar con los radicales peroxilo generados a través de la composicion
térmica de azocompuestos. Por su parte, los ensayos TE miden la capacidad de
un antioxidante en la reduccion de un oxidante, monitoreando cambios de

coloracion durante la reaccion [40].

El ensayo de capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC), pertenece a los

ensayos del tipo TAH. Puede ser aplicado tanto a antioxidantes hidrofébicos como
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a hidrofilicos [40, 42]. Otras de sus ventajas son, la combinacion de tiempo y
grado de inhibicion para la cuantificaciéon de la actividad antioxidante; es un

ensayo semi-automatizable y permite monitorear varias muestras en simultaneo
[43].

En el método ORAC, la pérdida de la fluorescencia de la fluoresceina es un
indicador de la extensién del dafio causado por los radicales peroxilo [43]. El
efecto protector de un antioxidante es determinado por la evaluacion del area bajo
la curva de decaimiento de la fluoresceina (FL), comparada con la de un blanco en

el cual no hay antioxidantes presentes [40].

Ou et al. [5] elucidaron que este ensayo es del tipo TAH, identificando los
productos oxidados de la FL por LC-MS; ademas describieron el proceso de
peroxidacion de la FL explicando la pérdida de fluorescencia, como se muestra en
la Figura 5.

El primer paso en la oxidacion de la FL consiste en el retiro de un atomo de
hidrégeno del grupo fenol, por accién del radical peroxilo, lo que forma el radical
fenoxilo; este puede formar dimeros de FL1 (m/z 661), o bien, puede reaccionar
con el CO; para formar el producto oxidado FL2 (m/z 375). Un nuevo ataque de
los radicales peroxilo sobre los dobles enlaces de la FL2 produce un intermediario
endoperéxido, que se descompone para formar FL3, (m/z 349). Como resultado
de continuar la oxidacion sobre FL3 aparece el producto mayoritario FL4 (m/z 221)

gue no posee emision en el mismo rango que la FL, 515 nm [5].
Como fuente de radicales peroxilo, se emplea un azo-iniciador, el hidrocloruro de

2,2’-azobis(2-aminopropano) (AAPH), el cual se adiciona a la muestra incubada a

37 °C y previamente mezclada con FL.
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Es importante tener en cuenta que el ensayo ORAC no representa una prueba de
la actividad antioxidante total de una muestra. Para elucidar un perfil completo de
la actividad antioxidante, es necesario desarrollar diferentes métodos que actien
sobre las diferentes especies reactivas de oxigeno y nitrégeno [5, 40, 41].

Figura 6. Mecanismo de oxidacién de la fluoresceina en presencia de los

radicales peroxilo, propuesto por Ou et al. [5]. FL1 (m/z 661), FL2 (m/z 375), FL3
(m/z 349), FL4 (m/z 221).
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1.8. GENERO PIPER

La familia Piperaceae comprende, segun Samuel y Morawetz [44], entre 10 y 12
géneros diferentes. Segun los autores, esta imprecision se debe a la dificultad de
establecer limites genéricos y a las discrepancias entre diferentes autores al
momento de establecer criterios taxondmicos. Las plantas pertenecientes a esta
familia se encuentran en climas calidos, medios o frios, y comprenden una gran
cantidad de hierbas y, mas frecuentemente, arbustos. Una de sus principales
caracteristicas consiste en la formacion de inflorescencias espigadas y frutos en
baya [4]. Los géneros mas representativos de la familia Piperaceae son: Piper,
Peperomia, Trianopiper, Pothomorphe y Ottonia. De éstos, Piper presenta una
cantidad de especies mayor que 700, solo en Suramérica, por lo que se considera

uno de los géneros mas extensos de las angiospermas [4, 44].

El género Piper esta conformado por arbustos, hierbas y lianas, y es facilmente
identificable por sus caracteres reproductivos, que consisten en inflorescencias
muy densas que pueden encontrarse en posicion axilar o terminal; la dimensién de

éstas varia entre 3 y 150 cm de longitud y pueden ser erectas o colgantes [45]. Su
categoria taxonémica se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Categoria taxonémica del género Piper

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper

Las especies del género Piper se encuentran distribuidas en diversas zonas del
planeta con climas tropicales. La mayor diversidad de estas especies, se

concentra en las regiones tropicales de Centro y Sur América. Otra region del
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mundo con abundancia de especies de este género es Asia meridional, donde se
han registrado mas de 300 especies algunas de las cuales son de importancia

economica elevada [5,45].

1.8.1. Piper cumanense Kunth

La especie P. cumanense, se encuentra en algunos paises de Centro y Sur
América, como Costa Rica, Brasil, Colombia y Ecuador [46]. Este arbusto lefioso
alcanza hasta tres metros de altura y crece en elevaciones entre los 500 y 1500
m.s.n.m. [47]. Sus hojas son aromaticas, lisas, opuestas y con margen levemente
aserrado; ademas, posee entrenudos conspicuos e inflorescencias en amento (ver

Figura 6).

Figura 7. Fotografia de Piper cumanense [Tomada por Nelson Contreras, 2014]

En la medicina local, se emplea para el tratamiento de sintomas de la malaria. La
actividad antimalarica, se ha demostrado, in vitro, en el trabajo de Garavito et al.
[48], quienes estudiaron el extracto etandlico de la especie. También, se ha
estudiado su actividad antifingica y la de diferentes compuestos aislados de sus

inflorescencias [46, 47].
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1.8.2. Piper eriopodon Miquel

Este arbusto, conocido localmente como cordoncillo, alcanza hasta 4 m de altura,
es ramificado, posee tallos glabros, verdes vy lignificados con entrenudos
conspicuos. Sus hojas son simples, opuestas, con venaciones pronunciadas y
escamosas al tacto. Posee inflorescencias axilares en amento, que alcanzan una
longitud entre 7 y 9 cm (ver Figura 7).

Se utiliza en la medicina folclorica por sus propiedades analgésicas,
antirreumdticas y diuréticas. También, se usa en el tratamiento de célculos

renales, afecciones bronquiales y como antidoto contra mordeduras de serpiente.

Figura 8. Fotografia de Piper eriopodon [Tomada por Nelson Contreras, 2014]

Los estudios realizados con la especie P. eriopodon han demostrado que su aceite
esencial, que posee actividad antifingica, esta compuesto principalmente por
dilapiol, trans-p-cariofileno, B-selineno y 10-epi-cubebol [49]. Para el extracto
etandlico de sus hojas, que también posee actividad antifingica [49], se han

demostrado citotoxicidad sobre Artemia franciscana [50] y actividad herbicida [51].
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1.8.3. Piper peltatum L.

Esta especie es conocida localmente como congo, anisillo, hoja de rayo o
Santamaria; en algunas regiones de la amazonia es llamada malvarisco o
caapeba. Se encuentra distribuida desde el oriente de la India hasta Sur y
Centroameérica [52]. Alcanza, aproximadamente, 3 m de altura y posee tallos
verdes, glabros y con nodos conspicuos. Sus hojas son anchas redondeadas,

tomentosas, alternas y con peciolo alargado. Cuenta con inflorescencias axilares,
agrupadas y erectas (ver Figura 8).

Figura 9. Fotografia de Piper peltatum [Tomada por Nelson Contreras, 2014]

Es ampliamente utilizada en la medicina folclérica por sus propiedades como
antiinflamatoria, coagulante, diurética [52], antiviral [53], vermifuga, antimicrobial,
antimalarica y estimulante del sistema linfatico [54, 55]. Sus extractos, metandlico
y etandlico, poseen una alta capacidad antioxidante [55, 56]. Silva et al. [57]
demostraron que esta actividad esta ligada a la presencia del 4-nerolidilcatecol, un
efectivo antioxidante presente en las raices, hojas e inflorescencias de la especie

P. peltatum.
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Segun Pino et al. [58], el aceite esencial de P. peltatum se compone,
principalmente, de Oxido de cariofileno, espatulenol, trans-calameneno y a-
copaeno. Otros autores reportaron la presencia de [(-cariofileno, germacreno D,
biciclogermacreno, trans- nerolidol y cis-calameneno como componentes

principales [52].

1.8.4. Piper marginatum

La especie P. marginatum, se conoce comunmente como aguardientillo, corazon
de la Virgen, hoja de raya o anisillo. Se encuentra distribuida en Centro y
Suramérica, y es empleada ampliamente por tribus nativas de la region amazonica
de Brasil. Este arbusto, de aproximadamente 1 m de altura, posee hojas
acorazonadas alternas, con margen entero, nervadas y membranosas; la longitud
de éstas varia entre 8 y 15 cm [59]. Su tallo principal es verde y glabro; ademas

posee inflorescencias axilares en amento (ver Figura 9).

Figura 10. Fotografia de Piper marginatum [Tomada por Nelson Contreras, 2014]

Sus usos en la medicina folclorica varian segun la regidon en que se encuentre. En

algunas regiones de Colombia, es utilizada como analgésico, antiinfamatorio y
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hemostatico. En la region amazdnica de Brasil su infusibn se emplea en el
tratamiento de disfunciones vesiculares y del higado; también es usada para
aliviar dolores dentales y como antiinflamatorio [60, 61]. En algunas regiones, sus
frutos sustituyen a la pimienta negra como saborizantes [60].

Su aceite esencial y su extracto etanolico presentan actividad antifingica e
insecticida [60, 62, 63]. La composicion quimica de los aceites esenciales de 22
plantas de esta especie, fue evaluada por Andrade et al. [59], quienes identificaron
7 quimiotipos, cuyos componentes principales fueron a-pineno trans y cis-p-

ocimeno, 3,4-dioximetil-propiofenona, B-cariofileno y germacreno D.

1.8.5. Piper dilatatifolium Trel & Yunck

Este arbusto, conocido con el nhombre de cordoncillo, se encuentra distribuido en
Suramérica y en la parte oriental de la India. Alcanza alturas entre 2 y 3 m, posee
tallos verdes y glabros con entrenudos conspicuos [64]. Sus hojas son ovaladas,
simples y alternas; con margen interno y venaciOn pronunciada. Sus
inflorescencias, axilares en amento, alcanzan longitudes entre 5 y 7 cm (ver
Figura 10).

Figura 11. Fotografia de Piper dilatatifolium [Tomada por Nelson Contreras, 2014]
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En la etnomedicina local, se emplea por su actividad contra calculos del rifion y
afecciones bronquiales. Ademas, se le atribuyen propiedades como
antirreumatica, diurética y estimulante. Silva et al. [65] demostraron la eficacia de
la especie P. dilatatifolium en la inhibicion de germinacién del hongo Crinipellis
perniciosa, causante de la enfermedad “escoba de bruja”, que afecta cultivos de
cacao. Terreaux et al. [66] evaluaron la actividad antifingica de la especie,
trabajaron con 6 derivados del acido benzoico y 3 chalconas del extracto de las
hojas aisladas en diclorometano; segun sus resultados, 4 de estos compuestos

presentaron actividad antifungica.

Se han reportado estudios en los que se evalla la composicion quimica del AE de
hojas de P. dilatatifolium. Uno de ellos es el presentado por Cysne et al. [67]
quienes reportaron la presencia de a-felandreno, 6-3-careno, biciclogermacreno y
trans-cariofileno, como componentes principales. Por otra parte, Andrade et al.
[64] estudiaron la composicion de 12 aceites esenciales obtenidos de muestras
diferentes de P. dilatatifolium, recolectadas en la region amazonica de Brazil;
dentro de los componentes principales identificaron germacreno D, espatulenol,

trans-a-bisaboleno, biciclogermacreno, B-elemeno, limoneno y a-felandreno, como

compuestos frecuentes en los aceites esenciales analizados.

1.8.6. Piper subflavum var. espejuelanum (C. DC.) Trel & Yunck

Los estudios acerca de la especie P. subflavum son escasos, en la literatura solo
se encuentran reportes de georreferenciacion. Segun los datos disponibles, esta
especie se encuentra distribuida exclusivamente en Colombia, en la region del
Cauca y a lo largo de la Cordillera Oriental, a alturas cercanas a los 1700 m.s.n.m.
Debido a su uso local, se le atribuyen propiedades como antidiarréico,
antihelmintico, bactericida e insecticida. Se observd que esta hierba alcanza una
altura de 1.5 m. Su tallo o eje principal presenta lenticelas. Ademas, posee hojas
cordadas, simples y alternas (ver Figura 11).
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Figura 12. Fotografia de Piper subflavum var. espejuelanum [Tomada por Nelson
Contreras, 2014]




2. CIENCIOMETRIA

Para evaluar el impacto cientifico y el interés en el género Piper, se realizd una
blasqueda bibliogréafica de las publicaciones enfocadas en estudiar la composicion
guimica de diferentes especies pertenecientes a este género, utilizando la base de
datos Scopus (Elsevier) segun la ecuacion de busqueda TITLE-ABS-KEY (piper)
AND TITLE-ABS-KEY (chemical composition).

En la Figura 12, se observa que, entre los afios 2004 y 2014, la cantidad de
publicaciones enfocadas en el estudio de la composicion quimica del género Piper
aumentd de 5 a mas de 30 registros anuales. Esto demuestra el interés cientifico
creciente en el género. Los nuevos componentes activos aislados, y los
resultados positivos de diferentes pruebas de bioactividad, permiten estimar que
algunas de las especies del género Piper poseen un elevado potencial para su uso

en diferentes campos, como la medicina, la ciencia y la industria.

Figura 13. Numero de publicaciones anuales a partir del afio 2000. Fuente:
Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 2004-2014. Fecha de consulta: 30-12-
2014. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (piper), AND TITLE-ABS-KEY
(chemical composition).
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Boll et al. [68] trabajaron con cerca de cuarenta especies del género y reportaron
el aislamiento de diversas amidas de cadena corta, derivadas de la N-
isobutilamida, con actividad insecticida. Resaltaron la presencia de otras
moléculas como amidas heterociclicas, lignanos y neolignanos. Parmar et al. [3]
identificaron propenilfenoles, terpenos, chalconas, dihidrochalconas, flavonas vy

flavonoles.

En 1994, Jantan et al. [69] realizaron un estudio comparativo de la composicion
guimica de los AE obtenidos de cinco especies del género, a saber: P. aduncum,
P. lantatum, P. pedicellosum, P. penangense y P. betle. En el AE de la especie P.
aduncum determinaron la presencia de dilapiol (65%), ademas de una mezcla de
monoterpenos y sesquiterpenos como constituyentes minoritarios. Los AE de las
especies P. lanatum, P. penangense y P. betle poseian un mayor contenido en
sesquiterpenos, contrario a la composicion quimica del AE de P. pedicellosum
cuyos componentes mayoritarios fueron monoterpenos. En sus conclusiones
sugirio el uso de los AE como marcadores taxondmicos para la clasificacion de
especies, siempre y cuando no existan variaciones ontogenéticas o quimiotipos

que interfieran en la diferenciacion de éstas.

Dias et al. [70] estudiaron diez especies de la familia Piperaceae, de las cuales,
siete pertenecian al género Piper; en todas ellas, reportaron, en comudn, la
presencia de 13 sesquiterpenos y una cantidad menor de monoterpenos, en sus
AE.

Por ultimo, Nakatani et al. [6] evaluaron y compararon la actividad antioxidante y
antimicrobial de los extractos de las especies P. nigrum, P. retrofractum y P.
baccatum; determinaron que algunas amidas fendlicas, aisladas de dichos
extractos, poseen una actividad antioxidante mas efectiva que el a-tocoferol,

similar a la de los antioxidantes sintéticos, BHA y BHT.
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Usando la base de datos Scopus (Elsevier), con la ecuacion de busqueda, TITLE-
ABS-KEY (Género especie), se evalubé el impacto cientifico de cada una de las

especies recolectadas para este estudio.

Tabla 2. NUumero de publicaciones por especie. Fecha de consulta: 30-12-2014.
Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Género especie”)

Especie Publicaciones
Piper cumanense 5
Piper eriopodon 4
Piper peltatum 64
Piper marginatum 54
Piper dilatatifolium 12
Piper subflavum 0

En la Tabla 2, se observa el nUmero de publicaciones reportadas. Las especies
con el mayor numero de publicaciones son P. peltatum y P. marginatum con 64 y
54 publicaciones respectivamente. Por otra parte, no se encontraron

publicaciones para P. subflavum.

Para la especie P. cumanense no se reportan estudios enfocados en su aceite
esencial o en determinar la composicién quimica de su extracto; algunos de los
estudios realizados evaluaron la actividad antimalarica de su extracto etandlico.
Otros, determinaron la estructura de diferentes derivados del acido benzoico y

cromenos aislados de la especie.
En dos de las publicaciones encontradas para la especie P. eriopodon, se

evaluaron la composicidén quimica de su aceite esencial, su actividad citotoxica y

fungicida. También, se han realizado pruebas que evallan la actividad herbicida
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de extractos hidro-alcohdlicos de la especie. Dentro de los resultados no se
encuentran trabajos enfocados en evaluar la actividad antioxidante de extractos o

aceites esenciales.

Dentro de las especies recolectadas, para este trabajo, P. peltatum ha sido la mas
estudiada; segun la busqueda realizada en las bases de datos, se han reportado
64 articulos para esta especie. Un 51% de las publicaciones pertenecen al area
de la farmacologia, el 37% a ciencias bioldgicas, el 31% a la medicina y el 21% de
los resultados se enmarcan en el area de quimica. El interés en esta planta puede
relacionarse con su amplio uso en la medicina folclérica y con su actividad
comprobada como antimalarica, antibidtica y con la actividad antioxidante que
presentan sus extractos. Se han hecho seis publicaciones enfocadas en el
andlisis del aceite esencial de P. peltatum y 15 en las que se evalla la actividad

antioxidante de sus extractos o algunos de los compuestos aislados de la planta.

P. marginatum cuenta con 52 publicaciones de las que un 60% pertenecen al area
de agricultura y ciencias bioldgicas, el 40% a farmacologia, el 19% a bioquimica y
el 19% a quimica. Esta planta ampliamente utilizada en la selva amazonica por
sus propiedades curativas y en algunos casos como sustituyente de la pimienta
negra, ha sido estudiada ampliamente en Brasil, donde se reportan 26
publicaciones. En Colombia se han reportado cuatro trabajos enfocados en la

especie o0 algunas de sus propiedades medicinales.

No se reportan resultados con la busqueda Piper dilatatifolium. Sin embargo, este
nombre corresponde a un sinbnimo de Piper dilatatum. Al modificar la ecuacion
de bulsqueda, se observan 12 resultados. Andrade et al. [64] estudiaron la
variabilidad del aceite esencial para muestras de la especie, recolectadas en
diferentes zonas de Brasil, y describieron la existencia de 7 quimiotipos. También,
se encuentran reportes que describen la actividad antifangica y citotoxica de

extractos y aceites esenciales obtenidos de P. dilatatifolium (Syn: P. dilatatum).
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Para la especie P. subflavum, no se reportan resultados en la literatura; ademas,
no posee sinonimia como alternativa de busqueda. Este trabajo constituye el

primer reporte enfocado en la caracterizacion de su aceite esencial y en evaluar la

actividad antioxidante de la especie.
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3. METODOLOGIA

El diagrama de flujo, que se presenta a continuacion, resume las actividades

elaboradas para el desarrollo de este trabajo.

Figura 14. Esquema representativo de la metodologia

Recoleccion y seleccion del material

Identificacion
taxonémica

Obtencion de AE por MWHD
Material vegetal fresco

Andlisis de composicion quimica
en AE usando GC-MS
En columna polar y columna apolar

Tratamiento de residuo: Picado
y secado de material vegetal post-
destilacion

Caracterizacion por indices
de Retencion Lineal y
comparacion espectral

Obtencidn de extracto con SFE-CO,

Determinacién de actividad
antioxidante, prueba ORAC

Andlisis de fraccién volatil de extracto

con SPME-HS y GC-MS

Caracterizacion por IRL 'y
comparacion espectral

Determinacion de actividad

antioxidante, prueba ORAC

3.1. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL SILVESTRE

3.1.1. Permiso pararecoleccion de material vegetal

La recoleccion de las especies silvestres se realiz6 segun lo establecido en el

Decreto 1376 del 2013 emitido por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo



Sostenible, “por el cual se reglamenta el permiso de recoleccion de especimenes
de especies silvestres de la diversidad biolégica con fines de investigacion
cientifica no comercial”, para la Unién temporal Bio-Red-Co-CENIVAM, en el
marco del desarrollo del Programa “ Bioprospeccion y desarrollo de ingredientes
naturales para las industrias cosmética, farmacéutica y de productos de aseo con
base en la biodiversidad colombiana”. Contrato de acceso a recursos geneticos y
productos derivados para investigacion cientifica con fines de prospeccion
biolégica No. 101 entre el Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible y
la Union Temporal Bio-Red-CO-CENIVAM.

3.1.2. Lugar derecoleccion del material vegetal

La expedicion botanica, en la que se recolectaron muestras de 27 especies
vegetales, se realizé entre el 14 y el 17 de julio del 2014. Los sitios escogidos
para la colecta, ubicados en el departamento de Santander, pertenecen a las
provincias de Soto, Mares y Guanenta. El sitio de recoleccion, al igual que la
tipologia del terreno, para las plantas seleccionadas, se observan en la Tabla 3.
La recoleccion del material vegetal, se llevd a cabo por el biélogo Roberto Tulio
Gonzéalez Mina, quien, ademas, agregd al registro algunos de los usos locales de

las especies seleccionadas.

3.1.3. Seleccion del material vegetal

El material vegetal se recolecto teniendo en cuenta los siguientes criterios
e Olor aromatico apreciable
¢ Plantas desarrolladas, preferiblemente en estado de floracién o préximo a él.
e Especies fuera de riesgo de extincion.

e Especies con poblacion local abundante.
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Tabla 3. Sitio de recoleccion de las especies seleccionadas y caracteristicas del

terreno.
Coordenadas Nombre comin Caracteristicas del terreno Ubicacion
de colecta
06°49'54.2" N Vegetacion que se desarrolla paralela  Via Zapatoca-
73017,09’2,, W Cordoncillo a la via, exposicion moderada alaluz Cuchilla del
’ solar. Altitud 1647 m.s.n.m. ramo, km 8.
Crecimiento cercano a fuente hidrica, .

o . L Via Zapatoca —
06°50'16,4” N Cordoncillo cercana a otras piperaceas, en suelo Cuchilla del
73°18'31,2” W arcilloso y hiumedo. Altitud 2152

ramo, km 8
m.s.n.m.
.- Crecimiento en zona intervenida .
06°50'08,0” N Eqngg’ ?mSIIIO’ semi-sombreada, cercana a fuente \é|a ﬁpa&o?a B
73°18'54,8” W oja de rayo, hidrica y rodeada de otras uchifia de
Santamaria L . ramo, km 8
piperaceas. Altitud 2124 m.s.n.m.
Aguardientillo, Crecimiento en bosque secundario
06°45'19,0” N corazon de la dentro de plantacion densa, con Via Zapatoca —
73°16'46,4” W  Virgen, hoja de humedad alta, rodeada de La fuente, km 10
raya gramineas. Altitud 1720 m.s.n.m.

oAE118 O Crecimiento en bosque secundario : _

Sg:glgg \?IV N.R. con humedades edafica y ambiental I\_/;afZ:r[])taetOﬁ; 10
’ altas. Altitud 1728 m.s.n.m. u '
Crecimiento aledafio a fuente hidrica,
06°45'19,0” N N.R acompafada de vegetacion de habito Via Zapatoca —
73°16'46,7 W o arbustivo y herbaceo. Altitud 1725 La fuente, km 10

m.s.n.m.

*N.R. No se report6 nombre comun para la especie

3.1.4. Identificaciéon del material vegetal

La identificacion de las plantas aromaticas recolectadas se llevdé a cabo en el

Herbario Nacional Colombiano (HNC), del Instituto de Ciencias Naturales de la

Universidad Nacional de Colombia, Bogota.

Las exsiccatae de las especies

vegetales quedaron registradas segun los nimeros de colecta relacionados en la

Tabla 4 (Seccion 4.1) y poseen un pliego testigo en el Herbario del Centro de
Investigacion CENIVAM.
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3.1.5. Obtencién de aceites esenciales

Los aceites esenciales se obtuvieron por hidrodestilacion asistida por la radiacion
de microondas (MWHD); para ello, se utilizd un equipo Clevenger, con reservorio
de destilacion Dean-Stark. Como sistema de calentamiento, se us6 un horno
domeéstico LG, modelo MS1142X, con una potencia de salida de 1200 W y una
frecuencia de radiacion de 2.45 GHz (ver Figura 14).

Las hojas y tallos del material vegetal recolectado, aproximadamente 300 g por
cada destilacién, se picaron y depositaron en un balén de fondo redondo de 2 L y

luego se humedecieron con agua (300 mL).

El horno microondas se programd para trabajar a un 50% de la potencia total de
salida. EIl material vegetal, se calent6 durante 45 min, en intervalos de 15 min,

dejando un tiempo de reposo de 2 min entre intervalos [71].

Para evitar el dafio causado por humedad, los AE obtenidos se secaron con
Nap,SO4 anhidro (J.T. Baker, Phillisburg, NJ, EE.UU.). Luego, se filtraron para
eliminar residuos soélidos y se pesaron en una balanza METTLER-TOLEDO
AL204. Posteriormente, fueron almacenados en ausencia de luz y refrigerados a 4
°C.

El rendimiento del AE obtenido (% p/p), se calculo aplicando la Ecuacion 1,
teniendo en cuenta el peso del material vegetal utilizado (Wmv) y el peso del aceite

esencial recolectado (Wug):

W,
Rendimiento (%p/p) = WAE x 100 Ecuacién 1

mv
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Figura 15. Esquema del montaje de hidrodestilacion asistida por radiacion de
microondas
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3.1.6. Preparaciéon de la muestra parala extraccion con fluidos supercriticos

Después de su destilacion, el material vegetal se secé en un horno a una
temperatura de 60 °C, durante 5 dias aproximadamente. Luego, las muestras se
extendieron en bandejas y se llevaron a un vivero para continuar el proceso de

secado hasta alcanzar una humedad maxima del 20% (ver Figura 15).

Una vez seco el material vegetal, se pic6 en un molino de cuchillas Retsch

modelo SM100neu (Haan, Alemania), equipado con un tamiz de 1 mm, y se
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almacend en frascos de vidrio para su posterior extraccion con CO, supercritico
(ver Figura 16).

Figura 16. Proceso de secado A) Vivero instalaciones CENIVAM. B) Bandejas de
secado de material vegetal. [Tomada por Rogerio Saavedra, 201

& a

Figura 17. A) Molino de cuchillas Retsch SM100neu. B) Material vegetal secoy
picado. [Tomada por Rogerio Saavedra, 2014]
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3.1.7. Obtencidn de extractos con fluidos supercriticos

Para obtener los extractos se emple6 un equipo Thar SFE-2000-2-FMC50 (Thar
Instruments, Inc., Pittsburg, EE.UU.) equipado con un portamuestras en acero
inoxidable con capacidad para 2 dm® y dos colectores tipo ciclén. El control de
temperatura, flujo y presion se realizd por medio de un computador, mediante el
software Process Suite Thar (Thar Technologies, Inc. Pittsburg, EE.UU.). Figura
17.

Se depositaron, aproximadamente, 500 g del material vegetal, seco y picado, en el
portamuestras del equipo. Como fluido supercritico, se utilizo CO,, a una
temperatura de 40 °C y a una presion de 300 bar. La extraccion se llevé a cabo
durante un periodo de 2 h con un fluo de CO; de 30 g/min. Los extractos
obtenidos se pesaron y luego se almacenaron, en frascos ambar, a una
temperatura de 4 °C, para su posterior analisis. El calculo de los rendimientos se
realizo teniendo en cuenta la Ecuacion 1.

Figura 18. Equipo de extraccién con fluidos supercriticos Thar SFE-200-2-FMC50.
[Tomada por Rogerio Saavedra, 2014]
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3.1.8. Analisis de aceites esenciales por GC-MS

Para la caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en los AE, se
disolvieron 50 uL del aceite esencial y se aforaron a 1 mL con diclorometano. Las

diluciones resultantes se almacenaron en viales de 2 mL.

El analisis se llevo a cabo en un equipo GC Agilent Technologies 6890 Plus (Palo
Alto, California, EE.UU.) acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies MSD 5973 Network. Para la separacion de los compuestos, se
emplearon una columna cromatografica con fase estacionaria (f.e.) polar de
poli(etilenglicol) (DB-WAX, J & W Scientific, Folsom, California, EE.UU.) de 60 m x
0.25 mm, D.I, x 0.25 ym, d¢, y otra apolar, con f.e. de 5%-fenil-poli(metilsiloxano),
(DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, California, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm, D.I, x
0.25 pym, ds (ver Figura 18).

Como gas de arrastre se empled helio (99.995%, gas AP, Linde Bogota), con una
velocidad volumétrica de flujo de 1 mL/min. La temperatura del puerto de inyeccién
fue de 250 °C vy el volumen inyectado fue de 2 uL, en modo de inyeccion split
(1:30).

Para el andlisis en columna polar (DB-WAX), la temperatura del horno inicié en 50
°C durante 5 min, luego aumenté 4 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 150
°C y se mantuvo durante 7 min. Después, se aumentd la temperatura a 4 °C/min

hasta 230 °C, y se mantuvo fija por 40 min.

En el analisis usando la columna apolar (DB-5MS), la temperatura del horno inicié
en 45 °C durante 5 min, luego aumentd 4 °C/min hasta alcanzar 150 °C
manteniéndola fija por 2 min. Después, se incrementé 5 °C/min hasta alcanzar 250
°C, y se mantuvo fija por 5 min. Finalmente, se elevé hasta 275 °C a 10 °C/min, y

se mantuvo a esta temperatura por 50 min.
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Para la identificacién tentativa de los compuestos, se calcularon los indices de
retencion lineales (IRL) en ambas columnas y se compararon con los reportados
en la literatura [10]. Para el célculo de los IRL, se emplearon los tiempos de
retencion de un patron de n-parafinas, Ci0-Cys, analizado bajo las mismas

condiciones cromatograficas que las muestras. EIl calculo se realizd teniendo en
cuenta la Ecuacién 2 [22].

toy —C
IRL = (100 X n) + 100 [u] Ecuacién 2
tRN - tRn

Donde n es el numero de atomos de carbono de la n-parafina que eluye antes del
compuesto de interés; trx, es el tiempo de retencion del compuesto de interés; trn
y trn, COrresponden a los tiempos de retencidn de las n-parafinas que eluyen antes

y después, respectivamente.

Figura 19. Cromatdgrafo de gases GC Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a

un espectrometro de masas Agilent Technologies MSD 5973 Network. [Tomada
por Rogerio Saavedra, 2014]
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Ademas de los IRL, como criterio de identificacion, se utilizaron los espectros de
masas obtenidos por impacto de electrones (El) usando una energia de ionizacion
de 70 eV, con los disponibles en las bases de datos Adams [10] NIST [72] y Wiley
[73].

La cantidad relativa de cada compuesto, se calculé por medio de la Ecuacion 3,
en la que se tienen en cuenta el area cromatografica del pico y el area

cromatografica total.

Area cromatografica del pico i .
% A; = — — x100 Ecuacion 3
Area cromatografica total

3.1.9. Analisis de la fraccion volatil de extractos SFE por HS-SPME con GC-
MS

Se tomaron, aproximadamente, 50 mg de cada extracto y, se depositaron en un
vial ambar de 4 mL. El vial se calenté a 70 °C y se dejé un tiempo de 10 min para
alcanzar el equilibrio térmico. Transcurrido este tiempo, se expuso una fibra de
micro-extracciéon en fase sélida, recubierta con Carboxen®/polidimetilsiloxano

(CAR/PDMS) de 75 um de grosor, en el espacio de cabeza (HS) de la muestra.
La fibra se expuso durante 30 min (tiempo de saturacion), (ver Figura 19).

Una vez saturada la fibra, se desorbié en el puerto de inyecciéon de un
cromatografo de gases GC Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a un
espectrometro de masas Agilent Technologies MSD 5973 Network. El andlisis, se
realizd usando las columnas polar (DB-WAX) y apolar (DB-5MS) descritas en la
seccién 3.1.8., y los IRL se calcularon, teniendo en cuenta los tiempos de
retencion de las n-parafinas inyectadas de forma manual, bajo los mismos
parametros cromatograficos usados para las muestras. La identificacion de los
compuestos, se realizd6 teniendo en cuenta los IRL de ambas columnas y los

espectros de masas obtenidos por El a 70 eV.
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Figura 20. Montaje usado en el monitoreo de fraccion volatil de extractos SFE por
HS-SPME. [Tomada por Rogerio Saavedra, 2014

Las muestras se inyectaron de forma manual, con una temperatura en el puerto de
250 °C, en el modo split (1:30) y con un flujo de gas de arrastre de 1 mL/min, a
una velocidad promedio de 26 cm/s. La temperatura del horno, para la columna
DB-5MS fue la siguiente: temperatura inicial de 45 °C durante 5 min; luego
aumenté a 150 °C con una velocidad de 4 °C/min y se mantuvo estable por 2 min.
Posteriormente, aumentd hasta 250 °C a 5 °C/min y se mantuvo por 5 min, para
luego aumentar, a una velocidad de 10 °C/min, hasta alcanzar 275 °C, y finalizar a
esta temperatura durante 50 min.

Para la columna DB-WAX, la programacion de temperatura del horno inicié en 50
°C por 5 min, luego se aumento la temperatura a 5 °C/min hasta 150 °C y se
mantuvo estable por 2 min; después, se incrementd nuevamente a 5 °C/min hasta

alcanzar 230 °C y se mantuvo estable durante 35 min.
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3.1.10. Ensayo de lacapacidad de absorciéon del radical oxigeno

Se tomaron 10 mg de AE o extracto SFE y se aforaron a 1 mL con metanol.
Debido a que los AE se solubilizaron completamente, solo los extractos SFE se
agitaron en un bafo de ultrasonido Elmasonic modelo S15H (Signen, Alemania)
durante 30 min y luego 15 s en un Shaker IKA modelo MS1-S1 (Wilmington,

EE.UU.). Después, se centrifugaron durante 15 min y se filtraron.

Se prepar0 una solucion de buffer fosfato de 75 mM y pH 7.4, segun el
procedimiento empleado por Rodriguez et al. [74] y una solucibn madre de
fluoresceina de 8.16 X 10 M. Ademas, las muestras se diluyeron a 1000 ppm en
metanol y estas, a su vez, se diluyeron a concentraciones entre 10 y 100 ppm en

los diferentes pozos de la microplaca agitando durante 5 min.

Se adicionaron muestra diluida (25 pL) y solucion de fluoresceina (150 uL) en
cada pozo de la microplaca. La solucion resultante, se incubd durante 20 min a 37
°C y a continuaciéon se agrego solucion del radical AAPH (25 uL), de

concentracion 153 mM, en cada uno de los pozos.

Para la lectura de fluorescencia, se empled un lector de microplacas de 96 pozos
Turner Biosystems Inc. Modulos™ Microplate Multimode Reader (Sunnyvale,
EE.UU.), con su moédulo de fluorescencia provisto de filtros que transmiten
longitudes de onda de 490 nm de excitacion y 510-570 nm de emisién [43], (ver
Figura 20).

El area bajo la curva de fluorescencia (ABC) es directamente proporcional a la
capacidad protectora, contra los radicales peroxilo, que posea la muestra. Esta se

calcul6 usando la Ecuacion 4, donde f; corresponde a la fluorescencia medida en

un tiempo iy f, corresponde a la fluorescencia inicial de la muestra.
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ABC = — Ecuacion 4

Figura 21. Lector de microplacas de 96 pozos Turner Biosystems Inc. M6édulosTM
Microplate Multimode Reader. [Tomada por Rogerio Saavedra, 2014]

Para determinar la actividad antioxidante de cada extracto o AE, se calculo el &rea
neta bajo la curva de fluorescencia de cada muestra, teniendo en cuenta el ABC
del blanco y el ABC de la muestra, como se muestra en la Ecuacién 5.

ABC,ptqa = ABCruesira — ABChianco Ecuacion 5

neta
Para cada una de las muestras, el ABC ea S€ extrapold en una curva de
calibracion previamente realizada, en la que se utiliz6 como estandar de control el
Trolox®. El resultado se expresé como pmol de Trolox®/g de muestra [5, 43]. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y se expresaron como valor promedio
+ la desviacion estandar. Las pruebas también se realizaron, utilizando el a-

tocoferol y el butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidantes de referencia.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

Como resultado de la expedicion botanica, se obtuvieron muestras de 27 especies
vegetales distintas. Segun la identificacion realizada por el Herbario Nacional
Colombiano (HNC), seis de las especies pertenecian al género Piper. Dichas

plantas fueron seleccionadas para el desarrollo de este trabajo.

Las piperaceas seleccionadas fueron identificadas como: P. eriopodon, P.

marginatum, P. dilatatifolium, P. subflavum, P. cumanense y P. peltatum. Sus
cadigos de colecta y los cédigos de registro en el HNC se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Nombre cientifico y registro de las especies vegetales pertenecientes al
género Piper

N° Col. N° Registro

CENIVAM HNC Determino

Nombre cientifico

Piper cumanense Kunth. 009 578977 W. Trujillo-C
Piper eriopodon (Mig.) C. DC. 014 578364 W. Truijillo-C
Piper peltatum L. 016 - W. Truijillo-C
Piper marginatum Jacq. 019 578365 W. Truijillo-C
Piper dilatatifolium Trel. & Yunck. 020 578975 W. Truijillo-C

Piper subflavum var. espejuelanum

(C. DC.) Trel. & Yunck 021 578976 W. Trujillo-C

Los estudios fitoquimicos desarrollados con especies del género Piper indicaron la
presencia de compuestos con propiedades farmacologicas y biologicas [67], entre
las que se encontraron propiedades insecticidas [68], medicinales [69] y
antifangicas [49]. Investigaciones previas realizadas con algunas de las especies
seleccionadas demostraron que éstas poseen propiedades herbicidas [51],

antivirales [53], antiinflamatorias [70], entre otras.
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4.1. OBTENCION DE ACEITES Y EXTRACTOS

Los rendimientos de los aceites esenciales son uno de los puntos clave a la hora
de evaluar la rentabilidad y viabilidad de aprovechar una especie vegetal [1, 2].
Para este trabajo, los rendimientos de los AE variaron entre el 0,05 y 0,33%, y solo
dos de las especies estudiadas presentaron un rendimiento superior al 0,1%. P.
peltatum fue la especie con el rendimiento de AE mas bajo (0,05% p/p). Por otra
parte, el rendimiento mas alto se alcanz6 con la especie P. marginatum (0,33%
p/p). Los valores de rendimientos de AE, obtenidos para cada especie, se reportan
en la Tabla 5.

Tabla 5. Rendimientos de extraccion de aceites esenciales y extractos SFE de las
especies recolectadas

Rendimiento (%) p/p

Especie

Aceite Esencial Extracto SFE
Piper cumanense 0,12 1,36
Piper eriopodon 0,05 0,42
Piper peltatum 0,03 0,35
Piper marginatum 0,33 0,14
Piper dilatatifolium 0,08 0,36
Piper subflavum 0,05 0,92

Algunos de los rendimientos encontrados en la literatura, para la obtencién de AE
por hidrodestilacion de las partes aéreas de P. marginatum, son similares al valor
reportado en este trabajo (0,33% p/p). Autran et al. [60] encontraron diferencias
significativas en el rendimiento al trabajar con hojas (0,39% p/p) y tallos frescos
(0,03% p/p). Souto et al. [62] reportaron rendimientos del 0,4 y 1,4% p/p para la

hidrodestilacion de las hojas secas de dos quimiotipos de P. marginatum.

En el trabajo realizado por Andrade et al. [59], a 22 muestras de hojas de P.
marginatum provenientes de diferentes micro-habitats de la Amazonia de Brasil,

los rendimientos variaron entre el 0,3 y 2,0%. Se observo, por resultados previos,
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que el rendimiento del AE para esta y otras especies esta ligado al origen de las
muestras, el quimiotipo utilizado y la parte de la planta a partir de la que se
obtenga el AE [2].

El rendimiento obtenido para la especie P. peltatum (0,03% p/p), fue menor que el
alcanzado por Pino et al. [58] quienes, trabajando con hojas secas de la especie,
lograron un rendimiento del 0,1% p/p. En el trabajo realizado por Moraes et al.
[52], los resultados obtenidos para la hidrodestilacion de cuatro muestras de P.
peltatum, recolectadas en estado de floracion, variaron entre el 0,1 y el 0,2%. En
estos estudios, las hidrodestilaciones se realizaron utilizando material vegetal
seco. Se conoce, por trabajos realizados en otras especies, que el secado del

material vegetal puede afectar el rendimiento y calidad de los AE obtenidos [75].

A la fecha, no se han reportado estudios sobre rendimientos en la obtencion de AE

a partir de P. cumanense, P. eriopodon, P. dilatatifolium o P. subflavum.

Los rendimientos determinados para los extractos obtenidos con fluidos
supercriticos (SFE) fueron mayores que los rendimientos para los AE. El
rendimiento de extracto SFE mas alto se obtuvo para la especie P. cumanense
(1,36% p/p) y el mas bajo para P. marginatum (0,14% p/p). En la literatura
cientifica, no se encuentran reportes enfocados en el uso de la SFE para la

obtencion de extractos a partir de las especies estudiadas.

Los altos rendimientos de los extractos obtenidos se pueden relacionar con la
facilidad que poseen los fluidos supercriticos de penetrar la matriz vegetal. Al
alcanzar presiones superiores a la presion critica, el fluido adquiere la capacidad
de solvatacién de los liquidos sin perder la difusividad de los gases, lo que
aumenta la superficie de contacto con la matriz y favorece la transferencia de

masas por el fenbmeno convectivo [15].
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Los rendimientos de los AE y de los extractos SFE no son comparables, debido a
gue los dos procesos se aplicaron a matrices en diferentes estados. Los AE
fueron obtenidos de material vegetal seco, mientras que para los extractos SFE, la
matriz vegetal habia sido destilada, secada y pulverizada previamente. Estos
procedimientos afectan tanto el rendimiento como la naturaleza quimica de las

sustancias retiradas del material vegetal.

4.2. IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES
EN LOS AE

4.2.1. Piper cumanense Kunth

Para esta especie, se identificaron 32 picos (porcentaje de area >0,2%), que
correspondieron a un 92,5% del area cromatografica total. Segun los resultados
obtenidos, el AE de P. cumanense se compuso, principalmente, de monoterpenos
oxigenados (44%), en su mayoria alcoholes (37,9% del area cromatografica total).
El perfil cromatografico obtenido por columna apolar (DB-5MS) se observa en la

Figura 21, y la composicion quimica se detalla en el Anexo A.

En el AE de P. cumanense, se identificaron linalol (37,2%), trans-B-cariofileno
(8,8%), trans-nerolidol (5,8%), a-copaeno (5,4%) y piperitona (4,6%), como
componentes principales. Es importante aclarar, que no se han reportado estudios
previos relacionados con la identificacion de la composicién quimica del AE de

esta especie.

El nerolidol, presente en el AE de P. cumanense como isémero trans, es un
sesquiterpeno alifatico, usado frecuentemente en la elaboracion de productos
cosmeticos y de aseo. Sin embargo, en el campo de la farmacéutica se han
reportado diferentes propiedades para el nerolidol, entre las que se resaltan la

antioxidante [76] antihemolitica, antiviral [77], antiparasitaria y antimalarica [78].

66



Se ha demostrado que, debido a su hidrofobicidad, este compuesto penetra
facilmente la membrana plasmatica e interactia con las proteinas estructurales y
funcionales intracelulares. Debido a esto, tanto el compuesto como algunos de los
AE de los cuales proviene, son usados como punto de partida para el desarrollo

de tratamientos antivirales de origen natural [77].

Figura 22. Perfil cromatografico del AE de Piper cumanense. Columna DB-5MS
(60 m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos
oxigenados (MO), sesquiterpenos (HS) sesquiterpenos oxigenados (SO). 1)
Linalol, 2) piperitona, 3) a-copaeno, 4) trans-p-cariofileno, 5) trans-nerolidol, 6)
oxido de cariofileno, 7) dilapiol.
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4.2.2. Piper eriopodon (Mig.) C. DC.

Para el AE de P. eriopodon, se detectaron 35 metabolitos (area relativa >0,2%), de
los que se identificaron 31. La suma del area relativa de los compuestos
identificados corresponde al 83,3% del area cromatografica total. El perfil
cromatogréafico del AE obtenido en columna apolar, se observa en la Figura 22 y

la composicién quimica del AE se detalla en el Anexo B.
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El AE de P. eriopodon estd compuesto por una cantidad significativa de
monoterpenos (38,4%) y sesquiterpenos (25,2%). Dentro de los compuestos
mayoritarios se identificaron: a-pineno (18,8%), B-pineno (16,1%), a-copaeno
(5,5%), trans-B-cariofileno (11,6%) y 6xido de cariofileno (10,8%).

Figura 23. Perfil cromatogréafico del AE de Piper eriopodon. Columna DB-5MS (60
m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos oxigenados
(MO), sesquiterpenos (HS) sesquiterpenos oxigenados (SO). 1) a-Pineno, 2) B-
pineno, 3) a-copaeno, 4) trans-B-cariofileno, 5) B-selineno, 6) 6xido de cariofileno,
7) prelunularina.
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En el cromatograma de P. eriopodon, se observa el pico 7 (11,4%), identificado
por su espectro de masas como prelunularina, (ver Figura 23). Para este
metabolito, no se han reportado indices de retencion. En su espectro de masas se
observa la formacion del ion molecular con m/z 232. El ion pico de base m/z 107,
corresponde a un fragmento C;H;O tipico de compuestos fendlicos, generado
luego de la escision simple de un enlace en la posicién 3, con respecto al anillo
aromatico, y se relaciona con el fragmento de m/z 77 que se genera luego de la
pérdida de CO.
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La prelunularina, metabolito precursor de los bis-bibenzilos, se encuentra
principalmente en briofitas, como Marchantia polymorpha y Ricciocarpos natans
[79]. Los bis-benzilos son metabolitos secundarios que presentan actividad
relajante, antimicrobial y antifingica elevada; sin embargo, su uso es limitado

debido a que también poseen alta citotoxicidad [80].

Figura 24. Espectro de masas y ruta de fragmentacion del compuesto
tentativamente identificado como prelunularina (IE 70 eV).
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Los resultados obtenidos para la composicién quimica de la especie difieren de los
reportados por Tangarife et al. [49] quienes, trabajando con muestras recolectadas
en el departamento del Cesar, identificaron el dilapiol (38,8%), como componente

mayoritario, mientras que este compuesto no se detectd en el AE analizado.

Por otra parte, el AE analizado en este estudio contenia a-pineno (18,8%) y B-
pineno (16,1%) como componentes mayoritarios. Sin embargo, en el andlisis
reportado por Tangarife et al. [49], estos compuestos se identificaron en

cantidades por debajo del 4%. Las muestras fueron recolectadas en regiones
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diferentes del pais y expuestas a diferentes condiciones ambientales, lo que afecta
su metabolismo secundario y, como consecuencia, genera variaciones en la
composicion quimica de los AE. Los compuestos mayoritarios identificados en los
AE, de las muestras analizadas en este trabajo, y los resultados reportados para la

especie recolectada en el departamento del Cesar, se observan en la Tabla 6.

Tabla 6. Comparacion de los componentes principales presentes en el AE de P.
eriopodon.

Area relativa (%)

Compuestos mayoritarios

Santander!! Cesarl®
a-Pineno 18,8 2,1
10-epi-Cubebol ND 3,9
Dilapiol ND 38,8
B-Selineno 15 5,0
B-Pineno 16,1 3,3
a-Copaeno 55 ND
trans-B-Cariofileno 11,6 8,1
Oxido de cariofileno 10,8 3,8

Al Resultados obtenidos experimentalmente
(B Resultados reportados por Tangarife et al. [49]
ND Compuesto no detectado

4.2.3. Piper peltatum L.

Mediante el analisis cromatografico del AE, se detectaron 27 picos (area relativa
>0,2%), de los que se identificaron 25 (ver Figura 24). La suma de sus areas
cromatograficas correspondié a un 90,3% del area cromatogréafica total. Este AE
se compuso, principalmente, por sesquiterpenos (66,8%) y sesquiterpenos
oxigenados (20,7%). Sus componentes principales fueron: trans-B-cariofileno
(28,6%), germacreno D (13,4%), a-copaeno (8,8%), B-elemeno (5,7%) vy
espatulenol (3,2%). La composicién quimica detallada del AE de P. peltatum, se
encuentra en el Anexo C.
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Durante el analisis cromatografico, se observd que los picos del neo-intermedol y
fitol, solo se detectaron en el cromatograma obtenido en fase apolar (DB-5MS).
Su ausencia en el andlisis en fase polar (DB-WAX), se puede relacionar con su
alta afinidad con la fase estacionaria (polietilenglicol) y su baja cantidad relativa en
el aceite esencial. Al ser moléculas polares y medianamente volatiles, poseen
tiempos de retencion altos (tr > 55 min); su elucion coincide con el incremento del
sangrado de la columna y la sefal producida por sus iones podria ser solapada

por las sefnales del ruido.

Figura 25. Perfil cromatogréfico del AE de Piper peltatum. Columna DB-5MS (60
m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos oxigenados
(MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO). 1) a-Copaneno, 2)
B-elemeno, 3) trans-B-cariofileno, 4) a-humuleno, 5) germacreno D, 6) espatulenol,
7) oxido de cariofileno.
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El germacreno D estd presente en muchas especies de las angiospermas,
gimnospermas e inclusive en algunas briofitas. A pesar de esto, su funcion
biolégica en las plantas ain no es clara. Algunos autores afirman que este
metabolito juega un papel importante en la sintesis de cadinenos y selinenos [81].

Diversos estudios han demostrado que el germacreno D puede ser isomerizado en
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condiciones acidas para obtener cadinanos, murolanos y amorfanos, o convertirse

en bourboneno, muroleno o amorfeno mediante reacciones fotoquimicas. Este

compuesto podria ser un importante precursor para la biosintesis de diferentes

sesquiterpenos [82].

La composicién quimica obtenida para el AE de P. peltatum es similar a la

reportada por Moraes et al. [52] para el AE de la especie recolectada en Brasil,

pero difiere de los resultados reportados por Pino et al. [58] quienes trabajaron con

especimenes recolectados en Cuba, (ver Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion con estudios previos de los componentes principales

presentes en el AE de P. peltatum

Compuestos Area relativa (%)
mayoritarios Colombia™ cubal® Brasill*!
a-Copaeno 8,8 52 ND
B-Elemeno 5,7 0,3 ND
trans-B-Cariofileno 28,6 0,1 39,1
trans-Calameneno ND 54 ND
a-Humuleno 3,0 ND 4,0
Germacreno D 13,4 2,8 13,3
Biciclogermacreno ND ND 58
Espatulenol 3,2 9,0 1,0
Oxido de cariofileno 11,0 22,9 ND
Cadaleno 0,4 4.1 ND
trans-Nerolidol 0,7 ND 4.8

" Resultados obtenidos experimentalmente

Bl Resultados reportados por Pino et al. [58]

[€l Resultados reportados por Moraes et al. [52]
ND. Compuesto no detectado

Las especies recolectadas en Colombia y Brasil cuentan con trans-fB-cariofileno y
germacreno-D como componentes principales. Sin embargo, para la especie

recolectada en Cuba, estos metabolitos representan solo el 3,8% de la
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composicion quimica del AE. El 6xido de cariofileno, que compuso un 11,0% del
AE analizado, representé un 22,9% para las muestras de Cuba, y no se detect6 en

las muestras recolectadas en Brasil [52, 58].

4.2.4. Piper marginatum Jacq.

Los resultados del analisis GC-MS indican la presencia de 30 compuestos (area
relativa >0,2%), de los cuales 29 fueron identificados y la suma de sus areas
relativas corresponde a un 95,0% del area cromatografica total. EIl AE se
compuso principalmente de sesquiterpenos (50,5%) y se observd una cantidad
considerable de fenilpropanoides (19,8%). Los picos mayoritarios fueron
biciclogermacreno (22,6%), trans-B-cariofileno (15,7%), 2-metoxi-4,5-metilendioxil-
propiofenona (11,7%), a-copaeno (7,4%) y espatulenol (5,1%). En la Figura 25,
se observa el perfil cromatografico del AE de P. marginatum y su composicion

quimica detallada, se muestra en el Anexo D.

En este aceite esencial se identificaron seis metabolitos pertenecientes a la familia
de los fenilpropanoides. El fragmentograma de masas obtenido al seleccionar el
ion m/z 208, permite observar cinco de estos compuestos, pertenecientes al grupo
de los trimetoxidos de benceno. Debido a su peso molecular (192 um.a.)), la
croweacina no genera el iébn m/z 208; por lo tanto no se observd en el
fragmentograma de masas, (ver Figura 26). La estructura de los cinco

fenilpropanoides principales se observa en la Figura 27.
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Figura 26. Perfil cromatografico del AE de Piper marginatum. Columna DB-5MS
(60 m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos
oxigenados (MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO). 1) y-
Terpineno, 2) a-copaeno, 3) trans-B-cariofileno, 4) biciclogermacreno, 5)
espatulenol, 6) isbmero de la metoxi-4,5-metilendioxil-propiofenona 7) 2-Metoxi-
4,5-metilendioxil-propiofenona.
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Figura 27. Fragmentograma de masas del ibn m/z 208, obtenido del AE del P.
marginatum Columna DB-5MS (60 m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV).
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Los fenilpropanoides han sido investigados ampliamente por sus propiedades
antibidticas, antioxidantes e insecticidas, y por su papel como sefializadores
moleculares en interacciones planta-insecto [83]. Entre ellos, se encuentran las
asaronas, que son metabolitos que poseen actividad genotoxica Yy
hepatocarcinogénica que no se observa en otros fenilpropanoides. Hasheminejad
et al. [84] propusieron que su efecto nocivo podria estar relacionado con dos de

los sustituyentes metoxi unidos al anillo aromatico.

Figura 28. Estructura de los fenilpropanoides identificados en el AE de P.

marginatum
~
| | 7 | |
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metilendioxil-propiofenona propiofenona

En el AE de P. marginatum, se identificaron los is6meros cis- y trans-asarona,
ampliamente estudiados por su actividad ansiolitica [85] y antioxidante [86]. La cis-
asarona posee actividad antiinflamatoria [87] y se ha planteado su uso en el
tratamiento de problemas mentales como depresion, insomnio, ansiedad, sicosis y

epilepsia [88].

En la Tabla 8, se comparan los compuestos mayoritarios identificados en el AE de

P. marginatum con los resultados reportados en la literatura para muestras

recolectadas en otras regiones. Se resalta la presencia de los sesquiterpenos
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trans-B-cariofileno, biciclogermacreno y cis-asarona en todos los analisis
reportados. Se observd similitud con los resultados reportados por Andrade et al.
[64], con respecto a la presencia de trans-p-cariofileno, biciclogermacreno y 2-
metoxi-4,5-metilendioxil-propiofenona. Segun los reportes de la literatura, este
altimo compuesto no se detectd en los trabajos realizados con las muestras
recolectadas en Tolima y Pernambuco [49, 59, 60].

Tabla 8. Comparacion de componentes mayoritarios reportados en el AE de P.
marginatum

Area relativa (%)

Compuestos Colombia Brasil

mayoritarios Santander”  Tolima®  Pernambuco! All\gc;rrlz[am

y-Terpineno 4,7 ND ND 0,3
a-Felandreno ND 11,1 ND ND
a-Copaeno 7,4 ND 0,6 ND
trans-B-Cariofileno 15,7 11,0 7,5 13,6
Biciclogermacreno 22,6 41 9,4 15,8
Elemicina ND 18,0 0,3 0,9
Espatulenol 51 ND ND 0,8
i}gﬁ(i%)gig;(\?l—propiofenona 11,7 ND ND 26,3
Isoelemicina ND 9,2 ND ND
Limoneno 0,2 75 ND 0,2
Elemol ND ND 9,7 2,5
cis-Asarona 1,2 1,3 30,4 8.8
Pachulol ND ND 16,0 ND
2-Hidroxi-4,5- ND ND ND 21.9

metilendioxil-propiofenona

"I Resultados obtenidos experimentalmente

Bl Resultados reportados por Tangarife et al. [49].
[l Resultados reportados por Autran et al. [60].

[®} Resultados reportados por Andrade et al. [59].
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La identificacion de la cis- y trans-asarona en el AE limita su uso en la fabricacion
de productos de consumo humano. Su uso se encuentra condicionado a una
previa cuantificacion de estos compuestos y requiere el desarrollo de pruebas de

citotoxicidad.

4.2.5. Piper dilatatifolium Trel. & Yunck

En el AE de Piper dilatatifolium se detectaron 30 compuestos, de los que 21 fueron
identificados. La suma de sus areas relativas corresponde a un 64,2% del area
cromatografica total, (ver Figura 28). Dentro de los compuestos mayoritarios, se
identificaron espatulenol (24,4%), 6xido de cariofileno (13,4%) y 10-epi-cubebol
(3,2%). Este AE esta compuesto, principalmente, por sesquiterpenos oxigenados
(52,4%). Dentro de los compuestos identificados, no se detectaron monoterpenos.
La tabla con la composicion detallada del AE se muestra en el Anexo E.

Figura 29. Perfil cromatografico del AE de Piper dilatatifolium. Columna DB-5MS
(60 m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (M), monoterpenos oxigenados
(MO), sesquiterpenos (S) sesquiterpenos oxigenados (SO). 1) a-Copaeno, 2) 10-
epi-cubebol, 3) espatulenol, 4) 6xido de cariofileno, 5) sesquiterpeno oxigenado
(P.M. 220), 6) sesquiterpeno oxigenado (P.M. 206).
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Como se observa en la Tabla 9, la composicibn quimica del AE de P.
dilatatifolium, difiere de los resultados obtenidos en trabajos anteriores. En los
resultados reportados por Cysne et al. [67], para muestras recolectadas en el
estado de Ceara (Brasil), el AE se compuso en un 42% por monoterpenos Y los
componentes principales fueron: biciclogermacreno (25,0%), a-felandreno (22,5%)
y trans-B-cariofileno (10,3%). Ninguno de estos compuestos fue identificado en el

AE de la muestra analizada para este trabajo.

Tabla 9. Comparacion de componentes mayoritarios reportados en el AE de P.
dilatatifolium

Area relativa (%)

Compuestos .
mayoritarios Colombial”! Brasil
Ceara™ Roraimal®

Espatulenol 244 ND 11,8
Oxido de cariofileno 13,4 0,6 1,0
10-epi-Cubebol 3,2 ND ND
a-Felandreno ND 22,5 ND
0-3-Careno ND 10,2 ND
trans-B-Cariofileno ND 10,3 3,7
Biciclogermacreno ND 25,0 7.4
trans-Nerolidol ND 6,2 10,2
Germacreno D ND 4,2 12,6

Al Resultados obtenidos experimentalmente
Bl Resultados reportados por Cysne et al. [67]
[l Resultados reportados por Andrade et al. [64]

En los resultados obtenidos por Andrade et al. [64], al analizar AE de muestras
recolectadas en el estado de Roraima (Brasil), tampoco se reportaron
monoterpenos y solo se encontrdo similitud en la identificacion de espatulenol

dentro de los componentes mayoritarios.
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Segun Toyota et al. [89], existe relacion entre la presencia de biciclogermacreno y
espatulenol en algunas muestras. En su investigacién, encontraron que el
compuesto identificado como biciclogermacreno, presente en extractos
metandlicos de diferentes plantas, desaparecia luego de cuatro meses de
almacenamiento de las muestras y aparecia el pico correspondiente al
espatulenol; por ello, sugirieron que el biciclogermacreno sufre reacciones de
oxidacion convirtiéndose en espatulenol, como se muestra en la Figura 29 [89].
Este hecho se podria relacionar con la ausencia del biciclogermacreno en las
muestras analizadas.

Figura 30. Mecanismo de oxidacion del biciclogermacreno a espatulenol,
propuesto por Toyota et al. [89]

Al espatulenol se le atribuye la actividad antiinflamatoria que presentan los AE de
Cinnamomum osmopholeum y Garcinia brasiliensis, matrices vegetales en las que
éste es uno de sus componentes mayoritarios [90, 91]. Ademas, en los estudios
realizados por Ziae et al. [92], quienes trabajaron con extractos de Salvia
mirzayanii, el espatulenol representd un 60% de la composicion quimica total y se
demostrd6 que este compuesto induce la apoptosis de linfocitos activos. Estos
resultados sugieren que las matrices ricas en este compuesto, podrian ser usadas

como parte del tratamiento de alteraciones en el sistema linfatico.
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4.2.6. Piper subflavum var. espejuelanum (C. DC.) Trel. & Yunck.

El AE de esta planta, se compone principalmente de sesquiterpenos (38.6%) y
monoterpenos (34.1%). En el andlisis GC-MS, se detectaron 31 picos de los
cuales 28 fueron identificados y corresponden a un 90.2% del area cromatografica
total. Dentro de estos los mayoritarios fueron: trans-B-cariofileno (15.9%), o-
pineno (18.9%), B-pineno (13.2%), oxido de cariofileno (10.5%) y el a-copaeno
(9.2%). El perfil cromatogréfico para el AE de esta especie, se observa en la
Figura 30 y su composicion quimica detallada, se encuentra en el Anexo F.

Para esta muestra, se encontrd, en el mismo tiempo de retencion, el pico atribuido
a la prelunularina en el AE de Piper peltatum, y se observd una gran similitud en la
composicion guimica de ambas muestras, como se puede observar en la Tabla
10. En la literatura, no se han reportado investigaciones en las que se estudien el

AE o los extractos obtenidos de esta especie.

Figura 31. Perfil cromatografico del AE de Piper subflavum. Columna DB-5MS (60
m). Split 1:30. MSD (El 70 eV). 1) a-Pineno, 2) B-pineno, 3) a-copaeno, 4) trans-f3-
cariofileno, 5) 6xido de cariofileno, 6) prelunularina.
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Los pinenos, identificados como componentes mayoritarios de esta muestra, son
monoterpenos que se encuentran, principalmente, en la trementina [93]. Ademas,
son aprovechados en la industria para la obtencion de canfeno, a traves de
catalizadores acidos en ausencia de agua. El canfeno es un intermediario
importante para la sintesis de compuestos como el toxafeno, acetato de bornilo,
isoborneol, alcanfor, entre otros [94, 95].

Tabla 10. Comparacion de componentes mayoritarios identificados en los AE de
P. subflavum y P. eriopodon

. Area relativa (%)
Compuestos mayoritarios

P. eriopodon P. subflavum

a-Pineno 18,6 18,9
B-Pineno 16,1 13,2
a-Copaeno 55 9,2
trans-B-Cariofileno 11,6 15,9
Oxido de cariofileno 10,8 10,5
Prelunularina 11,4 5,7

4.2.7. Analisis general

Segun los resultados de la composicion quimica por familias (ver Tabla 11), todas
las muestras presentaron una cantidad representativa (>10%) de sesquiterpenos y
sesquiterpenos oxigenados. Se destacan las especies P. peltatum y P.
marginatum, por la cantidad de sesquiterpenos presentes en sus AE (area relativa
>50%). La mayor cantidad de monoterpenos oxigenados, se detectd en el AE de
P. cumanense (44,2%), y el AE de P. dilatatifolium presento la mayor proporcion
de sesquiterpenos oxigenados (52,4%). Se destacé la ausencia de monoterpenos
en el AE de P. dilatatifolium, y su baja cantidad relativa (<1%) en el AE de P.
peltatum. También, es importante resaltar la presencia de los fenilpropanoides
(19,8%) en el AE de P. marginatum. El sesquiterpeno a-copaeno y el 6xido de
cariofileno, perteneciente a la familia de los sesquiterpenos oxigenados, fueron
detectados en todas las muestras.
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El a-copaeno, presente en los AE analizados en cantidades entre el 2,2 y 9,2%,
pertenece a la familia de los sesquiterpenos triciclicos. Este metabolito es uno de
los componentes principales de los AE y extractos obtenidos de plantas como
Xylopia laevigata, Cedrelopsis grevei y Annona reticulata [96]. Ha despertado
interés en el campo de la agronomia, debido a su actividad como atractante para
el macho de la mosca Ceratitis capitata, plaga que ataca los cultivos de citricos,
guayaba, entre otros [97, 98], ademas, incrementa la capacidad antioxidante en
cultivos de linfocitos humanos [96] y exhibe citotoxicidad en células cancerosas del
tipo N2a. Por esta razon, Tlrquez et al. [99] proponen su uso como agente

potencial anticancerigeno.

Tabla 11. Familias de compuestos presentes en los AE.

- Area relativa (%)
Familia de compuestos

PC PE PP PM PD PS
Monoterpenos 7,2 38,4 0,9 15,7 ND 34,2
Monoterpenos oxigenados 442 5,2 1,2 1,2 1,6 2,7
Alcoholes 37,9 1,6 ND 1,2 1,1 0,8
Aldehidos ND 0,8 ND ND 0,5 ND
Cetonas 6,4 0,5 1,2 ND ND 0,6
Eteres ND 0,4 ND ND ND ND
Esteres ND 1,9 ND ND ND 1,3
Sesquiterpenos 25,9 25,2 66,8 50,5 10,1 38,7
Sesquiterpenos oxigenados 14,1 14,2 20,7 7,8 52,4 14,3
Alcoholes 6,5 3,4 8,0 51 32,7 3,7
Aldehidos ND ND ND ND ND ND
Cetonas ND ND 1,7 ND 2,8 ND
Eteres 7,6 10,8 11,1 2,7 16,9 ND
Esteres ND ND ND ND ND 10,5
Otras familias 11 0,3 0,8 19,8 2,2 0,5
Total identificado 92,5 83,3 90,5 95,0 66,4 90,3

PC: P. cumanense, PE: P. eriopodon, PP. P. peltatum, PM: P. marginatum, PD: P.
dilatatifolium, PS: Piper subflavum. ND, familia de compuestos no detectada.
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Por otra parte, el 6xido de cariofileno es un sesquiterpenoide biciclico comun en
plantas medicinales y comestibles, como Sysygium aromaticum, Citrus spp. y
Ocimum basilicum [100]. Pese a poseer un grupo epoxido en su estructura,
considerado intermediario reactivo electrofilico, y tener la facilidad de penetrar la
membrana celular, es considerado un producto seguro para su uso en las
industrias de fragancias y cosméticos, pues se ha demostrado que no posse
potencial genotoxico [100]. Ademas de sus propiedades anti-inflamatorias,
antifingicas y analgésicas comprobadas [101-103], es util para el control de
acaros. Ha demostrado una actividad acaricida siete veces mayor que la del
benzoato de benzilo, compuesto sintético que, debido a su uso frecuente, genera

serios problemas de resistencia en las plagas [104].

El linalol es un alcohol monoterpénico aciclico, biosintetizado a traves de la ruta
del isopentenil pirofostato [105]. Se encuentra como componente principal en los
AE de semillas de cilantro (Coriandrum sativum) [106] y hojas de albahaca
(Ocimum basilicum) [107]. Estudios enfocados en la bioactividad de este
metabolito indican que posee actividades antiinflamatoria [108], antibacterial [109],
entre otras. Comercialmente, es aprovechado por las industrias para la fabricacion
de productos cosméticos, como aditivo de detergentes, ceras y durante el
procesamiento de comidas y bebidas, por ser agente aromatizante y saborizante.
En la industria, es un importante intermediario para la sintesis de vitaminas A y E;

ademas, es util para la produccion de iononas, farnesol y citronelol [110].

El a-pineno, perteneciente a la familia de los monoterpenos al igual que el p-
cimeno, inhibe la proliferacion de hepatomas [111] y posee propiedades anti-
inflamatorias superiores que las de su enantiomero B-pineno [112]. Los estudios
reportados por Leite et al. [113] demostraron que inhibe la proliferacién de las

bacterias Gram-positivas causantes de la endocarditis infeccciosa.
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El trans-B-cariofileno es uno de los compuestos mayoritarios presentes en los AE
de la pimienta negra (Piper nigrum) y la marihuana (Cannabis sativa) [114].
Debido a su actividad antiinflamatoria y analgésica, se ha estudiado su uso en
terapias que involucran activadores de receptores nerviosos vinculados con el

tratamiento de inflamaciones y el control del dolor [115].

La variedad de compuestos que exhiben los AE del género Piper, sugiere el uso
de estas especies como alternativa para el control de bacterias y virus. Ademas,
es necesario tener en cuenta que una cantidad considerable de los compuestos
identificados ha sido aprovechada por su potencial antiinflamatorio vy
antinociceptivo, por lo que estos AE se pueden proyectar como punto de partida
para el desarrollo de alternativas naturales para el control del dolor y procesos

terapéuticos de recuperacion.

Es importante resaltar la presencia de compuestos detectados solo en los
cromatogramas en fase apolar. Dentro de estos, se destacan el neo-intermedol y
el fitol, presentes en el AE de P. peltatum; la croweacina en P. marginatum y los
compuestos 0-3-careno y aromadendreno presentes en el AE de P. subflavum.
Estos compuestos constituyen un ejemplo claro de la importancia del analisis de
mezclas complejas usando columnas cromatograficas de diferente polaridad.
Debido a diferentes factores, entre los que se encuentran la similitud en el
momento dipolar con otros metabolitos presentes en los AE y su elevada afinidad
por la fase estacionaria o simplemente por su cantidad relativa, sus sefales
pueden coeluir o ser solapadas por la sefial de ruido, haciéndolas indistinguibles

durante la interpretacion.

En la Tabla 12, se presenta el listado con los metabolitos secundarios mas
frecuentes (cantidad relativa >0,1%), identificados en los AE de las seis especies.
En ella, se describen los usos y algunas de las actividades biolégicas que dan

valor agregado a las plantas analizadas.
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Tabla 12. Compuestos frecuentes identificados en los AE de plantas del género Piper

Estructura Compuesto

PC PE PP PM PD PS

Bioactividad y/o usos

a-Copaeno

a-Humuleno

&
2
S5y
CHO.,%

0-Cadineno

B-Selineno

++

++

+++

++

++

++

+++

Atractante del macho de la mosca Ceratitis capitata
[97-98]. Citotéxico para células cancerosas del tipo
Na2 [99]. Incrementa la capacidad antioxidante de
linfocitos humanos [96].

Posee actividad antinociceptiva, antialergénica y
antiinflamatoria similar a la dexametasona [116, 117].
Citotoxico para células del tipo adenocarcinoma
MCF-7 [118]. Inhibe la proliferacion de bacterias
Mycobacterium tuberculosis [119]

Inhibe la proliferacion de hepatomas [111]. Posee &
propiedades antiinfamatoria [112] y bactericida [113,.

Fraccionamiento guiado por bioensayos, en aceites
esenciales de Schinus molle, indican que posee
actividad bactericidad sobre Streptococcus
pneumoniae [120].

Sesquiterpeno biciclico identificado en los AE de P.
hispidum, P. aleyreanum y P. anonifolium; plantas
gue exhiben propiedades antioxidantes y
antifangicas [121]




Tabla 102. Continuacion

Estructura Compuesto PC PE PP PM PD PS Usos

Atractante para el macho de las especies

y-Muroleno + + + + + Bruchophagus roddi [122] y Lobesia brotana, plaga
gue ataca a los cultivos de uva [123].

Linalol s . . N . Actividad antiinflamatoria [108] y antibacterial
[109]. Usado en la sintesis de vitaminas Ay E,
iononas, farnesol y citronelol [110].
Induce la apoptosis de linfomas y neuroblastomas

Oxido de [102]. Exhibe actividades analgésica, anti-

. L + +++ 44+ + +++ -+ . - -

cariofileno inflamatoria [101] lanicida, acaricida [104] y
antifangica [103]. Seguro para el desarrollo de
productos cosmeéticos [100].
Posee actividades antiinflamatoria y

trans-3- antinociceptiva por enlace con el neuroreceptor

. ++ ++4+ 4+ 4+ +++ . .

Cariofileno CB; [114], también presenta propiedades
antioxidantes, antibacteriales gastroprotectivas,
anxioliticas y anestésicas [115]

—©—< . Exhibe actividades analgésica y antiinflamatoria in
p-Cimeno + + + + +

vivo [124]. Posee propiedades antioxidantes y
capacidad neuroprotectora [125].

PC: P.cumanense, PE: P. eriopodon, PP. P. peltatum, PM: P. marginatum, PD: P. dilatatifolium, PS: Piper subflavum.

Compuesto presente en: cantidad relativa >0,1% (+), >5% (++), >10% (+++).



4.3. ANALISIS DE LAS FRACCIONES VOLATILES DE LOS EXTRACTOS
OBTENIDOS CON FLUIDO SUPERCRITICO.

Es necesario resaltar que el material vegetal, usado para la extraccion SFE, fue
previamente sometido a hidrodestilacion asistida por radiacién de microondas v,
para su posterior extraccion, se llevd a cabo un proceso de secado en horno.
Estos pasos previos disminuyeron la cantidad de metabolitos volatiles en la matriz,
lo que se evidencia en la ausencia de monoterpenos y monoterpenoides en los
extractos analizados. Se detectaron pocos compuestos con pesos moleculares por
debajo de los 200 g/mol; algunos, como el acido acético, son el producto de

procesos de fermentacion bacteriana en las muestras.

Debido a que el CO, usado como fluido supercritico es una molécula apolar, los
metabolitos obtenidos en el extracto SFE son, en su mayoria, apolares o
ligeramente polares. Se presume que, por esta razdn, a pesar de usar una fibra
CAR/PDMS (conocida por su capacidad de adsorber compuestos de diferente
polaridad), no se encontraron compuestos polares, previamente identificados en
los AE. No se detectaron alcoholes a pesar de que, en especies como P.
eriopodon, estos formaron parte de los metabolitos mayoritarios identificados en
los AE.

El uso de la SPME, como técnica extractiva, reune la limpieza, extraccion y
concentracion de los analitos en un solo paso, en el que los analitos son
adsorbidos en la fibra. Asi, los acidos grasos y demas compuestos pesados,
presentes en los extractos, no interfirieron con el andlisis de los metabolitos

volatiles presentes.

Los extractos obtenidos, de las seis especies, presentaron una fraccion volatil con
composicion quimica similar. En estas fracciones, se destaca la abundancia de a-
copaeno (areas relativas entre 18,9 y 46,3%) y trans-B-cariofileno (areas relativas
entre el 6,7 y 33,5%).
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En la fraccion volatil del extracto SFE, obtenida a partir de la especie P.
cumanense, los componentes principales identificados fueron: a-copaeno (21,6%),
trans-B-cariofileno (13,8%), pentadecano (7,4%), y-cadineno (8,6%) y &-cadineno
(6,1%). Se determinaron, en total, 33 compuestos, en su mayoria sesquiterpenos,
y la suma de sus areas relativas corresponde a un 98,0% del area cromatografica
total. El perfil cromatografico y la composicion quimica detallada se muestra en el

Anexo G.

La fraccion volatil del extracto SFE de P. eriopodon, tuvo como componentes
mayoritarios a-copaeno (46,3%), trans-B-cariofileno (14,4%), aromadendreno
(4,5%), allo-aromadendreno (5,2%) y 6xido de cariofileno (4,7%). El area relativa
correspondiente a los monoterpenos y monoterpenos oxigenados pasé de ser un
43,6% en los AE, a solo el 2,5%, en el extracto SFE. El pico correspondiente a la
prelunularina, no se detecté en la fraccién volatil; este hecho puede estar ligado a
la poca solubilidad que presenta este compuesto, que posee dos grupos hidroxilo
en su estructura, con el CO;, usado como solvente de extraccion. La composicion

quimica detallada y su respectivo cromatograma, se encuentran en el Anexo H.

En el extracto SFE de P. peltatum, la fraccidn volatil se compuso, principalmente,
de a-copaeno (22,3%), B-elemeno (4,5%), trans-B-cariofileno (33,5%), a-
humuleno (3,4%), y 6xido de cariofileno (7,1%). Los sesquiterpenos oxigenados
aparecieron con un 7,1% del &rea cromatografica total, mientras que en el AE,
estos representaban un 20,7%. En total, se identificaron 27 picos que
corresponden a un 92,1% del &rea cromatogréfica. En el Anexo |, se muestran la

composicion quimica detallada y el perfil cromatogréafico para esta fraccion volatil.

Los compuestos mayoritarios identificados en la fraccidon volatil de P. marginatum
fueron: a-copaeno (24,5%), trans-B-cariofileno (22,3%), pentadecano (14,9%), y
biciclogermacreno (9,0%). Se detectaron, aunque en menor proporcion, los picos
de cuatro de los fenil propanoides presentes en el AE. No se observaron mono- o

sesquitepernos oxigenados, pertenecientes al grupo de los alcoholes. En total, se
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identificaron 32 compuestos, que representan el 95,8% del area cromatogréafica

total. La tabla con la composicion quimica detallada se presenta en el Anexo J.

Para el extracto SFE de P. dilatatifolium, los compuestos mayoritarios fueron
ciclosativeno (8,8%), a-copaeno (18,9%), trans-B-cariofileno (6,7%), pentadecano
(19,3%) y heptadecano (9,1%). Se identificaron, en total, 28 compuestos, que
corresponden a un 86,7% del area cromatografica total. La cantidad de
hidrocarburos detectados, se puede relacionar con la afinidad del solvente de

extraccion con los compuestos apolares. El cromatograma de la fraccion volatil y
la composicion quimica, se detallan en el Anexo K.

En la fraccion volatil de la especie P. subflavum, se detectaron a-copaeno (33,6%),
trans-B-cariofileno (6,7%), allo-aromadendreno (5,2%), B- selineno (4,2%) y éxido
de cariofileno (5,5%). Este fue el Unico extracto donde se observo una cantidad de
monoterpenos y monoterpenos oxigenados superior al 5% del area cromatogréfica
total. Los pinenos, componentes mayoritarios del AE, se detectaron como picos
minoritarios en la fraccion volatil del extracto SFE. No se detectaron alcoholes
derivados de monoterpenos o sesquiterpenos. Fueron identificados 34 picos en el
perfil cromatografico, que corresponden a un 85.2% del area cromatografica total.
La composicion quimica detallada y el perfil cromatografico se muestran en el

Anexo L.

De manera general, se observd la disminucion en el é&rea relativa de los
compuestos polares, previamente detectados en los AE, y un aumento del area
relativa de los compuestos apolares. Este hecho puede relacionarse con la
afinidad de los compuestos con el fluido supercritico usado para la extraccion.
Otros factores que pueden influir en la deteccion de los compuestos son: la
temperatura alta y el tiempo prolongado de exposicién de la fibora de SPME, que

favorecen la retencién de sesquiterpenos.

Es importante destacar la presencia de compuestos “nuevos” no detectados en los

AE, presentes en las fracciones volatiles de los extractos obtenidos con SFE
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(cantidad relativa >0,5%). Entre ellos se encuentran: a-ylangeno,
ciclopentadecano y a-cadineno en P. cumanense; heptanal, isoledeno, ar-
curcumeno y d-cadineno en P. eriopodon; acido acético, a-muroleno y d-cadineno
en P. peltatum; ciclosativeno, a-amorfeno, y-cadineno y selina-3,7(11)-dieno P.
marginatum; trans-pB-cariofileno, a-humuleno, biciclogermacreno y a-cadineno en
P. dilatatifolium; y cis-calameneno, y-muroleno, ciclosativeno y carvona, en P.

subflavum.

La composicién quimica de la fraccién volatil de los extractos SFE indica la
presencia de compuestos con propiedades antivirales, antibacterianas,
antiinflamatorias y antinociceptivas, previamente identificados en los AE. Las
propiedades farmacoldgicas que exhiben estos compuestos, podrian justificar el
uso de estas especies en la etnomedicina. Ademas, estas propiedades proyectan
a las especies del género Piper, como posibles bases para el desarrollo de

farmacos de origen natural.

4.4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL
METODO ORAC

Para evaluar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales y de los extractos
obtenidos por SFE, se implementé el método ORAC Yy los valores obtenidos,
expresados en (umol Trolox® / g sustancia), se compararon con los obtenidos
para los antioxidantes de referencia BHT (derivado fendlico sintético) y a-tocoferol

(compuesto de origen natural, conocido como vitamina E).

Segun Prior et al. [126], el método ORAC representa el mecanismo de actividad
antioxidante a través de la transferencia de un atomo de hidrégeno, que, es el mas
relevante en la biologia humana. En la Figura 31, se muestra la curva de
calibracién elaborada para el calculo de la actividad antioxidante de los AE vy los

extractos SFE; los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 13.
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Figura 32. Curva de calibracion del Trolox® para el ensayo ORAC.
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Tabla 13. Valores de actividad antioxidante para los aceites esenciales y extractos
SFE, obtenidos por el método ORAC

Valor ORAC

(mmol Trolox®/g de sustancia), (£ s,

Especie evaluada

Aceite Esencial

Extracto SFE

Piper cumanense 2010+68 630x15
Piper eriopodon 74012 449+7
Piper peltatum ND* 400£15
Piper marginatum 1800+130 1255481
Piper dilatatifolium 680155 39019
Piper subflavum 830150 661+13
Sustancias de referencia

BHT 410+15
a-Tocoferol 498+2

*Capacidad antioxidante no determinada por escasez de la muestra
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En la Tabla 13, se observa que todos los AE analizados presentaron una actividad
antioxidante mayor que la de los antioxidantes de referencia, BHT y a-tocoferol. La
especie con el AE gue presentd valor ORAC mas alto fue P. cumanense (2010168
MmolTrolox®/g de sustancia) con una actividad antioxidante aproximadamente
cinco veces mayor que la del a-tocoferol. La actividad antioxidante mas baja, para
los AE, la presentd la especie P. dilatatifolium (680£55 pmolTrolox®/g de
sustancia); aun asi, su valor fue 1.6 veces mayor que el obtenido para el a-
tocoferol. Debido a la escasez de muestra no se pudo determinar el valor ORAC

para el AE de P. peltatum.

En cuanto a los extractos SFE, solo las especies P. dilatatifolium y P. peltatum
presentaron actividad antioxidante por debajo de la reportada para el antioxidante
de referencia BHT (390x9 y 400+15 pmolTrolox®/g de sustancia,
respectivamente). El valor mas alto, se obtuvo para el extracto SFE de P.
marginatum (1255+81 umolTrolox®/g de sustancia); éste fue 2.5 veces mayor que

el obtenido para el a-tocoferol.

En general, se observd que los extractos SFE presentaron una capacidad
antioxidante mas baja que la alcanzada por los AE. Segun la composicion quimica
analizada para cada muestra, los AE poseen una mayor cantidad de moléculas
con grupos hidroxilo que los extractos SFE. En estos grupos, el hidrégeno
enlazado al oxigeno es considerado un hidrégeno labil, ideal para neutralizar los

radicales peroxilo previamente generados.

Al observar la composicion quimica de la fraccion volatil de P. marginatum, no se
encontraron compuestos con grupos hidroxilos a los que se les pudiera el elevado
valor ORAC que exhibi6 la muestra. Sin embargo, se ha demostrado que algunos
monoterpenos y sesquiterpenos poseen actividad antioxidante elevada, adn
actuando bajo el mecanismo TAH. Tal es el caso del trans-B-cariofileno,
compuesto mayoritario en la fraccion volatil de P. marginatum, que, segun Donati
et al. [128], exhibe un valor ORAC (3200£173 pmolTrolox®/g de sustancia)

superior que el de los antioxidantes de referencia.
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La alta actividad antioxidante exhibida por el AE de P. cumanense puede atribuirse
a la abundancia de los alcoholes monoterpénicos que lo componen (37,9% del
area cromatogréfica total). En el AE de P. marginatum, se ha demostrado que, el
espatulenol y trans-B-cariofileno, con abundancias relativas del 5,1 y 15,7%
respectivamente, exhiben actividad antioxidante [128]. Sin embargo, no se puede
descartar que algunos de los componentes minoritarios puedan presentar efectos

aditivos y/o sinérgicos que contribuyan a la actividad antioxidante del AE total.

Tanto los extractos SFE, como los AE de las especies analizadas, exhibieron
propiedades antioxidantes equiparables y en muchos casos, superiores a las de
los antioxidantes comunes BHT y a-tocoferol. Segun los resultados obtenidos, las
plantas del género Piper estudiadas se caracterizaron por poseer actividades
antioxidantes elevadas. Estos resultados sugieren el uso de AE y extractos SFE
obtenidos a partir de estas plantas, como alternativa natural para prevenir el

deterioro oxidativo de otras matrices.
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5. CONCLUSIONES

Durante la expedicion botanica realizada en las provincias de Soto, Vélez y
Guanenta del departamento de Santanter-Colombia, se recolectaron 27 especies
vegetales; de estas, seis fueron identificadas como pertenecientes al género Piper
(P. cumanense, P. eriopodon, P. marginatum, P. peltatum, P. dilatatifolium y P.
subflavum var. espejuelanum). Sus partes aéreas fueron utilizadas para la
obtencion de AE por MWDH y extractos por SFE; se obtuvieron rendimientos que
variaron entre el 0,03 y 0,33% para los AE y entre 0,14 y 1,36% para los extractos
SFE. La especie con el rendimiento de AE mas alto fue P. marginatum (0,33%),
mientras el rendimiento mas alto para la SFE se alcanz6 con la especie P.

cumanense (1,36%).

Se estudié por primera vez la composicidon quimica de los AE de P. cumanense, y
de P. subflavum var. espejuelanum. EI AE P. cumanense, se caracterizd por la
abundancia de monoterpenos oxigenados, principalmente, alcoholes, de los
cuales el linalol fue el compuesto mayoritario (37,2%). Por otra parte, el AE de P.
subflavum, se compuso, principalmente, de: trans-pcariofileno (15,9%), a-pineno

(18,9%), y B-pineno (13,2%).

Las composiciones quimicas de los AE y de las fracciones volatiles de los
extractos obtenidos por SFE, se determinaron usando un cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masas. En general, los AE analizados
presentaron una cantidad representativa de sesquiterpenos (10,1-66,8%);
especialmente los AE de P. peltatum (66,8%) y P. marginatum (50,5%). También,
se resalta la presencia de los fenilpropanoides presentes en el AE de P.
marginatum (19,8%), de sesquiterpenos oxigenados en P. dilatatifolium (52,4%) y

de monoterpenos oxigenados en P. cumanense (44,2%).

En las fracciones volatiles, monitoreadas usando HS-SPME, se identificaron,

mayoritariamente, sesquiterpenos. En su composicién quimica, no se encontraron
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metabolitos polares, hecho relacionado con el uso del CO; en estado supercritico

como solvente de extraccion.

Los resultados del ensayo ORAC demostraron que los AE de las especies
estudiadas poseen actividad antioxidante mayor que la exhibida por las sustancias
de referencia, BHT y a-tocoferol. Entre ellas, se resalta la actividad antioxidante de
los AE de las especies P. cumanense (2010+68 pymolTrolox®/g de sustancia) y P.
marginatum (1800+130 umolTrolox®/g de sustancia). En cuanto a los extractos
SFE, el valor mas alto, lo exhibi6 la especie P. marginatum (1255+81

pMmolTrolox®/g de sustancia).

Se observd que muchas de las moléculas frecuentes, identificadas en los AE
analizados, poseen actividades antiinflamatorias, antivirales antibacteriales vy
anestésicas, comprobadas por otros estudios, relacionadas con el uso tradicional
que se ha dado a estas especies. Estos resultados, sugieren el estudio de las
especies del género Piper como punto de apoyo para el desarrollo de tratamientos

médicos alternativos.
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6. RECOMENDACIONES

Al exhibir una capacidad antioxidante significativamente superior a la determinada
para las sustancias de referencia, los AE podrian ser usados para la proteccion de
diversas matrices. Sin embargo, esta aplicacion requiere el desarrollo de pruebas

de citotoxicidad que respalden su uso en productos de consumo.

El ensayo ORAC permite estimar la actividad antioxidante de las muestras por el
mecanismo de transferencia de atomo de hidrogeno. Sin embargo, para conocer la
proteccion antirradicalaria total que exhiben estas especies, es necesario aplicar
ensayos enfocados en otros mecanismos de accion como el de transferencia de
electron, por lo que se sugiere evaluar la capacidad antioxidante de las muestras a
través de ensayos como el de peroxidacion lipidica y ABTS.

Es necesario ampliar el andlisis realizado a los extractos SFE con el fin de conocer

la fraccion no volatil que los compone.
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ANEXOS



COMPOSICION QUIMICA DE ACEITES ESENCIALES

Anexo A. Composicién quimica del AE de Piper cumanense Kunth

Indice de retencidn lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
EXp. Lit. EXp. Lit. %
a-Pineno 937 9391 1024  1025%#! 09 HM
Canfeno 954 9541 1068 1068 0,3 HM
B-Pineno 982 979! 1111 1110"* 05 HM
a-Terpineno 1020 1017 ND ND 06 HM
p-Cimeno 1028  1024™° 1275 1270"*) 1,9 HM
Limoneno 1033 1029™° 1203 1198 06 HM
y-Terpineno 1062 1059 1212 12451 1,8 HM
Terpinoleno 1089  1088™” 1251  12821**) 0,7 HM
Linalol 1101 1096™° 1550 15531 37,2 MO
Alcanfor 1156  1146™° 1533 15281 1,7 MO
a-Terpineol 1201  1190"* 1706 16941 0,7 MO
Piperitona 1262  12541% 1741  1730"# 46 MO
Ciclosativeno 1384 13711 1496  1483"'*) 09 HS
a-Copaeno 1388 13877 1505 14911 54 HS
a-Santaleno 1429 142219 ND ND 02 HS
trans-B-Cariofileno 1436 1436!"° 1613 16061 88 HS
trans-a-Bergamoteno 1442 143419 1596 1576!**% 0,7 HS
Aromadendreno 1454 1464 1623 16201 03 HS
a-Humuleno 1472 14720 1686 1674 1,0 HS
allo-Aromadendreno 1476 1478 1661 1649 08 HS
y-Muroleno 1487 1479 1703 16901 05 HS
Germacreno D 1495 1500132 1727 1713* 1,0 HS
Pentadecano 1501  1500"° 1500 1500 1,1 H
epi-Zoraneno 1507 1501 ND ND 06 HS
a-Muroleno 1510 15043 1734 1723 1,0 HS
y-Cadineno 1527 1517134 1771 1763 1,7 HS
d-Cadineno 1530  1523" 1767  1756'*) 26 HS
cis-Calameneno 1535 152910 1847 1835'*) 03 HS
trans-Nerolidol 1566  1563" 2045 2036!**°) 58 SO
Oxido de cariofileno 1601  1600™ 1999 2005 36 SO
Dilapiol 1628 1620 2372 2346 39 SO
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Continuacion Anexo

indice de retencién lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX (r)elatlva, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
epi-1-Cubenol 1644 16477 2080 2088!** 07 SO

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno, SO
Sesquiterpeno oxigenado, H Hidrocarburo
ND. Compuesto no detectado

Anexo B. Composicion quimica del AE de Piper eriopodon (Miq.) C. DC.

Indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
EXp. Lit. EXp. Lit. %
Heptanal 901  901™° 1187 11851 0,3 O
a-Pineno 936  9391'° 1024 1025 18,6  HM
Canfeno 954 95410 1068 1068 0,3 HM
B-Pineno 982 979" 1112 1110"%) 16,1  HM
Mirceno 990  990!° 1165 11611 0,2 HM
5-3-Careno 1012 1011™¢ 1152 11477 1,0 HM
p-Cimeno 1028 1024 1275 1270"# 1,1 HM
Limoneno 1033 1029 1203  1198** 1,0 HM
Linalol 1100  1096™° 1550 155313 08 MO
Oxido de a-pineno 1106 109779 ND ND 04 MO
trans-Pinocarveol 1149 113979 1667  1660"*) 0,7 MO
Pinocarvona 1170 1164 ND ND 05 MO
Mirtenal 1204  1195™° 1643 16321 08 MO
Acetato de bornilo 1291 1288 ND ND 08 MO
Acetato de mirtenilo 1329  1326™° 1700 16921 1,1 MO
a-Copaeno 1387 1387 1505 14911 55 HS
trans-B-Cariofileno 1435 14367 1613 1606 11,6 HS
trans-a-Bergamoteno 1442 143419 1593  1576!** 05 HS
Aromadendreno 1454 14642 1623  1620"*) 09 HS
a-Humuleno 1472 1472*%0 1686 1674 1,1 HS
allo-Aromadendreno 1476 1478 1661  1649'* 1,4 HS
y-Muroleno 1487 1479 ND ND 02 HS
B-Selineno 1505 150937 1734 17447 1,5 HS
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Continuacion. Anexo B

indice de retencion lineal Cantidad

Compuesto DB-BMS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
a-Muroleno 1509 1504 1734 1714 1,3 HS
a-Selineno 1510 151712 ND ND 02 HS
d-Cadineno 1529 1523 1766  1756'* 0,7 HS
a-Calacoreno 1556 1548 1928 19211*%* 02 HS
trans-Nerolidol 1566 1563 2044  2036M*°) 02 SO
Espatulenol 1593 1588 2137 21271 1,7 SO
Oxido de cariofileno 1600 16003 1999 2005 108 SO
Viridiflorol 1603 1612%*! 2090 20901**°) 1,7 SO
C14H2,0, V°'° 1629 1,1 SO
C14H200, V°'° 1667 1,1 SO
CisH,,0 MO 1836 1,1 SO
Prelunularina 1962 NR 3540 NR 11,4 O
HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno, SO
Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias
ND. Compuesto no detectado
NO IP Compuesto no identificado
NR. Indice de retencién lineal no reportado en la literatura
Anexo C. Composicion quimica del AE de Piper peltatum
Indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
a-Pineno 936 93917 ND ND 01 HM
p-Cimeno 1028  1024"9 1275 1270 0,7 HM
a-Cubebeno 1356 13489 1468 1460 04 HS
Ciclosativeno 1383 137119 1496  1483"* 09 HS
a-Copaeno 1388 13877 1505 14911 88 HS
B-Elemeno 1398 13901 1601 15911 57 HS
trans-B-Cariofileno 1437 14367 1613 1606 28,6 HS
B-Copaeno 1444 14467 ND ND 04 HS
Geranil acetona 1451 145519 1862 1854"* 1,2 HS
a-Humuleno 1471 14720 1686 1674* 30 HS
y-Muroleno 1486 1479 1702 169012 08 HS
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Continuacion. Anexo C

indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
Germacreno D 1496 150012 1723 1713* 134 HS
B-Selineno 1504 1509137 1737 17440 05 HS
Cubebol 1508 151519 1953 19421 20 SO
a-Selineno 1510 1517133 1737 1725"# 07 HS
5-Cadineno 1528 152319 1767 1756"* 1,3 HS
cis-Calameneno 1534 15299 1846 1835"* 16 HS
trans-Nerolidol 1565 15637 2045 2036 07 SO
Espatulenol 1593 158837 2136 21271 32 SO
Oxido de cariofileno 1601  1600™ 1999 2005 110 SO
Cy4H,,0 NP 1625 08 SO
CisH0 NP 1628 29 SO
epi-1-Cubenol 1643 1647 2079 2088!** 08 SO
Neointermedol 1676 1666 ND ND 1,3 SO
Cadaleno 1687 1688 2236 22331 04 HS
Hexahidrofarnesilacetona 1843 1844 2130 21241 1,0 o
Fitol 2111 21161 ND ND 0,8 0
HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias
ND. Compuesto no detectado
NO ID Compuesto no identificado
Anexo D. Composicion quimica del AE de Piper marginatum
Indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
a-Pineno 937 9391 1024 1025 22 HM
Sabineno 976 9751 1124 11221 0,2 HM
B-Pineno 982 979" 1111 1110"%) 22 HM
Mirceno 990  990"*° 1165 11611 0,3 HM
a-Terpineno 1020 1017 1183 1177"# 21 HM
p-Cimeno 1028  1024™9 1275 12701 1,2  HM
Limoneno 1033 1029 1203 1198 0,2 HM
y-Terpineno 1061 10597 1251 1245 47 HM
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Continuacion. Anexo D

indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX (r)elativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. &

Terpinoleno 1089  1088"" 1289 12821'*) 26 HM
Linalol 1100  1096™° 1550 15531 1,2 MO
a-Copaeno 1387 13877 1505 14911 74 HS
B-Bourboneno 1396 13961 1533  1523!'#! 05 HS
trans-B-Cariofileno 1436 1436 1613 1606/ 157 HS
Aromadendreno 1454 1464 1623 16201 01 HS
Croweacina 1464 14591 ND ND 0,8 o
a-Humuleno 1471 14720 1686 1674 1,4 HS
y-Muroleno 1486 14799 ND ND 01 HS
Germacreno D 1495 1500132 1723  1713* 1,3 HS
Pentadecano 1501  1500"° 1500 1500 0,5 H
B-Selineno 1504 150937 1734 17440 04 HS
Biciclogermacreno 1510 1510"37 1746 17507 226 HS
5-Cadineno 1529 1523 1766  1756'* 0,7 HS
Espatulenol 1593 1588 2137 21271 51 SO
Oxido de cariofileno 1600 1600™% 1999 2005/ 27 SO
cis-Asarona 1612 1617 2342 2318 1,2 0
Metoxi-4,5-

metilendioxil- 1617 1627 2365 NR 4,1 o
propiofenona*

CisH,0 NP 1649 08 SO
Exalatacina 1658 1656 2428 NR 1,0 0
trans-Asarona 1675 1676 2457  24451*%) 0,9 0
2-Metoxi-4,5-

metilendioxil- 1708  1713®9 2365 NR 11,7 0
propiofenona

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno Oxigenado, H Hidrocarburo, O Otras familias
ND Compuesto no detectado

NO ID Compuesto no identificado

NR indice de retencion lineal no reportado en la literatura

*Isémero no especificado
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Anexo E. Tabla de composicion del AE de Piper dilatatifolium

Indice de retencién lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp.  Lit. Exp.  Lit. %

Linalol 1101  1096"? 1550 15537 1,1 MO
Mirtenal 1204 11959 1643 16310 05 MO
a-Cubebeno 1357 1348 1468 14601 06 HS
Ciclosativeno 1384 13719 1497 14831 1,9 HS
a-Copaeno 1388 1387"% 1505 14910 22 HS
B-Elemeno 1399  1390"% 1601 15910 1,3 HS
cis-a-Bergamoteno 1422 1415 1579 15601 09 HS
trans-Murola-3,5-dieno 1451  1453*% 1627 NR 0,7 HS
a-Amorfeno 1474 1482 1668 1693 08 HS
y-Muroleno 1488  1479"% 1710 16901 1,9 HS
Pentadecano 1501  1500*° 1500 1500 05 HS
B-Selineno 1504 1509 1734 1744 05 HS
Cubebol 1509 15159 1939 194211% 1,7 SO
10-epi-Cubebol 1530 1535"% 1953 NR 32 SO
Elemol 1561  1548™% 2089 2079 28 SO
CisH0 NP 1569 1,7 SO
C14Hz00, V°'P 1580 09 SO
ihS(;Epox'Sa'V'aM(M)' 1586 NR 1939 NR 05 SO
Palustrol 1589 15814 1944 19301 0,7 SO
Espatulenol 1595 158871 2137 21270 244 SO
Oxido de cariofileno 1602 1600™*° 2000 2005™*” 134 SO
Mezcla compuestos "°'° 1624 1,7

Epodxido de humuleno I 1630 1629 2057 20471 29 SO
CisH,0 NP 1639 1,0 SO
C1sH,0 M°'P 1644 2269 74 SO
Mustakona 1674  1677"% 2293 NR 1,0 SO
CisH0 NP 1681 1,0 SO
CisH,0 NP 1693 2279 28 SO
C14H,0 NP 1698 2288 13,7 O
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Continuacion. Anexo E

indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-BMS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
Heptadecano 1701 1700 1700 1700 1,7 H

MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno, SO Sesquiterpeno oxigenado
H Hidrocarburo, O Otras familias

ND Compuesto no detectado

NO ID Compuesto no identificado

NR indice de retencion lineal no reportado en la literatura

Anexo F. Composicion quimica del AE de Piper subflavum var. espejuelanum

Indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
Heptanal 901 902t 1187 1185"# 05 OT
a-Pineno 937 9391 1024  1025* 189 HM
B-Pineno 982 9791 1111 1110"# 13,2  HM
5-3-Careno 1011 10117 ND ND 08 HM
p-Cimeno 1027 1024 1275 1270 0,7 HM
Limoneno 1032 1029"° 1200 1198"*! 05 HM
Linalol 1100  1096™° 1550 1553 08 MO
cis-Pinocanfona 1183 1172 ND ND 06 MO
Mirtenol 1202  1195™° ND ND 05 MO
Acetato de bornilo 1289 1288 ND ND 05 MO
Acetato de mirtenilo 1327 1326 1701  16921**! 0,8 MO
a-Ylangeno 1381 137519 1500 1484** 06 HS
a-Copaeno 1386 13877 1505 14911 92 HS
trans-B-Cariofileno 1435 1436" 1612  1606!"" 159 HS
trans-a-Bergamoteno 1440 1434 1595 1576 1,1 HS
B-Copaeno 1442 14467 ND ND 06 HS
Aromadendreno 1452 1464 ND ND 09 HS
a-Humuleno 1470 1472 1686 1674 1,5 HS
allo-Aromadendreno 1474 1478 1661  16491*) 16 HS
B-Selineno 1502 150937 1734 17447 1,9 HS
a-Muroleno 1507 15043 1739 1714 1,9 HS
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Continuacion. Anexo F

Indice de retencion lineal Cantidad
Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
EXp. Lit. EXp. Lit. %
y-Cadineno 1524 1517134 1779 1763 06 HS
&-Cadineno 1527 1523 1774 1756 1,2 HS
a-Calacoreno 1553 1548 1935 19211 05 HS
Espatulenol 1592 1588"" 2137 21271 26 SO
Oxido de cariofileno 1599 160013 1999 2005 105 SO
CisH0 NP 1627 09 SO
15-Copaenol 1663 1,1 SO
Cadaleno 1686 1688 2247 22331 1,1 HS
C16H150 1908 1,5 O
Prelunularina 1960 NR 3540 NR 5,7 @]

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias

ND Compuesto no detectado

NO ID Compuesto no identificado

NR indice de retencion lineal no reportado en la literatura
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COMPOSICION QUiI\/JICA Y PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LAS
FRACCIONES VOLATILES DE EXTRACTOS OBTENIDOS POR SFE

Anexo G. Tabla composicién quimica y perfil cromatogréafico de la fraccion volatil
del extracto SFE de P. cumanense

Indice de retencion lineal Cantida
II:iOCO Compuesto DBSNS - DB AR ; (rjelativa, e
Exp. Lit. Exp. Lit. %
1 a-Pineno 936  939"% 1025 1025"* 05 MO
2 Benzaldehido 964  960"% 1530 1518 0,3 o
3 B-Pineno 981 979" ND ND 01 MO
4 6-Metil-5-hepten(2)ona 983  985"% 1339 1336!'* 0,2 0
5 p-Cimeno 1027 10249 1274 12701 03 MO
6 Piperitona 1261 125217 ND ND 04 MO
7 Piperonal 1346 1332197 2253 22441 0,4 o}
8 a-Cubebeno 1356  1348™% 1470 1460 03 HS
9 a-Ylangeno 1384 13759 1500 14841 54 HS
10  a-Copaeno 1392 138729 1512 14911 21,6 HS
11  a-Gurjuneno 1421 1413™% ND ND 01 HS
12  o-Santaleno 1432 142219 1584 15831 08 HS
13  trans-B-Cariofileno 1439 1436?1618 1606™” 13,8 HS
14  trans-a-Bergamoteno 1443  1434"% 1506 15761 26 HS
15  Aromadendreno 1455 14643 1627 16201 1,9 HS
16  a-Humuleno 1472 14727 1688 1674 1,6 HS
17  allo-Aromadendreno 1477 1478 1666 16491 33 HS
18  Ciclopentadecano 1484 1488 1526 15221 1,3 H
19  y-Muroleno 1487  1479"% 1705 16901 28 HS
20  Germacreno D 1495 1500132 ND ND 06 HS
21  Pentadecano 1505  1500*% 1507 1500 7.4 H
22  Epizoraneno 1508  1501*% 1726 NR 1,5 HS
23 a-Muroleno 1510 15043 1739  17141# 32 HS
24  B-Bisaboleno 1516 1508™* ND ND 03 HS
25  y-Cadineno 1529 151734 1779 1763 86 HS
26 &-Cadineno 1532  1523*% 1774 17561 6,1 HS
27  cis-Calameneno 1536  1529"% 1850 1835 30 HS
28  a-Cadineno 1550 155117 ND ND 0,7 HS
29  B-Calacoreno 1556  1565"% 1935 1940 04 HS
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30 Oxido de cariofileno
31 Dilapiol

32  Cadaleno

33  Heptadecano

1602
1627
1687
1699

160012
1620!*°)
1688!"%
17000

2013
2372
2247
1701

20053
234612
2233012

1700

4,9
2,8
0,1
0,7

SO
SO
HS

MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno oxigenado, H Hidrocarburo

ND Compuesto no detectado

Perfil cromatografico de la fraccién volatil de P. cumanense. Columna DB-5MS (60
m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos oxigenados
(MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO).

25
Tiempo (min)

30
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Anexo H. Tabla composicion quimica y perfil cromatogréafico de la fraccién volatil

del extracto SFE de P. eriopodon

Indice de retencion lineal Cantida
';':CO Compuesto DB-5MS . DB-WAX . (rjelativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %

1 Heptanal 901 901" 1184 1185"* 0,2 O
2 a-Pineno 936  939"% 1022 1025 06 HM
3 Heptanol 971  966M"% 1453 1448 0,7 o}
4 B-Pineno 981  979"% 1107 1110"* 02 HM
5 p-Cimeno 1027  1024"% 1273 12700 02 HM
6 trans-2-Nonen-1-al 1162  1161*% 1539 15361 01 O

7 Timol 1294  1290"% 2179 2164 1,0 MO
8 Carvacrol 1304  1299"% 2211 22100% 05 MO
9 a-Cubebeno 1355  1348™% 1470 1460 06 HS
10  Isoledeno 1382 1376 1625 1604™ 09 HS
11  a-Copaeno 1392 138729 1515 14910 46,3 HS
12 a-Gurjuneno 1420 1413™*% ND ND 02 HS
13 trans-B-Cariofileno 1438 1436%% 1622 1606 14,4 HS
14  trans-a-Bergamoteno 1443  1434"% 1599 15761 24 HS
15  Aromadendreno 1455 14643 1632 16201 45 HS
16  a-Humuleno 1471 14727 1691 16740 1,0 HS
17  allo-Aromadendreno 1477 1478 1670 16491 51 HS
18  y-Muroleno 1486  1479"% 1705 1690™* 09 HS
19  ar-Curcumeno 1488  1480"° 1782 1773 0,7 HS
20  Pentadecano 1501  1500*° 1503 1500 04 HS
21  B-Selineno 1505 15097 1743 17440 30 HS
22 a-Muroleno 1509 15043 1740 1714"% 24 HS
23  B-Bisaboleno 1515 1508"'* 1737 17271** 04 HS
24  y-Cadineno 1526 15174 1778 17631 05 HS
25  ®-Cadineno 1529  1523"% 1772 17561 06 HS
26  cis-Calameneno 1534  1529"% 1850 18351 20 HS
27  a-Calacoreno 1556 1548 ND ND 02 HS
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28  Oxido de cariofileno 1602 1600™% 2013 200517 47 SO
29  Cadaleno 1688 1688™%% 2244 22331'% 05 HS

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias
ND Compuesto no detectado

Perfil cromatografico de la fraccion volatil de P. eriopodon. Columna DB-5MS (60
m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos oxigenados
(MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO).

MO a HS S0

13

17
15 28

21

7
N

30 35 40 45 45
Tiempo (min]

8
1
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Anexo |. Tabla composicion quimica y perfil cromatogréafico de la fraccién volatil

del extracto SFE de P. peltatum

Indice de retencion lineal Cantid
';':CO Compuesto DB-5MS DB-WAX ?glativa Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
1 Acido acético 601 NR 1440 14341 4,1 o
2 Benzaldehido 964 960" 1528  1518!** 0,2 o
3 6-Metil-2-hepten-2-ona 983 985 1339  1336!"*) 0,4 0
4 p-Cimeno 1027  1024™9 1272 1270 02 HM
5 a-Cubebeno 1356 1348 1469  14601** 1,5 HS
7 a-Copaeno 1390 13877 1511  14911*%) 223 HS
8 B-Elemeno 1398 13901 1603 15911 45 HS
9 trans-B-Cariofileno 1439 14367 1620  1606!**" 335 HS
10  B-Copaeno 1444 1446 ND ND 1,0 HS
12 Geranil acetona 1451 14550 1859  1854"'%] 1,6 SO
13 trans-B-Farneseno 1456 1456 ND ND 04 HS
14  a-Humuleno 1471 14720 1688 16741 34 HS
15  allo-Aromadendreno 1476  1478* ND ND 05 HS
16  y-Muroleno 1486 1479 1702  1690!** 1,6 HS
17  Germacreno D 1494  1500"%2 1727  1713"% 1,6 HS
18  Pentadecano 1500  1500™° 1500 1500 0,2 0
19  B-Selineno 1504 15093 1740  17441%%0 1,4 HS
20  a-Muroleno 1508 1504 ND ND 1,1 HS
21 a-Selineno 1510 15173 1743 1725 1,7 HS
22  y-Cadineno 1525 151713 1776  17631** 05 HS
23 &-Cadineno 1528 1523 1770  1756!** 0,7 HS
24  cis-Calameneno 1533 15290 1849  1835!'*) 21 HS
25  Oxido de cariofileno 1601  1600™% 2013 2005™7 71 SO
26  Cadaleno 1687 16881 2245 2233 02 HS
27  Fitona 1842 184514 2132 2124"# 0,3 o}

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,

SO Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias

ND Compuesto no detectado
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Perfil cromatogréfico de la fraccion volatil de P. peltatum. Columna DB-5MS (60
m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos oxigenados
(MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO).

S0

25 30 50
Tiempo (min)
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Anexo J. Tabla composicién quimica y perfil cromatogréafico de la fraccion volatil
del extracto SFE de P. marginatum

. Indice de retencion lineal Cantidad
gico Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %

1 Benzaldehido 964  960"% 1529 1518 0,1 o}
2 p-Cimeno 1027  1024"% 1274 1270**°) 01 HM
3 Tridecano 1300  1300"° ND ND 0,1 o}
4 d-Elemeno 1341 1338"% 1480 14691**) 06 HS
5 a-Cubebeno 1356 13489 ND ND 01 HS
6 Ciclosativeno 1383 13719 1495 14831**°) 1,0 HS

7 a-Copaeno 1391 138739 1511 1491 245 HS
8 B-Bourboneno 1398 1396?1534 1523!*# 20 HS
9 a-Gurjuneno 1421  1413"°9 1545 15291*%°) 02 HS
10  trans-B-Cariofileno 1439 1436 1618 1606!**" 223 HS
11  B-Copaeno 1444 14467 ND ND 03 HS
12 Aromadendreno 1454 14647 1626 1620 08 HS
13 a-Humuleno 1471 147237 1688 16741 22 HS
14  allo-Aromadendreno 1476 1478 1665 16491** 04 HS
15  y-Muroleno 1486  1479"% 1703 1690 1,2 HS
16  a-Amorfeno 1490  1482"% 1690 16931**) 07 HS
17  Germacreno D 1495 150014 1727 1713"% 06 HS
18  8-Selineno 1498 149217 ND ND 05 HS
19  Pentadecano 1504 1500 1507 1500 149 HS
20  Biciclogermacreno 1512 1510 1753 17501 90 HS
21  y-Cadineno 1526 15173 1777 1763'¥) 0,7 HS
22  &-Cadineno 1529  1523"% 1771 1756!**° 20 HS
23 cis-Calameneno 1534 152919 ND ND 02 HS
24  a-Calacoreno 1555 1548™%¢ 1934 19211*%) 02 HS
25  Selina-3,7(11)dieno 1558  1546"% 1800 17831**) 1,2 HS
26 Oxido de cariofileno 1600 1600 2012 20051 1,8 SO
27  cis-Asarona 1611  1617"% 2342 2318!**) 1,0 SO
o8 Methi-4,5-meti|endioxi|- 1617 162759 ND ND 2.4 o

propiofenona*

29  Exalatacina 1655 1656 2425 NR 02 SO
30 trans-Asarona 1673  1676"% 2455 24451*%) 03 SO
31  Heptadecano 1700  1700"% 1700 1700 1,0 0
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2-Metoxi-4,5-metilendioxil-

oropiofenona 1707 171359 2517 NR 3,2 )

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias

ND Compuesto no detectado

NR indice de retencion lineal no reportado

*Isémero no especificado

Perfil cromatografico de la fraccion volatil de P. marginatum. Columna DB-5MS (60
m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos oxigenados
(MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO).

HM MO 7 0 s 50

19

20

28
22

Tempa (min)
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Anexo K. Tabla composicion quimica y perfil cromatogréafico de la fraccién volatil
del extracto SFE de P. dilatatifolium

. Indice de retencion lineal Cantidad
gico Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %
1 Benzaldehido 964  960"% 1529 1518 0,3 o}
2 Dodecano 1199 1200 1201 1200 0,3 o
3 Tridecano 1300  1300"°% 1302 1300 0,5 0
4 d-Elemeno 1343  1338"% 1481 1469!'* 03 HS
5 a-Cubebeno 1356 1348"% 1470 1460'* 28 HS
6 Ciclosativeno 1384 13719 1502  14831**°) 88 HS
7 a-Copaeno 1390 138739 1512 14911 189 HS
8 B-Bourboneno 1396™% 1535 15231 HS
1398 3,2
9 B-Elemeno 1390"%* 1601 1591M* HS
10  Tetradecano 1401  1400"° 1404 1400 0,5 0
11 CysHp"° P 1407 09 HS
12  cis-a-Bergamoteno 1422 1415 1578 15601**) 31 HS
13  o-Santaleno 1429 14221 1584 1583!'*) 04 HS
14  trans-B-Cariofileno 1436 1436 1617 16061 6,7 HS
15  trans-a-Bergamoteno 1442  1434"% 1595 1576!'*) 06 HS
16  trans-Murola-3,5-dieno 1450 1453 ND ND 1,8 HS
17  a-Humuleno 1471 14727 1688 16741 08 HS
18  a-Amorfeno 1474 148217 ND ND 1,2 HS
19  allo-Aromadendreno 1476 1478 1666 1649!'* 04 HS
20  y-Muroleno 1487  1479"% 1703 1690!'**! 26 HS
21  Germacreno D 1494 150072 1727 1713"*% 06 HS
22  Pentadecano 1504  1500"° 1508 1500 19,3 0
23 Biciclogermacreno 1509 1510 1753 17501 1,6 HS
24  B-Bisaboleno 1514 1508"*! ND ND 03 HS
25  &-Cadineno 1529  1523"% 1771 1756!** 08 HS
26  cis-Calameneno 1534  1529"% 1849 1835!'*) 02 HS
27  Selina-3,7(11)dieno 1552  1546"% 1800 17831**) 02 HS
28  Oxido de cariofileno 1600 1600™% 2012 2005!** 35 SO
29 cis-Asarona 1611 1617 ND ND 04 SO
30  Mustakona 1673  1677"% 2293 NR 05 SO
31  CysHpO NP 1691 1,0 SO
32  CyHx0 MNP 1696 3,4 o
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33  Heptadecano 1701 1700 1703 1700 9,1 O

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias

ND Compuesto no detectado

NR indice de retencion lineal no reportado

Perfil cromatografico de la fraccidon volatil de P. dilatatifolium. Columna DB-5MS
(60 m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM), monoterpenos
oxigenados (MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados (SO).

MO 7 22| Hs le]
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Anexo L. Tabla composicion quimica y perfil cromatografico de la fraccion volatil
del extracto SFE de P. subflavum var. espejuelanum.

. Indice de retencion lineal Cantidad
gico Compuesto DB-5MS DB-WAX relativa, Tipo
Exp. Lit. Exp. Lit. %

1 Heptanal 900  901"” 1185 1185"* 0,3 o}
2 a-Pineno 935  939"% 1025 1025"*) 04 HM
3 B-Pineno 981  979"% 1106 1110"* 02 HM
4 Mirceno 989 990" 1161 11611* 02 HM
5 p-Cimeno 1027 10249 1273 1270 1,3 HM
6 Limoneno 1032 1029"% 1200 11981**) 1,7 HM

7 y-Terpineno 1061 10597 1248 1245!'* 04 HM
9 Carvona 1250 1243"% 1749 17341**°) 08 MO
10  a-Cubebeno 1356 1348"% 1470 14601**° 05 HS
11  Ciclosativeno 1383 13719 1500 14831**°) 1,6 HS
12 a-Copaeno 1391 1387"%% 1513 14919 336 HS
13 a-Gurjuneno 1420 1413™° 1546 15291*%) 01 HS
14  o-Santaleno 1430 1422"* 1583 1583!'*) 04 HS
15  trans-B-Cariofileno 1438 1436 1617 1606!**) 6,7 HS
16  trans-a-Bergamoteno 1442  1434"% 1596 1576!'*) 28 HS
17  B-Copaeno 1444 14467 ND ND 1,2 HS
18  Aromadendreno 1455 14649 1627 16201**°) 36 HS
19  a-Humuleno 1471 14729 1688 1674 1** 21 HS
20  allo-Aromadendreno 1476 1478 1666 1649!'* 52 HS
21  Ciclopentadecano 1483 1488 ND ND 0,4 H
22 y-Muroleno 1485  1479"% 1703  1690*" 1,4 HS
23 ar-Curcumeno 1488  1480"% 1781 17731** 06 HS
24  Pentadecano 1500  1500"° 1503 1500 1,4 O
25  B-Selineno 1504 150937 1741 17441*% 42 HS
26  a-Muroleno 1509 15043 1739  17141*%°) 25 HS
27  a-Selineno 1510 15173 1744 1725 06 HS
28  B-Bisaboleno 1514 1508"* 1736 1727'*) 05 HS
29  y-Cadineno 1526 15173 1777 1763 1,5 HS
30 &-Cadineno 1529  1523*% 1771  1756!**) 1,1 HS
31 cis-Calameneno 1533  1529"% 1849 1835!** 1,2 HS
32  a-Calacoreno 1554 1548"%° 1934 19211 05 HS
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33  Oxido de Cariofileno 1600 16002% 2013 2005!*° 55 SO
34  Cadaleno 1686  1688"% 2246 2233!' 04 HS
35  Heptadecano 1700  1700"% 1700 1700 0,3 H

HM Monoterpeno, MO Monoterpeno oxigenado, HS Sesquiterpeno,
SO Sesquiterpeno oxigenado, O Otras familias
ND Compuesto no detectado

Perfil cromatografico de la fraccion volatil de P. subflavum var. espejuelanum.
Columna DB-5MS (60 m). Split 1:30. MSD (EI 70 eV). Monoterpenos (HM),
monoterpenos oxigenados (MO), sesquiterpenos (HS), sesquiterpenos oxigenados
(SO).
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