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LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

a ARO(S).

AE(s) Aceite(s) esencial(es).

BHA Butyated Hydroxyanisol [2-(ter-Butil)-4-metoxifenol].
°C Grado(s) Celsius.

CENIVAM Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de
Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales.
CIBIMOL  Centro de Investigacién en Biomoléculas.

Circa (ca.) Aproximadamente.

CIPC Isopropil-3-clorofenilcarbamato.

cm Centimetro(s).

CNS Sistema nervioso central.

d Dia(s).

d.i. Diametro interno.

d.e. Diametro externo.

ds Espesor de la fase estacionaria.

DMAPP Difosfato de dimetilalilo.

et al. otros (y colaboradores).

e.g. Por ejemplo.

El Electrén Impact (Impacto de electrones)

EE.UU. Estados Unidos de América.

eV Electrén voltio.

f.e. Fase estacionaria.

FID Flame lonization Detector (Detector de ionizacién en llama).
g Gramo(s).

GC Gas Chromatography (Cromatografia de gases, Cromatografo de

gases, segun el contexto).
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GC-MS Gas Chromatography-Mass Spectrometry (Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas o cromatografo de gases

acoplado a espectrometro de masas, segun el contexto).

h Hora(s).
HD Hydrodistillation (Hidrodestilacion).
HS Headspace (Espacio de cabeza).

HS-SPME Headspace Solid-Phase Microextraction (Microextraccion en fase

soélida en modo headspace).

HPLC High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de
alta resolucion).

le. Es decir, o sea.

I indices de retencion de Kovats.

IL Intensidad luminica.

INVIMA Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos.

istd Internal Standard (Estandar interno).

IPC Isopropilfenilcarbamato.

IPP Difosfato de isopentilo.

kg Kilogramo(s).

L. alba Lippia alba.

m Metro(s); mes(es), segun el contexto.

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

MEP Fosfato de metileritilo.

MWHD Microwave-Assisted Hydrodistillation (Hidrodestilacion asistida por

radiacion de microondas).

m Metro(s) cuadrado(s).
min Minuto(s).

mL Mililitro(s).

mm Milimetro(s).

XXI



MS

MSD
M.V.
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uIS
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Mass Spectrometry; Mass Spectrum, Mass Spectra, Mass
Spectrometer (Espectrometria de masas; Espectro(s) de masas o
espectrometro de masas, segun el contexto).

Mass Selective Detector (Detector selectivo de masas).

Material vegetal.

Relacion masa/carga.

Pascal (es).

Principal Component Analysis (Analisis de componentes principales).
Simultaneous Purge & Trap (Purga y trampa simultanea).

Porcentaje peso a peso.

Porcentaje volumen a volumen.

Partes por millén.

Segundo(s).

Simultaneous Distillation—Solvent Extraction (Destilacion-extraccion
con solvente simultanea).

Supercritical Fluid Extraction (Extraccién con fluido supercritico).
Static Headspace (Headspace estatico).

Tiempo(s) de retencién (min).

European Union (Unién Europea).

Universidad Industrial de Santander.

Universidad Nacional de Colombia.

Vigilancia Tecnoldgica.

World Intellectual Property Organization (Organizacion Mundial de
Propiedad Intelectual).

Microlitro(s).

Micrémetro(s).
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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL CICLO CIRCADIANO DE LA CARVONA EN LAS HOJAS DE Lippia
alba (Fam. Verbenaceae)*

Autores: Carol Yoraine Cardenas Melgarejo **
Sayde Duarte Rueda **

Palabras clave: Lippia alba, carvona, destilacién - extraccién con solvente simultanea (SDE),
hidrodestilacion asistida por radiacién de microondas (MWHD).

En el presente trabajo se analizé la variacion circadiana de la carvona presente en las hojas de
Lippia alba cultivada en un jardin experimental ubicado en la regiéon Nororiental de Colombia y
el rendimiento de su aceite esencial. EI material vegetal se recolecté a diferentes horas del dia y
la noche, su extracto y aceite esencial se obtuvieron por SDE y MWHD, respectivamente y se
analizaron por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Los resultados mostraron que la composicion del extracto y aceite esencial de Lippia alba no
varia significativamente con respecto a la hora de recoleccion del material vegetal. El contenido de
carvona presente en los extractos fue 11700, 11600 y 12000 ppm registrados a las 6, 9 y 12 horas,
respectivamente. La variacion circadiana del rendimiento de la extraccion del AE de las hojas de
Lippia alba por MWHD no fue estadisticamente significativa. Los rendimientos altos fueron entre
0,7 y 0,8 % registrados a las 9, 12 y 15 horas y los rendimientos mas bajos fueron 0,63; 0,64 y 0,67
%, registrados a las 21, 24 y 3 horas, respectivamente. Sin embargo, la produccién biosintética de
la carvona en la planta L. alba puede deberse a las variables ambientales, ya que en los momentos
cuando las condiciones presentadas fueron: bajo porcentaje de humedad y altas temperaturas e
intensidad luminica, se obtuvieron contenidos altos de carvona.

* Tesis de grado.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directora, Elena E. Stashenko.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE CARVONE CIRCADIAN CYCLE IN Lippia Alba (Fam. Verbenaceae)
LEAVES *

Authors: Carol Yoraine Cardenas Melgarejo **
Sayde Duarte Rueda **

Keywords: Lippia alba, carvone, simultaneous distillation-extraction solvent (SDE), microwave
assisted hydro-distillation (MWHD).

In this work we analyzed the circadian variation of carvone present in the leaves of Lippia alba
grown in a experimental garden located in Northeastern Colombia. @ The plant material was
collected at different times of day and night, and extract and essential oil were obtained by means
of simultaneous distillation-solvent extractio (SDE) and microwave-assisted hydrodistillation
(MWHD), respectively, and were analyzed by gas chromatography - mass spectrometry.

The results showed that the composition of the extract and essential oils of Lippia alba did not vary
significantly with time of plant material collection. The contents of carvone present in the extracts
was 11.7, 11.6 and 12 g/kg at 6 am, 9 am and 12 m, respectively. The circadian variation of MWHD
extraction yield was not statistically significant. Yields were high, between 0.7 and 0.8% at 9, 12
and 15 hours and low, at 0.63, 0.64 and 0.67%, recorded at 21, 24 and 3 hours respectively.
However, biosynthetic production of carvone in the Lippia alba plant may be due to environmental
variables. High carvone content was observed when conditions of low humidity, high temperature
and high light intensity prevailed.

* College thesis.
** Industrial University of Santander, Science Faculty, School of Chemistry.
Director, Elena E. Stashenko.
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INTRODUCCION

Las plantas utilizan la informacion del entorno para coordinar sus funciones
bioldgicas, a través de su reloj bioldgico. Los procesos naturales que ocurren con
cierta periodicidad son de varios tipos: los procesos ritmicos cuyos periodos
tardan menos de un dia se denominan ritmos infradianos, mientras que los
procesos ritmicos que tienen un periodo de unos cuantos dias como los periodos
menstruales, o ritmos que ocurren con periodicidad anual como la floracién en una
planta, se conocen como ritmos ultradianos; finalmente, y, quizas, los mas
importantes, son los ritmos que siguen el ciclo diario “luz — oscuridad”,

denominados ritmos circadianos [32, 107].

Los ritmos circadianos, fueron descritos por primera vez en el siglo XVII por el
cientifico francés Jean-Jacques d’Ortous de Mairan, cuando estudiaba el
comportamiento de plantas de mimosa (Mimosa pudica L.). A partir de ese
momento se inicié el estudio de su efecto sobre el desarrollo de las plantas [32,
148, 155]. Después de casi un siglo de investigaciones se demostréo que las
observaciones de d’Ortous de Mairan, en las hojas de la mimosa, estan
controladas de forma enddégena y no por la influencia del movimiento rotatorio de
la tierra. Por tanto, el ritmo circadiano se define como aquel que en ausencia de
estimulos externos es mantenido por el reloj endégeno por un periodo cercano a
las 24 horas. Sin embargo, para mantener un ritmo con esta periodicidad en
condiciones naturales, se necesitan estimulos externos que ajusten y actualicen la
informacion del reloj; en el caso de las plantas son los ciclos naturales de “luz-
oscuridad” y/o los cambios de la temperatura del exterior, percibidos a través de
un oscilador central que les permite capturar las energias térmica y luminica,

factores determinantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas v,



especialmente, para la produccion y composicion de los aceites esenciales en las

plantas aromaticas [32, 70].

Actualmente, los AEs forman parte de un mercado de productos naturales y
derivados muy amplio a nivel internacional, debido a sus multiples aplicaciones y
propiedades, entre las cuales se encuentra la posibilidad de atender problemas de
salud en muchos paises. Su comercializacién presenta una buena posibilidad para
Colombia, ya que se cuenta con los recursos de la biodiversidad y con las
condiciones medioambientales para la adaptaciéon de muchas especies vegetales,

nativas e introducidas.

Sin embargo, la poca experiencia cientifica, tecnolégica y comercial de los
laboratorios naturistas de nuestro pais se resume en los resultados de una
encuesta desarrollada por Biocomercio Sostenible, con el apoyo del Ministerio del
Medio Ambiente (a través del Grupo de Biodiversidad de la Direccién General de
Ecosistemas), y la Federacion Naturista Colombiana (FENAT), realizada en

marzo, abril y mayo de 2001 a noventa (90) laboratorios naturistas, a saber [123]:

e En Colombia se comercializan cerca de 156 especies de plantas
medicinales y aromaticas, de las cuales sélo 63 (40,4%) se encuentran
reportadas en la lista basica de plantas permitidas por el INVIMA. EI que
una planta esté incluida alli, significa que ha sido validada su actividad
bioldgica beneficiosa.

e Hay un gran desconocimiento de las plantas medicinales que se utilizan en
Colombia, y de los usos que tradicionalmente la gente les otorga.

¢ A nivel comercial, se encontré muy poca informacion; lo joven del sector y
el contexto informal en el que se ha desarrollado, han sido obstaculos para

la consolidacién de fuentes confiables de informacion.



e El sector que utiliza industrialmente las plantas medicinales y aromaticas es
joven (el promedio de antigiedad de las empresas es inferior a 15 afos).
Se ha limitado a atender mercados locales y regionales del pais,
compitiendo en precios, con productos medicinales de origen sintético. Muy
pocos laboratorios naturistas han exportado y pocos cumplen con los

estandares de calidad exigidos en el exterior [123].

Finalmente, Colombia tiene un gran potencial ecoldgico para la comercializacion
de los AEs a nivel nacional e internacional que generaria importantes beneficios
econdmicos y sociales, por lo que se necesita garantizar el aprovechamiento
responsable y sostenible de nuestros recursos mediante la investigacion de las

diversas especies promisorias y sus aplicaciones en las diferentes industrias.

Una de las especies promisorias en nuestro pais es la Lippia alba (Fam.
Verbenaceae), que se caracteriza por su alto contenido de carvona (> 50%), el
cual es un compuesto de alto valor, utilizado principalmente en la industria
cosmeética y como aromatizante en productos de uso personal (e.g. pastas
dentifricas); también se usa en sintesis organica fina para la obtencion de
decalinas quirales, tales como el (-) poligodial (insecticida) y el ambrox (fijador en
perfumeria) [13, 20, 38, 56, 159]. Sin embargo, el contenido de carvona en la
planta puede variar dependiendo de muchos factores edafoclimaticos, la edad de
la planta y la hora de colecta. La calidad y el precio de un AE dependen
principalmente de la presencia de compuestos activos de interés particular en el
aceite. Abrir espacios de investigacion en este campo permitiran el fomento y el
mejoramiento de la naciente industria de los AEs en Colombia, con beneficios para

pequefos y grandes productores.

Durante el presente trabajo se determinaron los cambios en la composicion de
extractos y aceites esenciales obtenidos de hojas de Lippia alba recolectadas a

diferentes horas del dia y de la noche.



El presente trabajo hace parte del conjunto de investigaciones desarrolladas en el
Laboratorio de Cromatografia, a través del Centro Nacional de Investigaciones
para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales
Tropicales, CENIVAM. Los resultados parciales se presentaron bajo la modalidad
de poéster en el XIV Congreso Colombiano de Quimica, organizado por
ASQUIMCO, el cual se llevé a cabo en Armenia (Quindio) del 17 al 19 de mayo de
2006 (Véase Anexo 1), también fueron presentados en el International Congress
on Analytical Sciences (ICAS-2006), organizado por Russian Academy of
Sciences, que se realizé en la ciudad de Moscu (Rusia) del 25 al 30 de junio de
2006, bajo la modalidad de péster (Véase Anexo 2). Asimismo, algunos
resultados se divulgaron bajo la modalidad de Péster en el International Congress
on Medicinal and Aromatic Plants, que se realiz6 en Marruecos del 22 al 24 de
marzo de 2007 (Véase Anexo 2), igualmente bajo la modalidad de Péster en el IX
Congreso Colombiano de Fitoquimica, que se llevé a cabo en Pereira del 8 al 11

de mayo de 2007, (Véase Anexo 3).

El trabajo presentado consta de 184 paginas, distribuidas en 7 capitulos, contiene
57 figuras, 38 tablas y 5 esquemas; asimismo, se reportan 184 referencias

bibliograficas.



1. ESTADO DEL ARTE

1.1. LOS ACEITES ESENCIALES Y SUS PRINCIPIOS ACTIVOS

Los AEs son producidos por la mayoria de las plantas aromaticas; son mezclas
organicas complejas, compuestas principalmente, por hidrocarburos
monoterpénicos y sesquiterpénicos [26] de férmula general (CsHg),, fenoles [33,
47] y sus derivados oxigenados [16, 23, 69, 112], y alcaloides [111, 170]. Este
grupo de compuestos se llama “metabolitos secundarios volatiles” de las plantas y
comprende una serie de compuestos responsables por los “olores caracteristicos”
[135], que también proporcionan a la planta sus propiedades culinarias,
medicinales, y, a veces, venenosas [5, 60, 75, 82]. Las funciones de los AEs en
las plantas estan relacionadas con su metabolismo, fotosintesis, transpiracion y
mecanismo de defensa. Los AEs son sintetizados por el citoplasma de la célula
vegetal; luego, se transfieren a las vacuolas, las cuales los excretan al exterior
originando una fragancia que posiblemente atraera los insectos, facilitando asi la

polinizacién en la planta [60].

El olor caracteristico de ciertas plantas se debe principalmente a sus componentes
volatiles mayoritarios y su combinacion unica, pero no para todos los casos.
Algunos compuestos a nivel de trazas, aun no identificados en algunos AEs,
pueden incidir de manera significativa sobre el olor, el sabor y la actividad
biolégica de una planta [162]. Los terpenos constituyen un amplio grupo de los
metabolitos secundarios; son biomoléculas formadas por unidades isoprénicas
[CH2=C(CH3)CH=CHy], razén por la cual son a menudo llamados isoprenoides [25,
90, 158, 163, 165].



Para cada grupo de compuestos, que se encuentra entre los diferentes

metabolitos secundarios hay varias rutas metabdlicas (Véase Figura 1).
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Figura 1. Rutas de biosintesis de los metabolitos de las plantas. |I. Ruta del acetato-

malonato; Il. Ruta del acetato-mevalonato; Ill. Ruta del acido shikimico [16].

Para el caso de los terpenos, esteroides y carotenoides, esta la ruta del acido
mevalonico. Tres moléculas de acetil-CoA se unen para formar el &acido
mencionado, que tras sufrir fosforilacidn y descarboxilacidn, forma el pirofosfato de
isopentenilo (Véase Figura 2) [16, 46, 111, 146].
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Figura 2. Ruta del acido mevaldnico [46]

En la ruta del acetato-malonato (ruta policética) se forman los policétidos
(acetogeninas) y acidos grasos a partir del malonato y acetato (Véase Figura 3)
[16, 46, 146].
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Figura 3. Ruta del acetato-malonato [46].



Finalmente, la ruta del acido shikimico forma a partir de él los aminoacidos y
desde ellos los otros compuestos aromaticos mas complejos (fenilpropanoides,

flavonoides, alcaloides) (Véase Figura 4) [16, 46, 146].

RUTA DEL ACIDO SHIKIMICO
COOH

Fosfoenolpiruvato
@ Antocianinas
+ ——

Ho™ Y TOH
Eritrosa 4-fosfato OH

Acido shikimico

Flavonoides |

ACIDO . J\ ACIDO
ANTRANILICO 07 NCooH  PREFENICG

OH

Acido chorismico

Aminoacido ] Aminodcidos
—| Alcaloides |~——

Triptéfano Tirosina

C1-fenil

C3-fenil

compuestos

compuestos

Cinnamil

compuestos

Fenilalanina

Figura 4. Ruta del acido shikimico [46].

1.1.1. Aceites esenciales usados como farmacos

Una de las explicaciones para el uso de los AEs como farmacos, es que estas
sustancias volatiles inhaladas o aplicadas sobre la piel actuan por medio de su
fraccidn lipofilica con las partes lipidicas de las membranas celulares, y como
resultado, pueden modificar la actividad de las emisiones del i6n calcio [31], entre
otros mecanismos de accion. A determinadas cantidades suministradas, los AEs
saturan las membranas y muestran efectos similares a los analgésicos locales
[31]. Estudios realizados por Buchbaver y Jirovetz (1994) [31], describen los
efectos fisioldgicos sobre el hombre, incluyendo estimulacién cerebral, sedante
para aliviar la ansiedad y depresion, asi como el incremento del flujo sanguineo
cerebral. Los autores reportan también los posibles efectos de los AEs inhalados

sobre la cognicién, la memoria y el humor.



Los componentes de las fragancias son absorbidos por inhalacion y son capaces
de atravesar la barrera sanguinea cerebral e interactuar con los receptores del
sistema nervioso central. Los bioensayos usados para la descripcion y la
explicacion de la accion de los AEs, muestran generalmente, que éstos penetran
la piel y actuan sobre las proteinas musculares, entre otros receptores [4, 63]. Los
beneficios para salud promovidos por los monoterpenos, diterpenos vy
tetraterpenos, fueron recientemente revisados y discutidos por Wagner y Elmadfa
[176]. Estos autores dedicaron especial atencién a los diferentes modos de accion
de los terpenos, particularmente, en prevenir el stress oxidativo, deficiencia

carcinogénica y cardiovascular.

1.2. Familia Verbenaceae y género Lippia

Las plantas de la familia Verbenaceae, que incluye el género Lippia (con mas de
300 especies de hierbas, arbustos y pequefios arboles), han sido estudiadas con
insistencia, debido a la marcada variabilidad composicional que presentan sus
AEs vy, sobre todo, su muy diversa bioactividad. Ademas, la familia Verbenaceae
constituye gran parte de la riqueza floral colombiana, y de Sur América [22, 90,
159, 184]. La aplicabilidad en diferentes industrias como aromatizantes, agentes
de flavour, y/o principios activos en preparados farmacoldgicos, cosméticos,
perfumes y aditivos en alimentos, entre otros, hace de la familia Verbenaceae un
modelo de estudio quimico, bioquimico y farmacologico [159]. Las plantas del
género Lippia crecen de una forma nativa y salvaje en Suramérica, Centroamérica
y, en algunos lugares de Africa tropical [29, 68, 129]; son utilizadas
tradicionalmente como preparados gastrointestinales, remedios respiratorios, y
alimentos [29, 50, 80]. Algunas especies de Lippia han mostrado actividades

antimalarica, antiviral y citostatica [129].

1.2.1. Lippia alba (Mill) N.E. Brown ex Britton & Wills
El “Prontoalivio” (nombre vernaculo de Lippia alba), es una planta de gran interés

en el mercado nacional e internacional. La planta tiene una altura no superior de



1.5 m, sus hojas son opuestas y finamente dentadas, los tallos son lefosos, tiene
ramas largas y arqueadas, y crece en lugares de alta luminosidad y altitudes entre
0y 1100 m.s.n.m [20, 22]. Sobre esta especie se conocen sus aspectos botanicos
y algunos agrotecnoldgicos [6], la planta presenta productividad alta de biomasa y
suscita un creciente interés cientifico. Su AE ha sido caracterizado y se ha
encontrado en uno de los quimiotipos de L. alba el contenido alto de carvona,
particularmente, en las plantas cultivadas en Colombia [56, 159], donde se
encuentra ampliamente distribuida en el sur de Bolivar, Amazonas, Guajira,
Santander y Magdalena [22, 80, 159].

1.2.1.1. Usos etnofarmacolégicos

La planta se utiliza en la preparacién de infusiones de hojas y flores, maceraciones
o0 como cualquier tipo de pasta para la hipertension, para transtornos digestivos en
Brasil [80]. También las hojas machacadas se usan en México para inducir el
suefio, o acelerar la recuperacion posparto [80]. En Panama los extractos
etandlicos de L. alba se emplean en fricciones contra el resfriado [80], mientras
que en Costa Rica para la congestion de las vias respiratorias [20, 22]. También
se usa en Colombia como medicamento para la diabetes y como diaforética y

emenagoga [22, 80].

1.2.1.2. Composiciéon quimica

La planta se caracteriza por un intenso y penetrante olor; contiene de 0.1 a 1.2%
de aceite volatil [159]. La composicidon quimica del AE de L. alba depende
sensiblemente del origen geografico de la planta, de las condiciones de cultivo, la
edad, la parte de la planta empleada para la extraccion y de otros factores
geobotanicos [85, 159]. La L. alba presenta gran variedad de quimiotipos en
diferentes partes del mundo como Colombia [159], Guatemala [149], India [17, 18],
Brasil [184] y Cuba [134].
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Uno de los ejemplos mas relevantes que muestra como incide el factor geografico
sobre la composicion quimica del AE de L. alba, es el trabajo realizado por Zoghi y
colaboradores (Véase Tabla 1), quienes identificaron 3 quimiotipos de L. alba en 3

municipios de Brasil [184].

Tabla 1. Resultados del estudio realizado por Zoghi y colaboradores [184].

Tipo de variedad Municipio Compuestos mayoritarios

Cineol (35%)
QUIMIOTIPO | Santa Maria Limoneno (32%)
Carvona (8.6%)

Limoneno (32%)
QUIMIOTIPO 1l Belterra Carvona (32%)
Mirceno (11%)

Geranial (23%)
QUIMIOTIPO i Chaves Neral (14%)

Germacreno D (25%)

En la Tabla 2, se presentan algunos de los reportes realizados sobre el AE de

esta especie.

1.2.1.3. Actividades bioldgicas y farmacolégicas del aceite esencial y los
extractos de Lippia alba

Un gran numero de estudios realizados confirman las multiples aplicaciones
biolégicas, antioxidantes y farmacoldgicas de los AEs y extractos de L. alba. Uno
de ellos es la evaluacion de la actividad antiviral de Herpes simple tipo |, usando
extractos de 12 plantas obtenidos en diclorometano y etanol. Los extractos de las
plantas en etanol que presentaron mayor poder de inhibicion fueron Eugenia
jambos, Cistus populifolius, Chiranthodendron entadactylon, Tuberaria lignosa y L.
alba [3]. La Tabla 3, reune la informacidén sobre las actividades bioldgicas que han

sido determinadas en el aceite y extractos de esta planta.
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Tabla 2. Variacion de la composicién quimica de los aceites esenciales de Lippia alba provenientes de diferentes
regiones geograficas y obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

. Técnicas de -
Pais Compuestos mayoritarios

extracciéon

Cariofileno (24.3%), geranial (12.9%), neral (9.6%) y 2-undecanona (9%) [50].
Tres quimiotipos: Quimiotipo I: Citral (55.1%), B-mirceno (10.5%) y limoneno (1.5%).
Quimiotipo II: Citral (63.0%) y limoneno (23.2%); Quimiotipo Ill: Carvona (54.7%) vy
limoneno (12.1%) [173].

Nuevo quimiotipo: En el AE se encontrd alto contenido de linalool. Después de propagar

Destilacion con vapor

esta planta por seis partes diferentes de Brasil, las composiciones quimicas de los AE

Hidrodestilacién . - . . .
fueron las mismas en todas las muestras y el analisis quiral mostré la presencia de S-(+)-

linalool [152].

Los valores de presion y temperatura utilizados fueron: 80 bar/313 K, 80 bar/323 K, 120
Brasil | SFE, variando presion y bar/313 K, 120 bar/323 Ky 100 bar/318 K. Los resultados para la carvona fueron: 6.0; 6.3;
temperatura 6.0; 1.8 y 5.6%, respectivamente. Para el limoneno sélo se reportaron 0.5% y 1.3% para 80
bar/313 Ky 100 bar/318 K, respectivamente [29].

e El limoneno y la carvona no se encontraron en el extracto etandlico y se registré la
Extraccion con solvente

(etanol) presencia de el trans-cariofileno (0.9%) [29].

. ) _ 0, -
Extraccion Soxhlet con Los compuestos registrados fueron carvona (0.9%), B-bourboneno (0.3%) y y-muuroleno

etanol (0.5%) [29].

. Los extractos liquidos registraron compuestos como B-cariofileno (33.9%), Oxido de
Percolaciones con etanol
(Extractos liquidos) cariofileno (18.1%), neral (4.9%), geranial (7.1%), curcumeno (7.1%) y linalool (4.4%) [182].
Destilacién con vapor Limoneno (44%) y piperitona (31%) [149].
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Continuacion Tabla 2.

Técnicas de

Pais extraccién Compuestos mayoritarios

Limoneno (32.60%), carvona (51.0%), piperitona (0.93%), piperitenona (1.47%), y
biciclosesquifelandreno (7.3%) [159].
Carvona (40-49%), limoneno (16-32%), biciclosesquifelandreno (8-13%), piperitenona (5-

Hidrodestilacion 8%), piperitona (2-3%) y B-bourboneno (1-2%) [56].
Limoneno (32.60%), carvona (51.03%), piperitona (0.93%), piperitenona (1.47%) y
biciclosesquifelandreno (7.34%) [38].

MWHD Limoneno (29.58%), carvona (57.21%), piperitona (1.23%), piperitenona (1.81%),
biciclosesquifelandreno (4.79%) [159].

Colombia [ o Limoneno (36.90%), carvona (45.06%), piperitona (0.8%), piperitenona (1.1%),

biciclosesquifelandreno (8.9%) [159].

SFE (condiciones sub- Limoneno (23.90%), carvona (40.48%), piperitona (1.00%), piperitenona (1.6%),

criticas) biciclosesquifelandreno (21.75%) [159].

S-HS Limoneno (77.34%), carvona (13.9%), piperitona (0.39%), piperitenona (0.31%),
biciclosesquifelandreno (2.15%) [159].

P&T Limoneno (62.7%), carvona (29.8%), piperitona (0.55%), piperitenona (0.43%),
biciclosesquifelandreno (1.14%) [159].
Limoneno (26.70%), carvona (15.45%), piperitona (0.3%), piperitenona (0.40%),

HS-SPME biciclosesquifelandreno (32.8%) [159].

Hidrodestilacion (Los AEs de | Los AEs de 14 plantas contienen mircenona y trans-ocimenona como compuestos

Guatemala 16 plantas de L. alba fueron | principales, mientras que en dos plantas se encontraron 1,8-cineol, neral y geranial. Esta

recolectados en diferentes

partes de Guatemala)

correlacion de plantas muestra una posible existencia de dos subespecies de L. alba en

Guatemala [62].
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Continuacion Tabla 2.

Técnicas de

Pais .
extraccion

Compuestos mayoritarios

Argentina | Hidrodestilacion

B-Mirceno (1%), linalool (1%), mircenona (65%), borneol (12%), a-terpineol (1%) y copaeno
(2%) [142].

El AE de varias plantas de L. alba cultivadas en diferentes zonas de Presidencia Roque
Saenz Pefia, Argentina, se caracteriza por la presencia de citral (neral + geranial); a
medida que la planta crece va adquiriendo predominancia en el linalool [141].

Se compararon las composiciones quimicas de los AEs de diferentes zonas vecinas a la
capital de Corrientes y Saenz Pefia (Chaco), Argentina. Algunos de los lugares
seleccionados y los compuestos identificados fueron: Lugar Perichén (verano): a-pineno,
mirceno, limoneno, tagetenona. Lugar Santa Ana | (verano): a-pineno, mirceno, limoneno,

1,8-cineol, felandreno, tagetenona [143].

India Destilacion con vapor

Linalool (65%), citral 4.8% y 1,8-cineol 1.9% [18].

Uruguay Destilacion con vapor

Linalool (55%) [108].

Tabla 3. Actividad biolégica de los aceites esenciales y los extractos de Lippia alba.

Formas de uso de la planta

Actividad especifica

AE obtenido por hidrodestilacion. El
componente mayoritario del AE fue la

carvona (40%).

Se evalud la actividad antibacteriana contra: Pesudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Serratia marcescens
ATCC 8100, Enterobacter aerogenes ATCC 13088, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis ATCC 7001 y Streptococcus

faecalis ATCC 19433. El AE presento actividad sobre los gérmenes Gram positivos [134].
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Continuacion Tabla 3.

Formas de uso de la planta

Actividad especifica

AE de L. alba cultivada en Bucaramanga,
Santander, obtenido por hidrodestilacién

asistida por radiaciéon de microondas (MWHD).

Se evalud la actividad antioxidante in vitro de L. alba, la cual mostré un efecto
protector medido en un sistema lipidico modelo (emulsiéon del acido linoleico). Se
realizé un estudio comparativo de la actividad antioxidante de los AEs de L. alba,
Lantana camara y Aloysia tripilla, encontrando que el AE de L. alba es el segundo

mas activo después del AE de Lantana camara [159].

AEs de tres quimiotipos de L. alba. Quimiotipo
I: Citral (55.1%) y p-mirceno (10.5%);
quimiotipo IlI: Citral (63,0%) y limoneno
(23.2%); y quimiotipo Ill: Carvona (54.7%).

Se estudiaron los efectos de los AEs de tres quimiotipos de L. alba sobre la actividad
locomotora de ratas; para los tres casos se presentaron efectos anxioliticos y
sedativos. La carvona y el limoneno fueron los compuestos activos y, probablemente,

responsables por los efectos observados con el quimiotipo 11l [173].

AEs de las hojas y tallos de L. alba.

Los AEs presentaron actividad contra hongos fitopatdgenos: Dreschlera oryzae,

Fusarium moniliforme y contra insectos de granos almacenados [129].

AEs de hojas de dos quimitiopos de L. alba.
Quimiotipo I: Citral y mirceno; Quimiotipo Il

Carvona.

Se estudiaron los efectos antinociceptivos sobre ratas de los AEs de L. alba, los
cuales presentaron efectos espamoliticos y anticonvulsivos con dosis de 100 mg/kg.

Ambos quimiotipos de L. alba mostraron efectos antinociceptivos similares [175].

Extractos etandlicos de L. alba.

Se evalud en perros la actividad citotéxica sobre bacterias. Los extractos presentaron
actividad contra Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans y Neurospora crassa
[129].
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Continuacion Tabla 3.

Formas de uso de la planta

Actividad especifica

AEs de dos especies de Lippia; Lippia alba “erva-
cidreira” y Lippia alba “carmelitana”, obtenidos por

hidrodestilacion.

Se evalud de la actividad antimicrobiana de los hongos: Candida albicans Serotype
BATCC 36802, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida guilliermondii,
Cryptococcus neoformans T1-444 Serotype A, Trichophyton rubrum T544,
Fonsecaea pedrosoi 5VPL y en las bacterias Staphylococcus aureus MRSA. Los
AEs de las dos especies fueron activos en todos los ensayos con los

microorganismos estudiados [124].

Extractos etandlicos de las hojas de L. alba.

Los extractos de las hojas de L. alba (2.1 mg extracto/ mL etanol) fueron estudiados
para el desarrollo de drogas contra deficiencias cognitivas ocasionadas por la
enfermedad degenerativa de Alzheimer. Estos inhibieron en 12% la actividad de la

acetilcolinesterasa [169].

Extractos etandlicos de L. alba. Los componentes
principales de los extractos etandlicos de L. alba
fueron: B-cariofileno (33.9%), 6xido de cariofileno
(18.1%), citral (neral, 4.9% y geranial, 7.1%),

curcumeno (7.1%) y linalool (4.4%).

La fraccion no volatil de los extractos etandlicos de las hojas de L. alba se evalué
sobre el sistema nervioso central (CNS) de ratas. Las dosis suministradas por via
oral fueron de 200 mg por cada kilogramo de peso de la rata. Los extractos de L.
alba se realizaron en 40, 60 y 80% (v/v) de etanol. El extracto al 80% (v/v) en

etanol, presenté efectos sedantes y relajantes [182].

Infusiones de L. alba.

Los estudios farmacoldgicos realizados con las infusiones de L. alba no mostraron
actividad sedante o hipnética en ratones [129].

Se reportaron efectos anticonvulsantes y citostaticos [129].

Las infusiones de L. alba se suministraron oralmente a las ratas y no presentaron
irritacion géstrica durante cinco dias consecutivos. Adicionalmente, las infusiones
mostraron efectividad en la prevencion de la ulcera gastrica inducida por la

indometacina en las ratas [130].
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Continuacion Tabla 3.

Formas de uso de la planta

Actividad especifica

Maceracion hidroalcohdlica de las hojas de L. alba.

Estudios de la actividad antibacteriana in vitro, realizados en Guatemala demostraron
que los extractos de L. alba tienen actividades antimicrobianas destacables, contra
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, S. Pyogenes, Salmonella typhi y
Candida albicans [129].

Extractos de seis plantas de la flora tropical
brasilera, incluidos extractos L. alba en diferentes

solventes.

Se estudiaron las actividades antivirales de: Cuphea carthagenensis, Tillandsia
usneoides, Bromelia antiacantha, Araucaria angustifolia, Wibrandia ebracteata y L.
alba, en dos tipos de virus: Herpes simple Tipo | (HSV-1) y Poliovirus tipo Il (PV-2).
Los extractos de L. alba en n-butanol reportaron inhibicién del HSV-1. Ademas, sélo

los extractos de L. alba en acetato de etilo mostraron actividad anti-Poliovirus [10].

AEs de L. alba. Componentes mayoritarios: citral,

mirceno y limoneno.

Se realizaron pruebas sobre las actividades locomotoras de las ratas y se encontro
que el citral, mirceno y limoneno presentaron efectos sedativos y relajantes. Ademas,
suministrados en dosis altas en ratas, éstas mostraron un aumento en su tiempo de
descanso. Adicionalmente, no se observaron efectos anxioliticos, pero en dosis bajas

se pusieron de manifiesto efectos anxiogénicos leves [172].

Extractos etandlicos y AEs de hojas y tallos de 35
plantas cultivadas en Brasil, obtenidos por
hidrodestilacion. Los compuestos principales del
AE de L. alba fueron linalool (76.6%), 1,8-cineol
(2.3%) y trans-B-cariofileno (1.9%).

Se evaluo la actividad anti-Candida albicans y se obtuvieron los siguientes resultados:
los AEs de (13 plantas): Aloysia triphylla, Anthemis nobilis, Cymbopogon martini,
Cymbopogon winterianus, Cyperus articulatus, Cyperus rotundus, Mentha arvensis,
Mikania glomerata, Mentha piperita, Mentha sp., Stachys byzantina, y Solidago
chilensis, incluyendo L. alba, mostraron actividad anti-Candida. Los extractos
etandlicos no mostraron actividad en ninguna de las concentraciones experimentales

ensayadas [164].

17



1.3. Carvona

La carvona, C1oH140, es un monoterpeno oxigenado quiral de gran interés por sus
diversas aplicaciones, entre las cuales se ha reportado su uso como ingrediente
importante de fragancias y aromas, agente antimicrobial, indicador bioquimico
ambiental, asi como su empleo en el campo de la medicina, entre otros [34, 35,
78, 98].

Es un compuesto no-irritante, no-sensibilizante, no-hepatotéxico; algunos trabajos
reportan que la dosis letal media (LDso) de este compuesto en ratas es 1,64 g/kg
[91, 168]. La carvona puede obtenerse de formas sintética [83] y natural [38] por
diferentes rutas. Algunos de los trabajos que reportan su produccion fueron
realizados por Carvalho C.C.R. et al. [36, 37], en los cuales utilizaron células
Rhodococcus opacus PW4 en el metabolismo del limoneno, teniendo en cuenta el
tipo y la concentracion de carbono usado para el crecimiento de las células [37]; y
células de Rhodococcus erythropolis DCL14 en la deshidrogenacion de carveol
para llevar a cabo la oxidacion de (+)-cis y (-)-trans-carveoles a (+)- y (-)-

carvonas, respectivamente [36].

1.3.1. Fuentes naturales de la carvona

La fuente natural de la carvona son las semillas de alcaravea (Carum carvi L.), las
cuales han sido usadas como saborizantes en panes (e.g. pan de centeno),
quesos, salsas, licores (e.g. German Kimmel), en medicina alternativa (como
laxantes, tratamientos menstruales). Ademas, la carvona aislada de esta planta se
usa para cosmeéticos, pastas dentales, confiterias (e.g. chicles) y preparaciones
farmacéuticas [35]. En los frutos de Carum carvi L. la actividad enzimatica en la
biosintesis de los monoterpenos; limoneno y carvona, fue reportada por
Bouwmeester, H.J. et al. [28]. Estudios sobre las limitaciones fisiolégicas en la

produccion de carvona en el AE de esta planta, se realizaron en el fruto de la
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alcaravea midiendo el diametro radial y tangencial de dos tipos de ductos en el

pericarpio y estimando su longitud [30].

Otra de las fuentes de la carvona es eneldo (Anethum graveolens) [19, 35, 93],
que presenta propiedades antiespasmodicas, carminativas, estomaticas vy
emenagogas y se usa como saborizante en tortas y pasteles, sopas, ensaladas,
patatas, carnes y salmueras. Las semillas de eneldo tienen 2.3-3.5% de AE, con
40-60% de carvona [35]. Por su parte, la espermentina contiene un 60-70% de S-

(+)-carvona y de 8-15% de limoneno [35].

Finalmente, la especie Lippia alba, quimiotipo colombiano, presenta como
constituyentes principales carvona y limoneno [38, 56, 159]. Esta especie ha sido
cultivada en diferentes regiones de nuestro pais y se han reportado estudios de
actividades bioldgicas y antioxidantes [159]. En el Laboratorio de Cromatografia de
la UIS se realizd un trabajo de investigacion en el cual se aislé la carvona presente
en la planta de L. alba mediante derivacion quimica selectiva del AE obtenido por

hidrodestilacion con un rendimiento del 0.39% [38].

1.3.2. Formas enantioméricas de la carvona

En la Figura 5 se presentan las dos formas enantioméricas de la carvona:
la R-(-)-carvona, que se encuentra en el AE de espermentina (Menta spicata) [57,
78, 99, 116] y la S-(+)-carvona, constituyente principal de los AEs de alcaravea
(Carum carvi L.) [78, 168] y eneldo (Anethum graveolens) [78, 93, 168]. Los dos
enantiomeros poseen diferentes aromas y efectos fisiologicos [49, 78, 113, 115,
180]. Uno de los estudios mas interesantes de estos enantiomeros en el desarrollo
de nuevos farmacos contra el cancer es el realizado por Carter R. et al. [34],
quienes reportan la sintesis estereoselectiva de la eleuterobina (agente
antitumoral de origen marino), siendo la (+)-carvona parte de los reactivos para su

produccion.
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(R)-(-)-carvona S)-(+)-carvona

Figura 5. Estructuras de los isomeros 6pticos de la carvona.

1.3.3 Aplicaciones de la carvona

Su uso mas amplio esta en las aplicaciones culinarias y se reportan propiedades
estimulantes, carminativas y antiespasmddicas [35]. La carvona es uno de los
compuestos quimiopreventores que ha presentado interés para las industrias

farmacéutica y alimenticia [121, 126].

La carvona se emplea industrialmente en la elaboracion de la goma de mascar,
fabricacion de jabones y en la preparacion de cremas dentales [20]. A nivel de
laboratorio se ha usado en la sintesis de la carona (Véase Figura 6), por medio de
su reduccion con zinc, formando la dihidrocarvona B, que luego, en presencia de
acido bromhibrico, forma C; finalmente, por eliminacion del bromo se obtiene la

carona D [13].

Figura 6. Sintesis de la carona a partir de la R-(-)-carvona. A. R-(-)-Carvona; B.

Dihidrocarvona; D. Carona.
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En la Figura 7 se presenta la reaccion colateral que conduce a la sintesis de la a-

dicarvelona E, como subproducto en la reduccion de la R-(-)-carvona A [13].

E

Figura 7. Producto colateral formado durante la sintesis de la carona: A. R-(-)-

Carvona; E. a-Dicarvelona.

La carvona tiene aplicaciones interesantes como insecticida contra la mosca
Drosophila melanogaster en las frutas, ademas, posee actividades antibacteriales,
antimicrobianas y genotoxicas [8, 35, 65]. También se llevo a cabo el estudio de la
percepcion de olores en humanos, que involucré 6 micos y 10 personas para
evaluar la habilidad de distinguir entre 10 pares de enantidmeros; ambos
reconocieron reconocieron claramente algunos isémeros opticos. De este modo,
se indica, que el reconocimiento quiral de enantiomeros volatiles es caracteristico
para algunas sustancias, e.g. en ambos grupos, la isomeria Optica de la carvona

fue nitidamente reconocida [97, 105].

1.3.4. Actividad bioldgica de carvona

La S-(+)-carvona fue reportada como inhibidor de gérmenes en papas [98, 125].
También mostré actividad antifungica contra Fusarium sulphureum, Phoma exigua
var. foveata y Helminthosporium solana [98]. Ademas, estudios de bioactividad
in vitro mostraron, que los dos isomeros Opticos de la carvona fueron efectivos
contra un gran numero de bacterias y hongos patdégenos presentes en humanos
[35]; la carvona muestra actividad inhibitoria contra Escherichia coli y Salmonella

typhimurium [84].
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1.3.5. Estudios clinicos de carvona

Se han realizado estudios médicos con ratas, donde se evalua el efecto de la
carvona sobre el sistema nervioso central (CNS) [53] y en la percepcion de olores
[11, 154]. También se ha estudiado su influencia sobre las células LNCaP en

personas con cancer de proéstata [42].

La carvona en cantidades grandes fue afiadida a los alimentos y a formulaciones
dentales, para investigar luego el camino metabdlico en microsomas de ratas y de
humanos [91]. Algunas aplicaciones de la carvona en productos dentales se
reportan en la patente de Hiroshi et al., quien describe una mezcla de acido
tranexamico con la carvona, mejorando con ello la composicion de muchos
productos dentales como pastas y enjuagues bucales, ya que con especies como
mentol y eucalipto no se lograba eliminar el sabor amargo producido por el acido

tranexamico [87].

1.3.6. Nuevos farmacos a partir de carvona

El uso de la carvona en la sintesis organica esta influenciado por la busqueda
sistematica de nuevos farmacos con estructura terpenoide, algunos con relevancia
médica. El centro estereogénico de la carvona tiene un grupo isopropenilo como

sustituyente, el cual puede ser oxidado a alcohol y grupos funcionales acidos [35].

Algunos de los estudios reportados para los enantiomeros (4R)-(-)-carvona y (S)-

(+)-carvona se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Estudios farmacoldgicos de los enatiomeros (R)-(-)-carvona y (S)-(+)-

carvona.
Autor Tipo de estudio
Abad et al. [2] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.
Abad et al. [1] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.
Gonzalez et al. [73] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.
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Pinheiro et al. [133] Biotransformaciones de (4R)-(-)-carvona con monooxigenasa.
Srikrishna et al. [157] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.
Srikrishna et al. [156] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.

Blay et al. [27] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.
Karmakar et al. [96] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.

Shing et al. [151] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.

Garcia et al. [66] Fotoionizacion de la R-(-)-carvona.

Pogrebnoi et al. [137] Sintesis de compuestos a partir de la (S)-(+)-carvona.
Hoffmann, G.G. [88] Estudios de los isémeros rotacionales de la (S)-(+)-carvona.
Chattopadhyay, et al. [41] Sintesis de compuestos a partir de (4R)-(-)-carvona.

1.4. MECANISMOS DE EMISION DE LOS COMPUESTOS ORGANICOS
VOLATILES DE LAS PLANTAS

La importancia de los estomas en la emision de monoterpenos presenta gran
controversia ya que, mientras que en algunos ensayos de laboratorio se ha
observado que existe relacion entre las emisiones y la conductancia estomatica,
en otros, la respuesta ha sido opuesta [21, 145, 167]. Algunos autores realizaron
la medicion de isopreno (Véase Tabla 5) y monoterpenos (Véase Tabla 6) en
varias especies, y encontraron que no hay una influencia significativa de la
conductancia estomatica en los niveles de emisidn. Otros experimentos realizados
en hojas de otras especies, mostraron una emision significativa por el lado adaxial

qgue contiene los poros estomaticos (Véase Tabla 7).

Tabla 5. Medicidn de isopreno en varias especies.

Especie Autores
Quercus virginiana Tingey et al., 1980 [166]
Populus tremuloides Monson y Fall, 1989 [117]
Eucaliptus globulus Guenther et al., 1991 [77]
Quercus alba Fall y Monson, 1992 [61]
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Populus fremonlii Fall y Monson, 1992 [61]

Pueraria lobata Sharkey y Loreto, 1993 [150]

Tabla 6. Medicién de monoterpenos en varias especies.

Especie Autor
Pinus eliottii Tingey et al.,1980 [166]
Eucaliptus globulus Guenther et al., 1991 [77]
Quercus ilex Loreto et al., 1996 [110]
Picea abies Staudt, 1997 [160]
Pinus pinea Staudt, 1997 [160]

Tabla 7. Emisiones a través de poros estomaticos.

Especie Autor

Quercus virginiana Tingey et al., 1980 [166]
Platanus occidentaliss Tingey et al., 1980 [166]
Quercus rubra Loreto y Sharkey, 1990 [109]
Eucaliptus globulus Guenther et al., 1991 [77]
Populus tremuloides Fall y Monson, 1992 [61]
Quercus alba Fall y Monson, 1992 [61]
Populus fremonlii Fall y Monson, 1992 [61]

1.4.1. Movimientos estomaticos

Muchos factores influyen sobre la apertura de los estomas; los estomas de la
mayoria de los vegetales se abren al amanecer y se cierran en la oscuridad
(Véase Figura 8). Por la mafana, cuando el suministro de agua es abundante y la

radiacion solar favorece la actividad fotosintética, la demanda por el CO, en el
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interior de la hoja es grande, y los poros estomaticos estan muy abiertos,
disminuyendo la resistencia estomatica a la difusién de CO,. Por la noche, cuando
no hay fotosintesis y, por tanto, no existe demanda por el CO; en el interior de la
hoja, las aberturas estomaticas se reducen, impidiendo la pérdida innecesaria de
agua [16, 146].

Los estomas se cierran mas rapido si la planta es expuesta a oscuridad repentina.
En casi todas las plantas el nivel minimo de luz que se requiere para apertura
estomatica es de 1/1000 a 1/30 de luz solar plena, apenas lo suficiente para
provocar algo de fotosintesis neta. Niveles de irradiacién superiores causan
aperturas estomaticas mayores. Algunas plantas “suculentas” de climas calidos y
secos hacen lo contrario: abren sus estomas en la noche, y cierran sus estomas
durante el dia. Esta es una estrategia apropiada tanto para absorber CO; por los

estomas en la noche como para mantener agua durante el calor del dia [146].

Las bajas concentraciones de CO; en las hojas también hacen que los estomas se
abran. Incluso en la oscuridad, si se hace circular aire libre de CO; a través de las
hojas, entonces, los estomas, un poco abiertos, se abriran mas. Por el contrario,
una concentracién elevada de CO; en las hojas puede provocar que los estomas
se cierren parcialmente, lo cual sucede tanto en presencia de luz como en la
oscuridad [146].
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Figura 8. Respuesta estomatica a varias condiciones del medio [146].

1.5. EFECTO DEL CLIMA SOBRE LAS PLANTAS MEDICINALES Y
AROMATICAS

Las plantas crecen en un complejo ambiental, donde el factor de mayor impacto
en la produccién de metabolitos primarios y secundarios es el clima. Los
siguientes factores influyen sobre la variacion climatica de una zona [32]: la
intensidad luminica, la temperatura, las precipitaciones, la velocidad y la
intensidad del viento. La luz, es probablemente, el factor mas importante, se
relaciona estrechamente con la temperatura y depende de la estacion del afio y la

hora del dia [32].
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1.5.1. Variables ambientales (luz, temperatura, humedad)

Muchos autores han encontrado que las emisiones de monoterpenos dependen
solamente de la temperatura [76, 77, 79, 95, 104, 166]; en cambio, otros
establecen la influencia de la luz y la temperatura [92, 118, 161]. En la actualidad,
se acepta generalmente que el régimen de luz y temperatura experimentado por
las hojas puede influenciar o incluso predeterminar su capacidad de emisién. Por
ejemplo, en los bosques se ha observado que las hojas expuestas a niveles altos
de radiacién y temperatura tienen una mayor capacidad de emisién de
monoterpenos que las hojas en la sombra [145]. En estudios realizados con
plantas emisoras de isopreno, se ha demostrado, que el crecimiento bajo
regimenes de luz-temperatura provoca un incremento en la capacidad de emision
[81, 106, 118, 150]. Asimismo, el crecimiento bajo condiciones de alta temperatura
produce altas emisiones de isopreno. Algunas especies emisoras de isopreno
mantenidas a baja temperatura no han emitido isopreno hasta que han sido
expuestas a temperaturas mas altas [102, 118, 150]. Para el caso de los
monoterpenos, en un primer estudio reportaron que las temperaturas frias
nocturnas incrementaban la emision de los compuestos en la salvia (Salvia
officinalis) [54].

Con respecto a los monoterpenos, la independencia de la luz de sus emisiones es
cuestionada por Yokouchi y Ambe [181] quienes demostraron que los cambios en
emision de Pinus desinflora en condiciones de temperatura constante, estan
intimamente relacionados con la radiacion solar. Juttner y Buffer [94] lograron
mostrar, utilizando el *C, una rapida proyeccidon de los monoterpenos emitidos por

los brotes de Picea abies durante el crecimiento y desarrollo de los nuevos brotes.

La humedad relativa del aire parece no afectar la emisién de monoterpenos, segun
concluyen en sus investigaciones Yokouchi y Ambe [181], Juuti et al. [95], Janson
[92] y Guenther et al. [77], quienes estudiaron especies como el pino, picea y

eucalipto. Sin embargo, otros estudios sugieren que la humedad ejerce leve pero
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positiva influencia en la emisién, e.g. en la emision de monoterpenos de salvia,
menta y encina [51, 54, 110] y en la emision de isopreno proveniente del eucalipto
y del alamo [77, 117]. Se ha observado también un incremento significativo en la
emisiéon de monoterpenos en el follaje humedo de diversas coniferas y arbustos
aromaticos [92, 160]. Este efecto puede estar relacionado con la hidratacion de la
cuticula de la hoja, aunque no se conoce el mecanismo exacto por el cual ocurre

el aumento de la emision.

1.6. ;{COMO LLEGA LA INFORMACION DEL ESTADO DEL TIEMPO A LAS
PLANTAS?

La manera como las plantas distinguen la variacion de la temperatura aun se
desconoce a fondo [32, 183]. La energia luminosa es tomada por las células, la luz
que se percibe por el reloj bioldégico de todos los sistemas bioldgicos, incluidas las
plantas, pertenece a la region azul del espectro, sin embargo, los relojes
circadianos vegetales también tienen la capacidad de percibir la energia luminosa
del rojo al rojo lejano [32, 147]. La energia luminosa del exterior se recibe por los
fotorreceptores como fitocromos (PHY) y criptocromos (CRY); la informacion del
exterior es transmitida al oscilador central que es el encargado de medir la longitud
del periodo de diversos procesos (tiempo de floracion, movimiento de las plantas,
etc) a través del control de otros (control de la expresion génica, etc) (Véase
Figura 9) [32].
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Figura 9. Representacién esquematica del sistema circadiano en plantas [32].

1.7. CRONOBIOLOGIA

La cronobiologia es una ciencia joven que se ocupa de cuantificar e investigar los
mecanismos de la estructura temporal biolégica. Estos conceptos comenzaron a
formalizarse sélo a mediados del siglo XX, comprobando lo que se sospechaba
desde la antigledad: todas las funciones fisiolégicas, bioquimicas vy

comportamentales son periddicas [72, 139, 140].
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El término cronobiologia, es un neologismo que procede de los vocablos “chronos”
(tiempo), “bio” (vida) y “logie” (ciencia). Esta ciencia incluye, entre otras, las
siguientes disciplinas: cronofisiologia, cronopatologia y cronofarmacologia, la cual,
a su vez, comprende cronotoxicologia y cronoterapia, siendo la cronofisiologia una
de las mas importantes. Estas disciplinas, requieren métodos que pueden ser

validados; la metodologia empleada es la ritmometria [139].

1.8. RITMOMETRIA

Un ciclo es una sucesion de acontecimientos que se dan de forma repetitiva,
conservando el mismo orden sin tener en cuenta el tiempo en que tienen lugar.
Cuando los ciclos ocurren de manera constante y previsible en un intervalo de
tiempo, se habla de ritmo [107]. Los ritmos se clasifican en endégenos y
exdgenos, dependiendo si son o no generados por el propio organismo; y
circadianos, ultradianos e infradianos, segun su tiempo de duracién [15, 48, 72,
107, 139].

Un ritmo se caracteriza por los siguientes parametros [107, 139]:
e Periodo: duracién de un ciclo completo;
¢ Frecuencia: numero de ciclos por unidad de tiempo;
¢ Nivel medio (o mesor): valor medio de la variable estudiada;
e Amplitud: diferencia entre el mesor y el valor maximo alcanzado por la
variable durante el periodo;

e Fase: describe la relacion entre dos 0 mas ritmos.
1.9. RITMOS EXOGENOS Y ENDOGENOS
Desde muy temprano, en la historia, se reconocia en los seres vivos la existencia

de ritmos de 24 h que se relacionan con los periodos de luz y oscuridad del

ambiente. Los ritmos biolégicos pueden haber surgido como respuesta a
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determinadas variables ambientales ciclicas (exposicion a la luz, variacion de la
temperatura, humedad, etc), que actuan como temporizadores o zeitgebers (del
aleman “Zeit", tiempo; “Geber”’, dador) modelando en los organismos una

representacion endoégena del tiempo externo [136, 139, 148].

Aproximadamente en el afo 400 A.C., Androstenes dio una de las primeras
descripciones de ritmos biologicos, describiendo el movimiento de las hojas de
Tamarindos indicus, que al igual que las hojas de muchas especies, presentaban
una posicién durante las horas del dia (en general, casi horizontal) y otra hacia la
mitad de la noche (casi vertical). En 1729, el astronomo francés Jean Jacques
d’Ortous de Mairan publicé sus observaciones sobre la actividad foliar de Mimosa
sp., en plantas aisladas del ciclo luz-oscuridad, lo cual constituyé la primera
descripcion formal de un ritmo en ausencia de variaciones ambientales, sugiriendo
su posible naturaleza enddgena [43, 146, 148]. En la Figura 10, se observa la
planta en su ciclo normal, sobre el mueble, turgente de dia y flacida de noche,
pero al colocarla al interior del mueble igualmente mantiene el mismo ciclo. Como
estos movimientos no requerian de luz solar intensa durante parte del ciclo de 24
horas, se concluyd, que los movimientos eran controlados endégenamente [146,
148].

Figura 10. Experimento de Jean Jacques d’Ortous de Mairan [148].

Pasaron 30 afos antes de que se confirmara su experimento, y 250 antes de que

se reconociera en general la existencia de un reloj enddgeno. Para determinar las
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causas endogenas de los ritmos, éstos se estudian en ausencia de variaciones
ambientales, o sea, en condiciones constantes de exposicion a la luz, oscuridad,

temperatura, humedad, etc [146].

Colin Pittendrigh plantea el problema de la naturaleza exdégena vs. endoégena de
los ritmos bioldgicos desde la perspectiva evolutiva, de modo que en sus origenes
los seres vivos se someterian al orden temporal impuesto por el ambiente, vy,
conforme evolucionaron "asimilando" el tiempo externo, dieron origen a su propia
organizacion temporal. Asi el correlato bioldgico-geofisico se explica por la
impresion original del ambiente, mientras que sus diferencias se deben a las
caracteristicas particulares de las especies para adaptarse al medio ambiente
[43].

Otra propiedad importante de los ritmos son los fendmenos fotoperiddicos, que
ocurren especialmente en zonas donde las estaciones climaticas son muy
marcadas. Ante la ocurrencia de un ambiente predecible, los organismos pueden
realizar ajustes en sus funciones para anticiparse a periodos de condiciones

desfavorables [43].

1.10. RITMOS CIRCADIANOS

Un ritmo circadiano es aquél que persiste con una periodicidad de
aproximadamente 24 h bajo condiciones constantes, es decir, en ausencia de la
sefal externa originaria. El reloj se ajusta mediante sefales ambientales tales
como las variaciones de luz-oscuridad o temperatura que tienen lugar tanto al
amanecer como al oscurecer y prepara a los organismos regulares en su
ambiente, de manera que puedan anticipar su respuesta a unas condiciones que

tendran lugar en un momento concreto del dia [32, 43].
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El reloj circadiano de las plantas controla un gran numero de procesos bioldgicos.
Los analisis realizados utilizando el genoma de Arabidopsis thaliana (planta
modelo) muestran que el 11% de los genes presentan regulacion diurna, mientras
que entre un 2 y 6% de los genes de Arabidopsis thaliana presentan oscilacion
circadiana de los transcritos. Estos resultados sugieren que la expresiéon de un

gran numero de genes pudiera estar bajo control del reloj circadiano [32].

El reloj circadiano es vital para la sincronizacion de distintos procesos de
desarrollo como la floracion, donde el papel del reloj circadiano en el control de la
floracion esta siendo exhaustivamente estudiado en la actualidad. Procesos tales
como el movimiento de los cloroplastos, movimiento de las hojas y cotiledones,
apertura de los estomas y la elongacion del hipocotilo muestran todos ritmicidad
circadiana en Arabidopsis thaliana. A nivel celular, las concentraciones citosodlicas

de calcio libre muestran ritmicidad circadiana [32, 43].

1.11. METODOS DE OBTENCION DEL EXTRACTO Y ACEITE ESENCIAL

1.11.1. Destilacion — extraccion con solvente simultanea

Este método fue introducido en 1966 por Likens y Nickerson [122], combinando
simultaneamente la destilacion con arrastre de vapor y la extraccion con solvente. El
disefio original de Likens y Nickerson ha sido sometido a varias modificaciones;
Maarse y Kepner (1970, citado por Nufiez [122]) afiadieron una camiseta de vacio al
conducto de la matriz y un condensador con hielo seco; Groenen (1976, citado por
Nufez [122]) modificd los brazos laterales en “U” e introdujo “dientes” Vigreux en el
conducto del solvente. Finalmente, Godefroot y colaboradores reportaron un método
de analisis cuantitativo para AEs, basado en el sistema modificado de destilacién -
extraccion con solvente simultanea, a microescala [71]. Este equipo, esta disefiado
de tal manera, que permite extraer cantidades considerables de componentes

usando cantidad minima de solvente.
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Figura 11. Equipo de destilacién — extraccion con solvente simultanea [71].

En la Figura 11 se muestra el equipo de destilacion-extraccion con solvente
simultanea, que consta de dos balones separados y conectados por vias diferentes a
un condensador. El primer balén (A) contiene el material vegetal y agua destilada, y
el segundo (B), el solvente. EIl balon que contiene la muestra se calienta hasta
100°C en un bafo con aceite durante dos horas, simultaneamente el baléon que
contiene el solvente se calienta a bafio Maria a 70°C (en el caso del diclorometano)
[122, 159].

1.11.2. Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas

La destilacion es uno de los procedimientos mas empleados para la obtencién de
AEs. Industrialmente la destilacion se realiza en varias formas tales como
destilacion con agua o hidrodestilacion, destilacion con agua y vapor, y destilacion
con vapor directo. En Canada, J. Paré y colaboradores [127, 128] patentaron la

técnica de hidrodestilacién asistida por microondas MWHD, utilizada para la
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extraccion de AEs. En el método modificado [159], el material vegetal se sumerge
en agua (aproximadamente una tercera parte del material) en un equipo de
destilacién tipo Clevenger y se somete a la accion de la radiacion de microondas,
que al calentar el agua hasta ebullicion produce vapores que atraviesan las
estructuras celulares y permiten la expulsion del AE contenido en ellas, luego, el
AE arrastrado por el vapor de agua, es condensado y colectado. La destilacidon
termina cuando todo el aceite es liberado de las glandulas que lo contienen. Las
ventajas con respecto a las técnicas de destilacidn tradicionales son la rapidez del
proceso, economia y ademas, los AEs obtenidos se encuentran libres de

productos de descomposicion térmica y de contaminantes [56].

1.12. ANALISIS DE LOS ACEITES ESENCIALES Y LOS EXTRACTOS

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) es
una de las herramientas analiticas mas importantes para el estudio de la
composicion de mezclas complejas obtenidas a partir de las plantas. Es un
método adecuado para la identificacion debido a que los componentes del aceite y
extractos son compuestos volatiles y de bajo peso molecular (< 300 Da) [158,
159]. Los componentes de la esencia se separan en la columna cromatografica y
luego entran a la camara de ionizacion del MS. Se registra el espectro de masas
de cada uno de los compuestos separados. Los constituyentes del aceite se
identifican con base en patrones de fragmentacion, que se observan en sus MS
[158].

Para la identificacion de los componentes de los aceites y extractos mediante GC-
MS se emplean dos criterios tal como se describe en la Figura 12 [74, 144]. Los
tr pueden ser “afectados” por diferentes variables, tales como: la técnica de
inyeccion, las variaciones de temperatura o flujo de los gases, el disefio del

equipo, entre otros. Por ello, ha sido necesaria la introduccion de parametros mas
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‘reproducibles” como son los tiempos de retencién relativos y los indices de
retencién de Kovats (introducidos por E. Kovats en 1958) [100, 138, 153, 158].

~
Criterio Tiempos de retencion (tr)
cromatografico = jndices de retencion (1)
Identificacion =~
GC-MS o (.
Criterio Espectros de masas
espectroscopico  Patron de fragmentacion
.

Figura 12. Criterios para la identificacion de compuestos presentes en una

mezcla.

El método GC-MS permite realizar en una sola operacion, un analisis cualitativo
junto con una indicacion de las proporciones en las que se encuentran los
componentes en un aceite, utilizando una muestra del orden de 1 uL. Cuando se
dispone de sustancias patrén, la calibracion del equipo permite un analisis
cuantitativo exacto de la muestra. La forma como las dos técnicas se acoplan, se
puede observar en la Figura 13 [114, 153].

Camara de
T ionizacion
Interfase |
Analizador
L] I
Dz go SISTEMA DE
DATOS

SISTEMA DE VACIO

CROMATOGRAFO DE ESPECTROMETRO DE
GASES MASAS

Figura 13. Principales bloques de un cromatégrafo de gases acoplado a un

espectrometro de masas (GC-MS).
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1.13. ANALISIS DE MERCADO

El mercado mundial de productos y servicios provenientes de la biodiversidad esta
en un continuo crecimiento; en 1998 los productos naturales no maderables
generaron US$ 60 billones de doélares anuales, los extractos vegetales
medicinales aportaron US$ 16.5 billones de ddlares y las drogas provenientes de
plantas unos US$ 30 millones de ddlares [11]. El uso de la flora con fines
comerciales es una interesante alternativa de desarrollo para Colombia. Sin
embargo, su manejo debe garantizar sostenibilidad social, econémica, ambiental,
biologica y cumplimiento del derecho de propiedad intelectual. Para evaluar la
viabilidad de comercializacion de estos productos, se revisan comportamientos
histéricos de consumo, con los cuales, se construyen proyecciones a corto y
mediano plazo, para obtener estimaciones de demanda de determinados
productos [131]. La gran mayoria de las empresas colombianas que pertenecen al
sector naturista podrian calificarse dentro del grupo de pequenas y medianas
empresas, pero, éste es uno de los sectores con mayores perspectivas de

crecimiento [58].

1.13.1. Mercado mundial de las plantas aromaticas

Tradicionalmente, la mayor parte de la produccion de plantas aromaticas y
medicinales ha estado concentrada en regiones con clima moderado o
semitropical. Los principales mercados consumidores de plantas medicinales son:
Alemania, China, Japon, Estados Unidos, Francia, Italia, Reino Unido y Espafia.
Dentro de los principales productores y exportadores de plantas medicinales se
encuentran China, India, Indonesia, Nepal, Sri Lanka, Alemania, Brasil, Chile y
Argentina [9, 58, 86, 132].

El comercio internacional de productos aromaticos ha venido experimentando un

constante crecimiento a partir de los afios 70 (Véase Figura 14). Esta expansion

de la demanda se debe a diversos factores, entre los cuales figuran: 1. Los
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productos sintéticos no pueden sustituir satisfactoriamente todos los AEs; 2. Los
costos para la manufactura sintética de algunos AEs o sus componentes son mas
elevados que su obtencion a partir de las fuentes naturales, y 3. Los consumidores
cada vez mas prefieren ingredientes naturales en la composicion de diversos

productos de consumo [5, 14, 67].

Algunos factores de impacto social relevante son:

e Moda: el énfasis en tener una apariencia joven y bella, aumenta la
demanda por los AEs usados en la industria cosmética;

e Homeopatia/Aromaterapia: durante los ultimos anos, el uso de AEs en
medicina alternativa y terapias ha incrementado la demanda por los
mismos;

e Comida sana: los consumidores cada dia son mas concientes de los
aspectos de salud en la comida. Esto estimula la utilizacion de sustitutos
naturales de las grasas, endulzantes, antioxidantes y otros ingredientes, en

donde los AEs y oleorresinas entran a jugar un papel importante.
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Figura 14. Evolucion del comercio mundial de plantas aromaticas

(En millones de toneladas por quinquenios desde 1970 hasta 2001) [14].
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1.13.2. Mercado mundial de los aceites esenciales

Cerca del 50% de la produccion mundial de AEs es utilizada en saborizantes,
predominantemente, en bebidas no alcohdlicas y dietéticas. El restante de la
produccion se usa en fragancias (25%), aromaterapia (10%), fitoterapia (5%) y
para el fraccionamiento y la obtencién de sustancias quimicas de mayor valor
agregado (e.g. citral, eugenol, anetol, carvona, etc), empleados como materia
prima en la sintesis organica fina [39, 59, 64, 171]. En los ultimos afos las
exportaciones mundiales de AEs superan los mil millones de ddélares anuales.
EE.UU. es el principal exportador de AEs, seguido de Francia, Reino Unido, Brasil,
Argentina y China, que en conjunto concentran el 70% de las exportaciones

mundiales [40].

EE.UU. se ha convertido en un gran productor de Menta piperita (Véase Figura
15). Sus principales centros productivos son Michigan, Indiana, Oregon y al sur de
Washington, donde el cultivo de la menta esta confinado a los valles de Columbia
y Yakima. La menta cultivada en este pais, es del tipo de la “Menta Negra”, que

fue importada desde Inglaterra en 1816 [40].

AE de limén

6% i
AE delima AE de Menta
3% piperita
24%

AEs agrios
7%
Resinoides
9%
AE demas

AE de mentas

naraonja AE 15%
1% ag;g;) Los demas
12% AEs
13%

Figura 15. Aceites esenciales exportados por Estados Unidos [40].
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El flujo de importaciones mundiales de AEs es de alrededor de 1300 millones de
ddlares. Los cinco primeros paises importadores de AEs concentran el 63% de las

importaciones mundiales (Figura 16).

Paises bajos
3%
China
4%

Canada
30

México &
4%

EE.UU.

Suiza
6%
Alemania
7%

Japon

7% Reino Unido Francia
1% 13%

Figura 16. Principales paises importadores de aceites esenciales [40].

El principal pais importador de AEs a nivel mundial son los EE.UU., que ostenta el
mismo rol en las exportaciones del sector; esto mismo se repite con los otros dos
principales importadores, Francia y Reino Unido, que, a su vez, también son
grandes exportadores de AEs. Los ultimos dos son comercializadores de AEs y de
aceites redestilados (refinados). Estos paises son grandes productores y
exportadores de determinados AEs (mentas), pero no de otros, dependiendo del
clima y suelo que requiera cada especie silvestre o cultivada, por lo que participan,
a su vez, como importadores de aquellos aceites para los cuales tengan demanda

insatisfecha [40].

1.13.3. Mercado nacional de plantas aromaticas y aceites esenciales

Colombia es un pais tropical privilegiado por su posicidon geografica, cuenta con
gran variedad de climas y topografia. El cultivo de plantas aromaticas y la posterior
obtencion de sus AEs, surgen como una posibilidad de aprovechamiento,

generando una agroindustria de tecnologia relativamente barata con escasa
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produccion de desechos, poca demanda de insumos y un valor agregado

importante [55].

Segun el Instituto de Recursos Bioldgicos “Alexander von Humboldt”, Colombia es
un pais importador de productos naturales no maderables y se esta tratando de
revertir este hecho, substituyendo importacién con produccion nacional. Durante el
afno 2000, Colombia importé AEs por un valor superior a los 6.9 millones de
dolares; monto muy superior a los 2.1 millones de délares que exportd durante ese
mismo ano. Los principales AEs importados por Colombia son los aceites de

citricos (naranja, limon, lima) y los aceites de mentas (Menta piperita) [55].

1.13.3.1. Mercado nacional de Lippia alba

Por el reciente desarrollo y la informalidad del sector, no se conoce el numero
exacto de empresas que producen o comercializan productos naturales. Segun un
sondeo realizado a empresarios del sector, en Colombia existen actualmente
cerca de 100 laboratorios naturistas, y 2500 establecimientos que comercializan
sus productos. Entre ellos, se encuentran las tiendas naturistas, los centros
meédicos, y meédicos independientes, que usan aromaterapia y otras homeopatias

en sus practicas [123].

1.13.3.1.1. Precio de compra a proveedores

Los precios de compra de L. alba que reportan los comercializadores en las plazas
de mercado presentan rangos muy variables. La minima cantidad que se compra
es el atado, el cual equivale aproximadamente a 400 g del material en fresco y su
precio minimo varia en cada ciudad: mientras que en Bogota y en Medellin la
mayoria consigue el atado desde $500 pesos, en el resto de las ciudades el
minimo es de $1.000 [123].
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1.13.3.1.2. Cantidades obtenidas del proveedor

La cantidad de planta, que compran por semana, los comercializadores de los
puestos de venta en las plazas de mercado es poco significativa. De acuerdo con
los proveedores no existe una preferencia clara por alguna parte de la planta, se
comercializan igualmente hojas, ramas y tallos, sin indicar en caso alguno el

empleo de raices o flores, la cantidad puede ir desde 1 a 7 paquetes [123].

Finalmente, la carvona, componente mayoritario de la L. alba y en general, la
industria de los AEs, representa importantes beneficios econdmicos; en este
proceso de crecimiento y de diversificacidon agroindustrial de nuestro pais, es
importante crear espacios de investigacion. El presente trabajo tiene como objetivo
comparar el contenido de la carvona en los extractos de hojas de L. alba,
obtenidos a diferentes horas de colecta; asi mismo se busca determinar la hora
del dia cuando se obtenga mayor rendimiento del AE. Para el cumplimiento de
dichos objetivos se determinaron las condiciones adecuadas de operacion del
equipo de destilacion — extraccién con solvente simultanea (SDE), asi como su
reproducibilidad y repetibilidad; también se midieron las condiciones climaticas
para determinar su influencia en la produccion de la carvona. Los resultados
ofreceran informacion importante a las comunidades campesinas y a las
asociaciones de productores del pais, para un mejor manejo de los recursos y

generacion de mayores ingresos.
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2. ANALISIS CIENCIOMETRICO

La ciencia y los cientificos, como toda actividad humana, requieren ser evaluados
para poder confiar en sus conclusiones y establecer una escala de prioridades y
jerarquias en las investigaciones [44, 89]. La evaluacién de las actividades
cientificas y tecnoldgicas tiende a ser una practica habitual en la mayoria de los
paises destacados en Ciencia y Tecnologia, que se plantean como reto evaluar y
rendir cuentas de los programas de gasto publico en investigacion en forma

“habitual, sistematizada y comparable” [103, 174].

La Vigilancia Tecnoldégica (VT) es un proceso sistematico en el que se capta,
analiza y difunde informacion de diversa indole —econdmica, tecnoldgica, politica,
social, cultural, legislativa—, mediante métodos legales, con el animo de identificar
y anticipar oportunidades o riesgos, para mejorar la formulacién y ejecucién de la

estrategia de las organizaciones.

Dentro de las actividades de la VT se analizan principalmente las publicaciones
técnicas y cientificas; patentes, proyectos de investigacién y desarrollo (I+D),
ofertas tecnoldgicas, tesis doctorales, eventos, e informacion no estructurada,
entre otras fuentes. En la Figura 17, se presenta un esquema basico sobre el ciclo
de la VT.
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Figura 17. Pasos de la vigilancia tecnoldgica.

La Cienciometria dentro de la Vigilancia Tecnoldgica esta dirigida al estudio
cuantitativo de la investigacion cientifica, reflejada principalmente en articulos y
patentes [24, 45]. Su interés es aportar elementos de valor sobre el grado de
actualidad o desarrollo de un campo cientifico o area de conocimiento. Mediante

esta metodologia se pueden identificar:

e Periodos de crecimiento o declive de una disciplina (desde el interés por
publicar o patentar);

¢ Redes colaborativas de investigacién en el campo;

e Principales fuentes de informacién en las que se divulga determinada
actividad cientifica;

e Lineas de investigacion a partir de la relacion de términos encontrados en
articulos y patentes y las capacidades cientificas de los grupos que

participan.
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Teniendo en cuenta estas consideraciones, en el presente trabajo se aplico la
metodologia de la cienciometria de estudios sobre la Lippia alba y la carvona,
objetos de investigacion del proyecto de grado. La ficha de busqueda para Lippia

alba se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Ecuacion de busqueda utilizada en el estudio cienciométrico de Lippia

alba.

Base de datos consultada Elsevier a través de Scopus
Periodo de observacion 1980 — 2007
Ecuacion de busqueda title-abs-key-auth(lippia alba) and (exclude(subjarea,

"phys") or exclude(subjarea, "mate") or

exclude(subjarea, "mult") or exclude(subjarea, "heal"))
Fecha de consulta 9 de febrero de 2007

Numero de resultados 49

obtenidos

De acuerdo con el periodo consultado, 1980 — 2006, se presentan 49 registros.
Entre 1980 y 1990, tan solo se encuentra 1 articulo cientifico, a partir de 1991 y
1999 se nota un esporadico interés en el tema. A partir del 2000, se aprecia una
tendencia creciente en el numero de trabajos de investigacion, en los afios 2002 y
2006 se presentan 8 registros (Ver Figura 18), segun la base de datos de Elsevier

(Scopus).
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Figura 18. Dinamica de las publicaciones cientificas relacionadas con la Lippia

alba.

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta: 9 de febrero de 2007. Ecuacion de busqueda: <title-abs-key-
auth(lippia alba) and (exclude(subjarea, "phys") or exclude(subjarea, "mate") or exclude(subjarea, "mult") or

exclude(subjarea, "heal")). Numero de registros: 49.

Se identificaron también las principales revistas cientificas indexadas en la base
de datos de Elsevier, a través de Scopus, empleando como criterio de evaluacion
el numero de articulos cientificos relacionados con L. alba publicados en las
diferentes revistas. Teniendo en cuenta este factor, se encuentra que en el
“Journal of Ethnopharmacology” se encuentra la mayoria de registros (9), tal y
como se presenta en la Figura 19. Esta revista, contiene informacion sobre
plantas medicinales, observaciones e investigaciones de actividades biolégicas de

plantas, y sustancias de origen animal, usados en la medicina tradicional.
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Figura 19. Principales revistas cientificas donde se publica la mayor cantidad de

trabajos cientificos sobre Lippia alba (registros mayores de 2).

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta: 9 de febrero de 2007. Ecuacion de busqueda: <title-abs-
key-auth(lippia alba) and (exclude(subjarea, "phys") or exclude(subjarea, "mate") or exclude(subjarea, "mult") or

exclude(subjarea, "heal")) . Numero de registros: 49.

Las actividades de investigacion relacionadas con Lippia alba, en las areas de
farmacologia, toxicologia y farmacéutica son el reflejo del alto potencial biolégico y
farmacolégico que pueden llegar a presentar los compuestos mayoritarios del
aceite esencial de esta planta. En cuanto a las areas de biologia y agricultura,
también muestran una alta aplicacion de L. alba, posiblemente debido a las
propiedades quimicas y biolégicas que poseen las diferentes variedades vy
quimiotipos de esta planta. La distribucion de las areas de conocimiento
consultada en la base de datos de Elsevier (Scopus) se presenta en la Figura 20,
donde se observa que el rango de aplicabilidad de esta planta es muy amplio, el
cual va desde agentes de flavour, y/o principios activos en preparados
farmacoldgicos, perfumes hasta aditivos en alimentos, entre otros. En conclusion,
se puede afirmar que la planta Lippia alba es un modelo de estudio bioldgico,

quimico, bioquimico y farmacoldégico.
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Bioquimica, genética y Farmacologia,
biologia molecular, 6 toxicologia y
farmacéutica, 33
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Figura 20. Distribucion de los trabajos cientificos sobre Lippia alba, segun el area

de conocimiento.

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta: 9 de febrero de 2007. Ecuacion de busqueda: <title-abs-
key-auth(lippia alba) and (exclude(subjarea, "phys") or exclude(subjarea, "mate") or exclude(subjarea, "mult") or

exclude(subjarea, "heal")) . Numero de registros: 49 .

Segun los datos encontrados en la base de datos de Elsevier (Scopus), la relacién
de autores y el numero de publicaciones muestran que la mayor actividad en
investigacion sobre L. alba es realizada por autores brasileros; debido,
posiblemente, al enfoque comercial que dedica este pais a la explotacion de sus
recursos naturales, seguida de investigadores latinoamericanos pertenecientes a
paises como Cuba, Uruguay, Colombia y Argentina, que presentan climas
tropicales donde el cultivo de la planta es totalmente apto para el desarrollo de su
cultivo e investigacién. La gran variedad de trabajos realizados por cientificos de
diferentes partes de Latinoamérica demuestran la capacidad de adaptacion de la
planta a cualquier tipo de variacion ambiental. Por otra parte, autores que trabajan
con plantas cultivadas en la India reportan actividad en investigacion sobre L. alba,
las cuales tienen caracteristicas quimicas y biolégicas similares a las

anteriormente mencionadas (Véase Tabla 9).
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Tabla 9. Autores que reportan investigaciones sobre Lippia alba.

Autores principales NUumero de registros
De Abreu Matos, F.J. 3
Silveira, E.R.
Craveiro, AA.
Leitdo, S.G.
Bizzo, H.R.
Lima, M.A.S.
Barbosa, F.G.
Bansal, R.P.
Lopes, D.
Bahl, J.R.
De Lima, T.C.M.
Viana, G.S.B.
Do Vale, T.G.
Viccini, L.F.
Alencar, J.W.
Matos, F.J.A.
Stashenko, E.

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus), fecha de consulta: 9 de febrero de 2007. Ecuacion de busqueda <title-abs-
key-auth(lippia alba) and (exclude(subjarea, "phys") or exclude(subjarea, "mate") or exclude(subjarea, "mult") or
exclude(subjarea, "heal")). Numero de registros: 49.

= NN DNDNDNDNDDNDNMNDNDNDNDNDNDNDNDMDNDNDDNDDN

Otros datos consultados son algunas patentes sobre L. alba y sus derivados, las
cuales han sido registradas en oficinas como Japanese Patent Office y US Patent
Office. Las patentes muestran estudios de variacion genética de la planta; una de
ellas, es la reportada por Kumar et al. [101], la cual muestra la modificacién de la
variacion de aroma y composicién quimica de una especie de L. alba originaria de

Uruguay y trasladada a la India.

En la Tabla 10 se muestra la ficha técnica utilizada para la busqueda de carvona

en su estudio cienciométrico.
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Tabla 10. Ecuacion de busqueda utilizada en la metodologia de la cienciometria

sobre carvona.

Base de datos Elsevier a través de Scopus

consultada

Periodo de observacion 1980 — 2007

Ecuacion de bﬂsqueda <title-abs-key-auth ~ (carvone) and (exclude(pubyear, 1976) or

exclude(pubyear, 1973) or exclude(pubyear, 1972) or exclude(pubyear,
1970) or exclude(pubyear, 1977) or exclude(pubyear, 1974) or
exclude(pubyear, 1979) or exclude(pubyear, 1969) or exclude(pubyear,
1980) or exclude(pubyear, 1968) or exclude(pubyear, 1975) or
exclude(pubyear, 1978) or exclude(pubyear, 1971)) and
(exclude(subjarea, "eart") or  exclude(subjarea, "phys") or
exclude(subjarea, "soci") or exclude(subjarea, "ener") or exclude(subjarea,
"mate") or exclude(subjarea, "ceng") or exclude(subjarea, "engi") or
exclude(subjarea, "psyc") or exclude(subjarea, "mult")) and
(exclude(pubyear, 1967) or exclude(pubyear, 1966) or exclude(pubyear,
1949) or exclude(pubyear, 1962) or exclude(pubyear, 1951) or
exclude(pubyear, 1963) or exclude(pubyear, 1981) or exclude(pubyear,
1958) or exclude(pubyear, 1964) or exclude(pubyear, 1953) or
exclude(pubyear, 1957) or exclude(pubyear, 1961) or exclude(pubyear,
1954) or exclude(pubyear, 1965)) and (exclude(pubyear, 1947) or
exclude(pubyear, 1944) or exclude(pubyear, 1929) or exclude(pubyear,
1945) or exclude(pubyear, 1937) or exclude(pubyear, 1911) or
exclude(pubyear, 1912)

Fecha de consulta 11 de julio de 2007
Numero de resultados 624

obtenidos

De acuerdo con el periodo consultado, 1980 — 2007 (Véase Figura 21), se
presentan 624 registros sobre la carvona. En el afio 1981 y en el periodo de 1982
y 1987 se encontraron 14 articulos cientificos sobre carvona. En 1988 se presento
un incrementd notable en la produccion cientifica de este compuesto con un total
de 57 resultados. Lo contrario se observa en el periodo entre 1989-1999, donde la
investigacion sobre carvona fue totalmente inactiva. Entre el ano 2000 y 2006, el

nivel de investigacion se mantuvo constante, ratificando el amplio campo de
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aplicaciéon de la carvona y el interés de busqueda de fuentes naturales y sintéticas

a partir de sus formas de enantioméricas.

Nimero de registros
> 8 8 &8 g 8 3

1980 1981|1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988|1989 1990/ 199111992 1993 1994 1995 1996 1997 1998|1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Sere/ 0 /4 0 05 0 9 05 0 0 0[O0 0 0 0 0 O 0 0 5 6 6 70 73 73 61 34

Figura 21. Dinamica de las publicaciones cientificas relacionadas con carvona.

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta: 11 de julio de 2007. La ecuacién de busqueda utilizada es la

registrada en la Tabla 10. Numero de registros: 624.

Los trabajos encontrados en la busqueda realizada para carvona incluyen
investigaciones relacionadas con la sintesis quimica de productos derivados de
carvona, los cuales presentan interés farmacoldgico, biolégico, usos ambientales,
en alimentos y hasta como ingredientes en productos odontologicos. Las revistas
cientificas que lideran los estudios relacionados con carvona son Tetrahedron
Letters y Journal of Organic Chemistry con 59 y 53 registros, respectivamente
(Véase Figura 22). En estas revistas fueron encontradas nuevas metodologias
sintéticas a partir de las diferentes formas enantioméricas de este compuesto.
Para la revista Flavour and Fragance Journal se reportaron 43 resultados de
busqueda, que confirman la utilidad y aplicacion de la carvona en diversos tipos de

estudio.
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Figura 22. Principales revistas cientificas donde se publican la mayor cantidad de

trabajos cientificos sobre carvona (registros mayores de 7).

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus), fecha de consulta: 11de Julio de 2007. Fuente: base de datos Elsevier (Scopus).
Fecha de consulta: 11 de julio de 2007. La ecuaciéon de busqueda utilizada es la registrada en la Tabla 10. Nimero de
registros: 624.

En cuanto a las actividades de investigacién relacionadas con la carvona, las
areas de quimica, bioquimica, genética y biologia molecular presentan un mayor
numero de registros, demostrando las propiedades quimicas y bioldgicas que
posee este compuesto (Véase Figura 23). El amplio rango de areas de
investigacion de carvona que va desde agricultura, farmacologia, toxicologia hasta
medicina, neurociencia, inmunologia y microbiologia, es el reflejo de las diversas

aplicaciones que puede tener este compuesto.
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Figura 23. Distribucion de los trabajos cientificos sobre carvona, segun el area de

conocimiento.

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta: 11 de julio de 2007. La ecuacién de busqueda utilizada es la

registrada en la Tabla 10. Numero de registros: 624.

En la Tabla 11 se reportan los autores y numeros de registros encontrados para
carvona. Se observa, que el profesor A. Srikrishna, Ph.D. de la Universidad de
Hyderabad (G. Mehta), tiene la maxima produccion cientifica relacionada con
carvona, quien reporta trabajos de la sintesis de nuevos farmacos a partir de la
carvona. La importancia de la carvona en la sintesis organica se debe al gran

interés para encontrar nuevos farmacos con estructura de terpenoides.

Tabla 11. Autores que reportan investigaciones sobre carvona.

Autores principales Numero de registros
Srikrishna, A. 55
De Groot, A. 17
Jansen, B.J.M. 16
Abad, A. 12
Agullo, C. 12
Cunat, A.C. 12
Shing, T.K.M. 11
Buchbauer, G. 10
Gharpure, S.J. 9
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Tabla 11. Continuacién
Reddy, T.J.
Krishnaiah, Y.S.R.
Anebouselvy, K.
Demirci, B.
Croteau, R.

Laska, M.

Fuente: Base de datos Elsevier (Scopus). Fecha de consulta: 11 de julio de 2007. La ecuacién de busqueda utilizada es la
registrada en la Tabla 10. Numero de registros: 624.

O ~NN~N~N®

En cuanto a las patentes reportadas sobre carvona, su numero es de 26, en el
periodo consultado, 1983-2007, y su distribucion entre los afios es menor de 4
patentes, asi como se observa en la Figura 24. La fuente de informacion utilizada

fue el software Matheo Patent (www.matheo-patent.com) y la fecha de consulta

fue el 9 de septiembre de 2007. Algunas de las patentes encontradas estan
enfocadas en la produccion sintética de la carvona, por ejemplo, las realizadas por
Mulder, P et al [120] y Davey, P.N. et al. [52] y otras, se relacionan con el uso de
algunos de sus isbmeros como captador de mosquitos o como saborizantes en

goma de mascar [177-179].

Numero de patentes

1983 | 1984 | 1985 | 1086 | 1987 | 1988 | 1989 | 1990 | 1991 | 1992 | 1993 | V94 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001|2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007

‘ Serie | 2 2 1 0 0 0 1 1 2 1 0 0 0 0 0 2 1 4 2 1 2 1 2 0 1

Figura 24. Dinamica de registros de patentes sobre la carvona.

Fuente: Base de datos Matheo Patent. Fecha de consulta: 9 de septiembre de 2007. La ecuacion de busqueda: carvone.

Numero de registros: 26.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

La metodologia general que se empled en el estudio del ciclo circadiano de la

carvona presente en las hojas de Lippia alba, se ilustra en la Figura 25.

.. -
Lippia alba 1.  Determinar mejores
e condiciones de
operacion del equipo
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I el |
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ANALISIS DE LOS EXTRACTOS Y ACEITES POR GC-MS

COLUMNA COLUMNA
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v

CUANTIFICACION DE LA CARVONA POR GC
Figura 25. Metodologia general aplicada en la determinacion de la carvona

presente en las hojas de Lippia alba durante el dia y la noche.
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3.1. RECOLECCION DE LAS HOJAS DE Lippia alba

Las hojas de L. alba, se recolectaron de un cultivo experimental ubicado en el
complejo agroindustrial del Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM, de
la Universidad Industrial de Santander (UIS) (Véase Figura 26). Para todas las
extracciones, se utilizaron hojas sin deterioro, maduras, de tamano similar, recién
recolectadas y enteras. El area de la parcela experimental fue de ca. 4,83 m? y las
plantas tenian 18 meses de edad. La recoleccion del material vegetal (MV) se

realizd en época de floracion de la plantas (3 meses después del ultimo corte).

Figura 26. Diferentes vistas del cultivo experimental de la especie Lippia alba

ubicado en el complejo Agroindustrial del CENIVAM.

La parcela experimental se dividid en dos zonas, asi como se muestra en la
Figura 27 (una para cada técnica de extraccion empleada). Se seleccionaron 5
plantas (Denominadas: 1A, 2A, 3A, 4A y 5A) para la recoleccién del material
vegetal (MV) utilizado en las extracciones por SDE y 7 plantas (Denominadas: 1B,
2B, 3B, 4B, 5B, 6B y 7B) para las extracciones por MWHD.
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SDE MWHD
Figura 27. Distribucion de las plantas en el cultivo experimental.

Se realizdé un andlisis del suelo, con el fin de determinar la calidad del mismo
usando como criterio la cantidad de elementos menores (Ca, Mg, Na, Al), azufre y
otros elementos importantes como N, P y K. La muestra se tomé de varios puntos
de la parcela experimental de L. alba. El andlisis fue realizado en el Laboratorio
Quimico de Suelos, de la Escuela de Quimica de la UIS, bajo la direccién del Qco.

Jaime Camargo Hernandez.

3.2. IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA ESPECIE Lippia alba

La caracterizacion taxonémica de la planta L. alba
(Véase Figura 28), se realiz6 en el Instituto de Ciencias
Naturales, Facultad de Ciencias, de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Bogota. El pliego testigo
quedo depositado como muestra permanente en el
Herbario Nacional de Colombia, (COL, Bogota) asi:
Lippia alba (Mill) N.E.Br, COL N° 512078. La planta fue
clasificada por el doctor José Luis Fernandez.

Figura 28. Lippia alba (Mill) N.E Brown ex Britton & Wills.
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3.3. EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES DE
LAS HOJAS DE Lippia alba

La metodologia experimental se dividié en dos partes:

1. La variacion circadiana de la carvona presente en el extracto de las hojas de L.
alba, obtenido por la técnica de destilacion-extraccion con solvente simultanea.

2. Determinacion de la variacion del rendimiento del AE extraido de las hojas de L.
alba por MWHD.

3.3.1. Destilaciéon - extracciéon con solvente simultanea

Para la obtencion de los extractos se emplearon dos equipos de SDE, los cuales
se disenaron teniendo en cuenta las dimensiones reportadas por Godefroot et al.
[71] (Véase Figura 29).

e | Dedo frio | '

1
’_Solventey I
| bafio Maria I

Figura 29. Equipo de SDE empleado para la obtencién de los extractos de L. alba.
El MV se pesd en una balanza Mettler Toledo PB1502-5 con una precision de +

0,01 g. Para todas las extracciones, se obtuvo una porcion de MV de cada una de

las 5 plantas seleccionadas (zona de extraccion senalada para SDE), se
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homogeneiz6 la muestra y se tomaron 10,05 + 0,02 g. Las extracciones de los
metabolitos secundarios volatiles de las hojas de L. alba por SDE, recolectadas
durante 24 horas, se realizaron por quintuplicado (en cinco dias diferentes, en los
gue no se presentaron precipitaciones) y en intervalos de tres horas, comenzando
a las 3 a.m. En la Tabla 12, se indica la cantidad de MV utilizado en cada uno de

los muestreos y para cada hora de analisis.

Tabla 12. Cantidad de material vegetal utilizado para el analisis por SDE a

diferentes horas de recoleccion de la planta.

CANTIDAD DE MATERIAL VEGETAL, g

Hora de recoleccioén Muestreo

1 2 3 4 5 X S CV, %
3 10,08 10,07 10,07 10,01 10,05 10,06 +0,03 0,28
6 10,04 10,01 10,06 10,01 10,06 10,04 +0,03 0,25
9 10,07 10,06 10,06 10,08 10,06 10,07 + 0,01 0,09
12 10,04 10,05 10,08 10,06 10,03 10,05 +0,02 0,19
15 10,07 10,09 10,08 10,05 10,06 10,07 +0,02 0,16
18 10,01 10,01 10,04 10,02 10,09 10,03 +0,03 0,34
21 10,08 10,03 10,07 10,07 10,07 10,06 +0,02 0,19
24 10,05 10,07 10,05 10,04 10,06 10,05 10,01 0,11

Para todas las muestras, el procedimiento y las condiciones de extraccién fueron las
siguientes: el MV previamente pesado se coloco dentro de un balén de 100 mL con
40 mL de agua; en un balon de 10 mL se adicionaron 3 mL de diclorometano (grado
HPLC) y en el cuerpo de extraccion se adicionaron 3,3 mL de diclorometano y 1,5
mL de agua. Las temperaturas de los bafios de aceite y agua al iniciar la extracién
fueron 140 y 62 °C, respectivamente. El tiempo de extraccion fue de 1 h y 20 min de
recirculacion del diclorometano en el cuerpo de extraccion, segun la metodologia
planteada por Godefroot et al. [71] e implementada en el Laboratorio de
Cromatografia. Los extractos obtenidos se concentraron a 0,5 mL con un flujo

constante de nitrégeno, se adiciond 1 pL del patron interno (n-tetradecano) y se
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afor6 a 1 mL con diclorometano. Posteriormente, las muestras fueron inyectadas
al GC-MS.

3.3.2. Extraccion por hidrodestilacion asistida por la radiacion de
microondas

Se utilizé la técnica de hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas, de
acuerdo con el procedimiento descrito por Stashenko, E.E. et al. [159]. EI montaje
consté de un equipo de destilacién tipo Clevenger con reservorio de destilacion
Dean-Stark y adaptacién para calentamiento por radiacién de microondas a través
de un horno doméstico marca LG-Intelowave con potencia de salida de 1200 W,
empleado al 70% de la potencia (840 W), como se muestra en la Figura 30.

Figura 30. Equipo de hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas,

empleado para la obtencion de los aceites esenciales de Lippia alba.

Para todas las extracciones se obtuvo una porcion de MV de cada una de las
plantas seleccionadas (zona para MWHD, 1B, 2B, 3B, 4B, 5B, 6B y 7B), la
muestra se homegeneizo y se tomaron 200,14 + 0,03 g. Las extracciones durante
24 horas se realizaron por triplicado (en tres dias diferentes, sin precipitaciones) y

en intervalos de tres horas, comenzando a las 3 a.m. En la Tabla 13, se indica la
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cantidad de material vegetal en cada uno de los muestreos realizados por MWHD

en las diferentes horas.

Tabla 13. Cantidad de material vegetal utilizado para el analisis por MWHD a

diferentes horas de recoleccion de la planta.

CANTIDAD DE MATERIAL VEGETAL, g

Hora de recoleccion Muestreo

1 2 3 X S CV, %
3 200,13 200,12 200,15 200,13 +0,02 0,01
6 200,16 200,15 200,19 200,17 +0,02 0,01
9 200,13 200,19 200,13 200,15 +0,03 0,02
12 200,17 200,17 200,08 200,14 + 0,05 0,03
15 200,18 200,13 200,18 200,16 +0,03 0,01
18 200,14 200,13 200,14 200,14 + 0,01 0,00
21 200,10 200,13 200,14 200,12 +0,02 0,01
24 200,11 200,13 200,13 200,12 + 0,01 0,01

El procedimiento y las condiciones experimentales se muestran en la Figura 31.

Material Balon de 2 L + H,O (350 mL)
vegetal
Extraccion por
60 min
Na,SO,
AE
(secante)
- - 0,
Rendimiento, % SopL —— Aforando a 1 mL con
CH.Cl,
Se inyecta 1 pL
GC-MS

Figura 31. Condiciones de extraccion y preparacion de los AEs de L. alba.

61



3.4. DETERMINACION DE LAS FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

3.4.1. Evaluacion de la repetibilidad del sistema de inyeccién
Para evaluar la repetibilidad del sistema de inyeccion se inyectdé una misma

muestra tres veces, y se determinaron los siguientes parametros: tg y areas.

3.4.2. Experimentos de reproducibilidad de la técnica de extraccién SDE

Para los experimentos de reproducibilidad se escogié un punto de referencia (o
planta) sobre la zona delimitada para SDE del cultivo experimental de L. alba.
Segun el procedimiento descrito en el Numeral 3.3.1, fueron realizadas las
extracciones por tres analistas y equipos de extraccién diferentes. En las
extracciones, los tres analistas obtuvieron una porcién de MV del punto de
referencia seleccionado, pesando 10,04 + 0,02 g de hojas. En la Tabla 14 se
muestra la cantidad de material vegetal recogido por cada uno de los analistas en
las diferentes horas. Posteriormente, se realizaron las extracciones de los
metabolitos secundarios volatiles de las hojas de L. alba por SDE durante 24

horas, en intervalos de tres horas.

Tabla 14. Cantidad de material vegetal utilizado para el estudio de reproducibilidad

de la técnica de extraccion SDE a diferentes horas de colecta de la planta.

CANTIDAD DE MATERIAL VEGETAL, g

Hora de recoleccién Analista

1 2 3 X S CV, %
3 10,02 10,01 10,07 10,03 +0,03 0,32
6 10,06 10,07 10,01 10,05 +0,03 0,32
9 10,02 10,02 10,06 10,03 +0,02 0,23
12 10,04 10,07 10,05 10,05 +0,02 0,15
15 10,04 10,04 10,09 10,06 +0,03 0,29
18 10,01 10,08 10,01 10,03 +0,04 0,40
21 10,02 10,06 10,03 10,04 +0,02 0,21
24 10,01 10,04 10,07 10,04 +0,03 0,30
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3.4.3. Experimentos de repetibilidad de la técnica de extraccion SDE.

Los experimentos de repetibilidad para el método de extraccion SDE, se realizaron
manteniendo el MV dentro de un vaso tipo Dewar casero, con el objetivo de
conservar las hojas en el nitrégeno liquido (Aga Fano S.A) durante el mayor

tiempo posible (Véase Figura 32).

Nitrégeno Liquida

RecipienteDewar

Espacic d rt=cto del
ecipiente con materid it féa;;nm ?qcu?dn ¥ -

get = Hojzs deligoiz recipiente con [m.
Hbz. seqetal]

Figura 32. Almacenamiento del material vegetal para los experimentos de

repetitividad para la técnica de extraccion SDE.

Se utilizd un recipiente de aluminio para depositar las hojas y el nitrdgeno liquido, el
aislamiento se realizd con varias capas de aserrin prensado con pegante para
madera e icopor. EI MV se recolecté de un solo punto de referencia (o planta) y a
una misma hora (3:00 p.m.), a la cual se midieron variables ambientales como:
temperatura del suelo y del aire, humedad e intensidad luminica. El procedimiento de
extraccion se realiz6 como se describe en el Numeral 3.3.1. Para las extracciones,
se recolectd una porcion de MV del punto de referencia seleccionado, de la cual

se tomaron 10,07 + 0,02 g de hojas de L. alba. En la Tabla 15 se muestra la
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cantidad de MV utilizado para tres extracciones realizadas con hojas conservadas

en nitrogeno liquido.

Tabla 15. Cantidad de material vegetal utilizado para el andlisis de repetibilidad de

la técnica de extraccion SDE.

CANTIDAD DE MATERIAL VEGETAL, g

Hora de recoleccion " —
mB? MCN1 MCN2° X S CV, %

15 10,07 10,05 10,09 10,07 +0,02 0,20

a: Muestra blanco, b: Primera muestra con nitrégeno, c: Segunda muestra con nitrégeno.

3.5. MEDICION DE LAS VARIABLES AMBIENTALES.

En todos los muestreos se realizaron mediciones de temperatura del suelo y del
aire, intensidad luminica y humedad del suelo en la parcela y en las plantas
seleccionadas, tomando 5 puntos constantes para cada registro. Para la
temperatura del suelo se utilizé un termémetro digital de punzén KEX-50 y para la
humedad y temperatura ambiente se empled un termohidrémetro, que registraba las
variables ambientes con ayuda de un sensor; ambos dispositivos fueron
proporcionados por el Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM, y se

muestran en la Figura 33.

Dispositivo para

temperatura del suelo Termohidrometro
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Figura 33. Dispositivos utilizados en las mediciones de temperaturas del suelo y del
aire y de la humedad.
Por otra parte, las mediciones de la intensidad luminica se realizaron con una foto-
resistencia acoplada en circuito a un multimetro, la cual fue sumistrada por el grupo
de investigacion en Electronica Recreativa y Aplicada de la Escuela de Ingenieria
Electronica de la UIS. La foto-resistencia registra valores inversamente
proporcionales a la cantidad de radiacion solar. En la Figura 34 se observa la
calibracion de la foto-celda, la cual se realizd en el Laboratorio de Optica y
Tratamiento de Sefiales (Escuela de Fisica, Universidad de Industrial de Santander,

colaboracién del Dr. Arturo Plata).

Figura 34. Esquema general del procedimiento realizado para la calibracion de la

foto-resistencia (Laboratorio de Optica y Tratamiento de Sefiales, UIS).
3.6. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

La identificacion de la carvona y de los metabolitos secundarios volatiles presente

en las hojas de L. alba se realizé empleando la técnica analitica de cromatografia
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de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), usando dos columnas

capilares de fases estacionarias diferentes, polar y apolar.

3.6.1 Columna apolar

El andlisis se llevd a cabo en un cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890
Plus Series GC System, y un detector selectivo de masas (MSD) Agilent
Technologies 5973 Network (Véase Figura 35), ubicado en el Laboratorio de

Cromatografia de la UIS.

Figura 35. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus, y un detector
selectivo de masas (MSD) Agilent Technologies 5973 Network.

Los parametros operacionales definidos para la identificacion de los componentes

separados en la columna cromatografica DB-5MS, se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Parametros operacionales del GC-MS para el analisis de metabolitos
secundarios extraidos por SDE y MWHD de las hojas de Lippia alba, usando la

columna cromatografica DB-5 MS.

Cromatoégrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus Series GC System vy
un detector selectivo de masas (MSD) Agilent Technologies 5973 Network
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Tabla 16. Continuacion

> Sistema de inyeccion :

= Inyector split/splitless (250°C, relacion de split 1:30).
= Gas de arrastre: He (99,9995%, Aga Fano S.A), presion de entrada en la

cabeza de la columna de 16,47 psi y una velocidad lineal de 26 cm s™.

> Sistema de separacion:

= Columna capilar apolar: DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de
60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 ym, dk.

» Fase estacionaria: 5% fenil—poli(metilsiloxano).

= Programacion de la temperatura del horno: 45°C (5 min) hasta 150°C (2 min)
@ 4°C/min, luego, hasta 250°C (5 min) @ 5°C/min, finalmente, @ 10°C/min
hasta alcanzar 275°C (15 min).

= Temperatura de la camara de ionizacion: 230 °C.

= Temperatura de la linea de transferencia: 280 °C.

* Flujo constante de He: 1 mL/min.

= Energia de electrones: 70 eV.

= Rango de masas: m/z 40-350.

= Barrido automatico de frecuencia (full scan) a 4,75 scan s™.

»= Analizador de masas cuadrupolar (150 °C).

> Procesamiento de datos:

= Sistemas de datos: HPMSChemStation (Version 1.05).
= Bases de datos: NBS 75K, ADAMS, WILEY 138Ky NIST 02.

3.6.2. Columna polar

Para este analisis, se empled un cromatdgrafo Agilent Technologies 6890N
Network Series GC System, y un detector selectivo de masas (MS) Agilent
Technologies 5975K, ubicado en el Laboratorio de Cromatografia de la UIS (Véase
Figura 36).
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Figura 36. Cromatografo Agilent Technologies 6890N Network, y un detector
selectivo de masas (MSD) Agilent Technologies 5975.

Los parametros operacionales definidos para la identificacidn en la columna

cromatografica DB-WAX se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Parametros operacionales del GC-MS para el analisis de metabolitos
secundarios extraidos por SDE y MWHD de las hojas de Lippia alba, usando la

columna cromatografica DB-WAX.

Cromatégrafo Agilent Technologies 6890N Network Series GC System, y un
detector selectivo de masas (MSD) Agilent Technologies 5975.

> Sistema de inyeccion :

» Inyector automatico Agilent Technologies 7683B Series Injector
split/splitless (250°C, relacién split 50:1).
= Gas de arrastre: He (99,9995%, Aga Fano S.A), presion de entrada en la

cabeza de la columna de 16,47 psi y una velocidad lineal de 26 cm s™.

> Sistema de separacion:

=  Columna capilar polar: DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), de
60 m x 0,25 mm, D.I. x 0,25 pm, d.
» Fase estacionaria: entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol).

= La programacion de la temperatura fue la siguiente: desde 45°C (5 min)
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Tabla 17. Continuacion

hasta 150°C (3 min) @ 3°C/min, y hasta 220°C (5 min) @ 4°C/min.
= Temperatura de la camara de ionizacion: 230 °C.
* Flujo constante de He: 1 mL/min.
= Los espectros fueron obtenidos por impacto de electrones.
= Energia de electrones: 70 eV.
= Temperatura de la linea de transferencia: 250 °C.
= Rango de masas: m/z 40-350.
= Barrido automatico de frecuencia (full scan) a 4,75 scan s™.

» Analizador de masas cuadrupolar (150 °C).

> Procesamiento de datos:

e Sistemas de datos: HPChemStation (Version D.02.00.275).
= Bases de datos: ADAMS, WILEY 138Ky NIST 02.

3.7. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS VOLATILES DE LAS HOJAS DE Lippia alba.

Para la identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de L. alba se
emplearon espectros de masas e indices de retencion [7]. Los indices de Kovats
[100] se calcularon teniendo en cuenta los tiempos de retencidon de una serie
homodloga de patrones de hidrocarburos desde Cqo hasta Cys, corridos bajo las
mismas condiciones operacionales que las de los AEs y los extractos, empleando
las columnas DB-5MS y DB-WAX. Para su determinacién, se empleé la siguiente

féormula:

I, = 100 n + 100 PRX_IR"} (Ecuacion 1)
trn — trn
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Donde:

lk: indice de retencién del compuesto de interés;

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

N: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye después del compuesto
de interés;

trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés;

trn Y trn: Tiempos de retencién de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto x.

Para la cuantificacion de los componentes presentes en los extractos y AEs se
emple6 como estandar interno n-tetradecano. La concentracibn de cada

compuesto se calculé mediante la siguiente férmula:

A
Cy =Cpx A : (Ecuacion 2)
A

Donde:

Cx: Concentracion (ppm) del compuesto de interés;

Ca: Concentracion (ppm) del estandar interno (n-tetradecano);
A.: Area del compuesto de interés;

Aa: Area del estandar interno (n-tetradecano).
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3.8. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA) DE LOS
EXTRACTOS Y ACEITES ESENCIALES DE LAS HOJAS DE Lippia alba

Con el fin de establecer la relacién entre la variacibn composicional de los
extractos y AEs de las hojas L. alba obtenidos por SDE y MWHD vy la hora del dia,
se realizd un analisis estadistico multivariable de tipo PCA (Analisis de
componentes principales) (PCA, STATISTICA Version 6.0, StatSoft Inc., Tulsa,
Oklahoma, EE.UU.). De igual forma, para tener un analisis mas claro de la
influencia de la hora de colecta sobre la composicién quimica de las hojas de L.
alba, se relacion6 cada una de las variables ambientales registradas (temperatura
del suelo, temperatura ambiente, humedad e intensidad luminica) con los
componentes principales obtenidos mediante las dos técnicas de extraccion
empleadas. Los resultados se clasificaron en subconjuntos, segun su distancia en
el espacio formado por los componentes principales obtenidos del conjunto de los

datos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se hace una discusion de los resultados obtenidos, acorde con los
objetivos de investigacion planteados. Como ya se ha mencionado, para alcanzar
los objetivos, el trabajo se ha dividido en dos partes. En la primera, se analiz6 el
contenido de carvona presente en las hojas de L. alba, recolectadas durante el dia
y la noche, y su relacion con los parametros ambientales. En la segunda parte, se
estudio la variaciéon del rendimiento del AE obtenido en diferentes etapas del ciclo

circadiano de la planta.

4.1. ANALISIS FiSICO-QUIMICO DEL SUELO

El analisis fisico-quimico del suelo del cultivo experimental de Lippia alba, que se
presenta en la Tabla 18, muestra que se trata de un terreno franco-arcillo arenoso;
con niveles no detectables de cobre; bajo contenido de materia organica,
nitrégeno, fésforo, magnesio, boro, manganeso y zinc; niveles medios de calcio,
potasio y azufre; contenido normal de sodio y pH ligeramente acido (pH=6,2). En
este terreno las plantas presentaron un desarrollo foliar y caracteristicas fisicas

adecuadas.

Tabla 18. Elementos presentes en el suelo del cultivo experimental de Lippia alba.

Elementos meq/100g Elementos
analizados suelo analizados ppm
Ca 5,70 S 11,9
Mg 0,71 B 0,27
Na 0,07 Fe 32,0
K 0,38 Mn 0,52
Al - Cu N.D*
Zn 0,96

*N.D: No detectable por debajo de la concentracion minima determinada por el método usado.
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4.2. FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

4.2.1. Repetibilidad de los parametros cromatograficos

Para la evaluacion de la precision (expresada como repetibilidad) del método
analitico utilizado, se tomd una muestra (extracto obtenido a las 15 h, del dia 3 de
extraccion) y se inyecto tres veces en el GC-MS bajo las mismas condiciones de
operacion usadas durante toda la investigacion, las cuales se describen en el
Numeral 3.6 de la Parte Experimental. Se calcularon la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion de los tr y las areas de los cinco compuestos
principales, que representan mas del 80% de la composicion, en el extracto
seleccionado, obtenido por SDE de las hojas de L. alba. Los resultados se

presentan en las Tablas 19 y 20.

Tabla 19. Estudio de la repetibilidad del método analitico usando los tg, obtenidos
por GC-MS (Columna DB-5, 60m), de los compuestos principales extraidos por
SDE de las hojas de L. alba.

Tiempos de retenciéon, min

N° de inyecciones

Compuestos* X S CV, %
1 2 3
Carvona 30,704 30,680 30,696 30,69 + 0,01 0,04
Limoneno 21,942 21,966 21,942 21,95 + 0,01 0,06
Piperitona 30,895 30,876 30,884 30,89 + 0,01 0,03
Piperitenona 33,972 33,975 33,965 33,971 + 0,005 0,02
Biciclosesquifelandreno 39,100 39,098 39,089 39,096  +0,006 0,01

*Los compuestos escogidos representan mas del 80 % de la composicion de las hojas de L. alba.

Tal como se muestra en la Tabla 19, se obtuvieron coeficientes de variacion por

debajo de 0,06 %. Estos valores son muy por debajo del valor maximo permitido
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que establecen las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP, ACS Professional
Reference Book), i.e. de 2 %; con ello, se evidencia la alta repetibilidad en las

inyecciones.

Tabla 20. Estudio de repetibilidad de las areas de picos cromatograficos obtenidos
por GC-MS (Columna DB-5, 60m), de los compuestos principales extraidos por
SDE de las hojas de L. alba.

AREA, cuentas

N° de inyecciones

Compuestos* X S CV, %
1 2 3
Carvona 1345495248 1316120097 1380156285 1,35E+09 + 3,21E+07 2,38
Limoneno 1164405868 1180194166 1193212386 1,18E+09 + 1,44E+07 1,22
Piperitona 109577709 105644923 112147967 1,09E+08 + 3,28E+06 3,00
Piperitenona 227690665 222117057 245743595  2,32E+08 £ 1,24E+07 5,33

Biciclosesquifelandreno 142183795 136097019 156544832 1,45E+08 + 1,05E+07 7,24

*Los compuestos escogidos representan mas del 80 % de la composicion de las hojas de L. alba.

Los resultados, que aparecen en la Tabla 20, muestran una alta repetibilidad en
las mediciones de las areas de picos cromatograficos, ya que cumplen con las
exigencias de Buenas Practicas de Laboratorio (GLP), que recomiendan valores

inferiores al 10 % para las areas de los picos cromatograficos.

4.3. REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD DEL METODO DE EXTRACCION

4.3.1. Repetibilidad de la técnica de extraccion

Con el fin de evaluar la repetibilidad de la técnica de extraccion SDE, se realizaron

tres extracciones siguiendo el procedimiento descrito en el Numeral 3.4.3 de la
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Parte Experimental; la muestra representativa, de la cual se realizaron tres
extracciones, se recolecté a las 15 h y se conservé dentro de un frasco tipo Dewar

fabricado caseramente.

Se evalué la precision (expresada como repetibilidad) de la técnica de extracion,
inyectando los tres extractos obtenidos en el GC-MS, bajo los mismos parametros
operacionales, los cuales estan descritos en el Numeral 3.6 de la Parte
Experimental. Se calcularon la media, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion de tg y de las areas de los cinco compuestos principales, que
representan mas del 80% de la composicion, en los tres extractos obtenidos por

SDE de las hojas de L. alba. Los resultados se presentan en las Tablas 21 y 22.

Tabla 21. Estudio de la repetibilidad de la técnica de extraccidn, usando los tg,
obtenidos por GC-MS (Columna DB-5, 60m), de los compuestos principales

extraidos por SDE de las hojas de L. alba.

Tiempos de retencion, min

N° de extraccion

Compuestos* 1 2 3 X S CV, %
Carvona 30,599 30,643 30,625 30,62 +0,02 0,07
Limoneno 21,786 21,802 21,808 21,805 +0,004 0,02
Piperitona 30,891 30,876 30,869 30,88 +0,01 0,04
Piperitenona 33,923 33,960 33,945 33,94 +0,02 0,05
Biciclosesquifelandreno 39,076 39,080 39,078 39,079 + 0,001 0,004

*Los compuestos escogidos representan mas del 80 % de la composicion de las hojas de L. alba.
Tal como se muestra en la Tabla 21, se obtuvieron coeficientes de variacion por

debajo de 0,07 %. Estos valores no sobrepasan el valor maximo permitido que

establecen las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP), i.e. de 2 %.
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Tabla 22. Estudio de la repetibilidad de la técnica de extraccion usando las areas

de picos cromatograficos obtenidos por GC-MS (Columna DB-5, 60m), de los

compuestos principales extraidos por SDE de las hojas de L. alba.

AREA, cuentas

N° de extraccion

Compuestos* )_( S CV, %
1 2 3
Carvona 1337703522 1228671951 1199728082 1,26E+09 + 7,28E+07 5,8
Limoneno 937571631 906023883 867315626  9,04E+08 + 3,52E+07 3,9
Piperitona 137026798 130640233 127699409 1,32E+08 +4,77E+06 3,6
Piperitenona 193429601 221026044 194097154  2,03E+08 + 1,57E+07 7,8
Biciclosesquifelandreno 132338946 91835404 91847648 1,05E+08 + 2,34E+07 22,2

*Los compuestos escogidos representan mas del 80 % de la composicion de las hojas de L. alba.

Los resultados, que aparecen en la Tabla 22, muestran una alta repetibilidad en

las mediciones de las areas de picos cromatograficos, ya que cumplen con las

exigencias de Buenas Practicas de Laboratorio (GLP), que recomiendan valores

inferiores al 10 % para las areas de los picos cromatograficos. Solo, el

biciclosesquifelandreno reporté un valor superior al permitido.

Con los resultados obtenidos en el analisis de repetibilidad de la técnica de

extraccion SDE, mostrados en las Tablas 21 y 22, se puede concluir, que para las

extracciones que se realizaron durante el ciclo circadiano de la planta, las

variaciones en el contenido de la carvona presente en el extracto de las hojas de

L. alba, no se debian a la técnica de extraccion.
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4.3.2. Reproducibilidad de la técnica de extracciéon (SDE)

La reproducibilidad de la SDE se determind realizando las extracciones por
triplicado, con tres analistas diferentes. En la Tabla 23 se muestran los resultados

de estos experimentos.

Tabla 23. Reproducibilidad de la técnica SDE, evaluando el contenido de carvona

en cada una de las muestras obtenidas.

Concentracién, ppm

Hora de Analista

recoleccién 1 2 3 X S CV, (%)
3 8786 10231 11248 10000 + 1237 12,3
6 10102 10995 11065 10700 +536 5
9 11444 10770 11191 11100 + 340 3.1
12 10753 10247 11574 10900 + 669 6,2
15 10435 12058 12817 12000 +1217 10,3
18 9771 10099 10145 10000 + 203 2
21 11323 10295 6621 9000 + 2472 26,3
24 9753 9555 11234 10200 +917 9

Los resultados, que aparecen en la Tabla 23, muestran una alta reproducibilidad
en la medicién de la carvona, a una misma hora de recoleccion, con excepcion
para las mediciones realizadas a las 3, 15y 21 h (12,3; 10,3 y 26,3 %,
respectivamente), cuyos valores altos, posiblemente, se deben a las pequeias
diferencias en las dimensiones de diferentes equipos de extracciéon empleados
para los experimentos. Las mediciones de las 6, 9, 12, 18 y 24 horas cumplen con
las exigencias de las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP), que recomiendan

valores inferiores al 10%.
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4.4. CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS EXTRACTOS Y ACEITES DE
Lippia alba

4.41. Extractos de las hojas de Lippia alba obtenidos por destilaciéon-
extraccion con solvente simultanea

Los extractos se obtuvieron de las hojas de L. alba recolectadas de un cultivo
experimental a diferentes horas del dia y la noche. La metodologia y condiciones

de extraccion fueron descritas en el Numeral 3.3.1 de la Parte Experimental.

En la Figura 37, se ilustra el perfil cromatografico tipico, obtenido bajo las
condiciones operacionales descritas en el Numeral 3.6.1, de metabolitos

secundarios volatiles de las hojas de L. alba, aislados por SDE.

/‘é"t 24 / E " C;H3

Limoneno H -

Carvona
CH,

CH; CHj

26

istd vy

28

11

14 15
4 21
1y2 3 | 7l 9 nl | 3134 441 42
A A A A A AN
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Figura 37. Perfil cromatografico tipico del extracto de hojas de L. alba obtenido
por SDE. Columna DB-5MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La

identificacion de los picos se reporta en la Tabla 24.
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En la Tabla 24, se registran los compuestos aislados e identificados por GC-MS
segun el orden de elucion en la columna DB-5MS, para cada uno de los extractos
correspondientes a las diferentes horas de recoleccion junto con sus indices de

retencidn y sus concentraciones (ppm).

En el extracto obtenido por SDE se detectaron, por GC-MS, 47 compuestos en
concentraciones >2 ppm; se identificaron positivamente 46 compuestos que
constituyen alrededor del 97,9 % de las muestras analizadas, usando indices de
Kovats (en columnas polar y apolar) y espectros de masas (El, 70 €V), bajo los
parametros de integracion aplicados (umbral de integracion, Thshd = 16, y area de
rechazo del pico en la base = 1). La identificacién de los compuestos carvona y
limoneno, fue confirmada utilizando patrones certificados de R-carvona y R-
limoneno, indices de Kovats y sus espectros de masas. La cuantificacién de los
compuestos de los extractos se realizd6 empleando la técnica de estandar interno,

siguiendo el procedimiento descrito en el Numeral 3.7 de la Parte Experimental.

Los siguientes fueron los principales componentes presentes en los extractos de
hojas de L. alba: carvona (40,7 - 39,25 %), limoneno (33,40 - 32,40 %),
piperitenona (7,18 - 7,50 %), piperitona (3,55 - 3,24 %) y biciclosesquifelandreno
(4,08 - 3,20 %). De acuerdo con los compuestos mostrados en la Tabla 24, se
observo, que la composicién quimica concuerda con la reportada por Stashenko et
al. [159] en cuanto a los componentes mayoritarios, aislados por la misma técnica
de extraccion. Sin embargo, el numero de compuestos identificados en la planta

fue mayor en el presente trabajo.
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Tabla 24. Composicion quimica y concentraciones (ppm), de los componentes en los extractos de L. alba, aislados por SDE.

N Ik Concentracién (ppm), Hora de recoleccién, (n = 5)

l:i;(.) Compuesto 3 6 9 12 15 18 21 24
37 DB o> X+ s XM+ s X +s XM+ s X +s XM+ s X +s XM+ s
1 801 1024 Hexanal 8* 10* 0 12* 0 0 2= 6*
2 844 1081 trans-3-Hexenol 60 + 26 60+ 13 306 50 + 24 707 7030 60 + 25 50 + 24
3 939 1161 a-Pineno 406 403 40+ 6 409 407 409 405 30+4
4 954 1178 Canfeno 100 £ 15 110 £ 12 110 £ 14 110 £ 26 110 £ 17 100+ 22 100 + 13 90+ 12
5 959 1199 Benzaldehido 10* 15* 0 19* 16 * 0 1 10*
6 969 1130 Sabineno 8* 13* 0 1312 11* 0 10* 9*
7 979 1205 B-Pineno 6+6 6+3 8+9 1012 10+ 10 4+4 4+3 4+6
7 979 1203 Octen-3-ol 24+6 24+3 32+9 20+ 12 20+ 12 16 +4 16+3 16+ 6
8 991 1212 Mirceno 270 £ 39 290 + 25 270+ 18 290 + 45 280 + 30 260 + 51 270 £ 31 240 + 21
9 1009 1172 p-Cimeno 40+8 40+ 10 40+ 10 40+ 11 40t6 40+ 12 40+ 10 306
10 1040 1256 Limoneno ® 9000 + 1264 9500 + 566 9200 + 555 10000 + 1070 9500 +938 9000 *+ 1427 9000 + 1040 8100 * 480
11 1049 1265 trans-B-Ocimeno 220 + 26 230+ 19 220+9 230 + 28 230+ 31 210+ 50 220+ 29 190 + 14
12 1090 1302 Terpinoleno 5* 0 13~ 13* 0 0 9* 5*
13 1095 1338 p-Cimeneno 20+2 20+ 1 20+4 20+ 3 20+2 20+2 20+2 20+3

* Compuestos que se detectaron en un solo dia de extraccion, a una hora de recoleccion. 'Promedio de cinco extracciones por SDE.
# Confirmado por espectrometria de masas, usando sustancia patrén. ® |dentificado tentativamente.



Tabla 24. Continuacion

14

15

15

16

17

18

18

19

20

21

22

23

23

24

25

26

27

1102

1128

1128

1134

1139

1143

1143

1156

1165

1181

1212

1232

1232

1262

1265

1267

1283

1312

1574

1334

1340

1344

1348

1356

1360

1356

1381

1406

1842

1442

1448

1448

1453

Linalool

endo-Fenchol
trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol
trans-Hidrato de pineno
cis-Oxido de limoneno

cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol
trans-Oxido de limoneno

Alcanfor

Hidrato de canfeno
Borneol

trans-Dihidrocarvona
trans-Carveol
Cumin aldehido °

Carvona ?

trans-Epoxido de
piperitona

Piperitona

trans-Oxido de carvona

140 + 20

3021

130 + 21

40 + 14

60 £ 14

30+3

6*

20070

30

80 +44

70 £44

11000 £1503

300 + 44

1000 + 234

50+ 18

150 + 22

3013

130 + 21

210+ 65

0

90 £ 50

70 £50

11700 £ 900

300 = 13

920+ 76

50+ 18

150+ 19

3014

130 £ 21

40 £12

60 + 12

30+2

0

21063

70 £ 49

11600 + 892

300 +47

920 + 67

50 + 23

160 + 26

40 =23

130 + 21

50+ 15

7015

30+4

0

190 + 62

2021

100 + 23

90 £ 23

12000 + 1469

300 = 54

1000 + 109

60 £ 11

150 £ 15

40 £ 17

140 £ 21

50 £ 17

80+ 17

302

0

190 + 36

80 + 64

11400 £ 781

300 + 66

940 + 90

60 + 22

130 £ 27

40 £ 19

130 + 21

70+£12

100 £ 12

30+4

0

160 + 24

20*

70 £ 46

70 £ 46

11000 + 1159

200 + 46

900 + 116

50 £ 17

140 £ 19

40+ 18

130 £ 21

40+ 14

70+ 14

302

10~

180 + 61

20+ 14

70+ 39

80 + 39

11000+ 988

200+ 115

800 + 332

50 + 20

130+ 16

3023

130 + 21

40+ 11

60 £ 11

30+3

9*

190 £ 72

40~

60 + 67

70 £ 67

11000 £ 1109

300 + 30

900 + 131

60 + 28

* Compuestos que se detectaron en un solo dia de extraccion, a una hora de recoleccién. 'Promedio de cinco extracciones por SDE.
& Confirmado por espectrometria de masas, usando sustancia patron. ® |dentificado tentativamente.



Tabla 24. Continuacion

28 1350 1517 Piperitenona 2100+ 354 2000 + 327 2100 + 289 2100+ 346 2100 + 400 2000 + 218 1900 + 198 1900 + 281
29 1385 1549 a-Copaeno 30 £10 20+ 11 3014 3014 3012 309 3010 40+ 3
30 1395 1556 B-Bourboneno 330 +57 340 + 39 350 + 92 400+ 74 400 + 98 330+ 98 340+ 16 320+ 71
30 1395 1596 B-Elemeno 180 +57 190 +39 190 +92 230 +74 230 +98 190 +98 190 +16 170 £ 71
31 1430 1491 B-Ylangeno 60 +8 60+5 60 + 12 709 70 £ 11 60 £ 14 60+5 60+9
32 1433 1585 trans-Cariofileno 20 +4 303 306 304 30+4 206 303 20+4
33 1443 1592 B-Copaeno 60 +8 607 60 + 14 70+ 10 7012 50+ 14 505 50 + 11
34 1455 1600 trans-B-Farnaseno 40 +16 40+ 14 40+ 19 50 + 11 60 + 21 40 £ 21 40t 4 40+ 18
35 1457 1617 allo-Aromadendreno 505 507 505 606 608 507 50+ 4 40+ 10
36 1474 1624 a-Guaineno 60 £ 15 60 £ 13 60 £ 19 70+ 12 70+ 15 50 £ 17 60 + 12 50 £ 15
37 1485 1660 y-Muuroleno 20 +3 206 20t 5 20+4 207 207 20t 4 206
38 1494 1603 Germacreno D 103 0 10~ 0 20~ 0 0 102
39 1494 1634 Biciclosesquifelandreno 1000 + 251 1100 + 212 1100 + 307 1200 + 167 1100 + 199 900 + 320 1000 + 205 900 + 244
40 1508 1645 Biciclogermacreno 60 + 16 60+ 17 7025 70 + 14 70+ 16 50 + 21 60 + 17 50 + 16
41 1529 1671 y-Cadineno 10+ 18 10+ 18 10+ 29 10+ 31 10 + 26 10 £ 28 10+8 10 £ 17
41 1529 1855 Cubebol 50+ 18 60 £ 18 70+ 29 60 £ 31 50 + 26 50 + 28 60+8 50 + 17
42 1593 2069 Germacreno D-4-ol 70+ 19 0 70+ 24 60 + 26 50+ 10 0 50 £ 30 60 + 19

* Compuestos que se detectaron en un solo dia de extraccion, a una hora de recoleccion. 'Promedio de cinco extracciones por SDE.
% Confirmado por espectrometria de masas, usando sustancia patron. ® |dentificado tentativamente.



En la Figura 38 se registran las principales familias de compuestos en uno, ya que
no se presentd variacion cualitativa, de los extractos de hojas de L. alba,
recolectadas a las 3 h y obtenidos por SDE, a saber: HM: Hidrocarburos
monoterpénicos, MO: Monoterpenos oxigenados, HS: Hidrocarburos

sesquiterpénicos y SO: Sesquiterpenos oxigenados.

40-
y
35-
30 y
2 251 y
® 20
o
= 15
(&)
10
> f
0 ‘
HM MO HS SO Otros

Grupos de familias

Figura 38. Distribucion de las principales familias de los compuestos en el extracto

de hojas de L. alba, obtenido por SDE.

El extracto de las hojas de L. alba puede clasificarse como de tipo
monoterpenoide; segun la Figura 38, donde se ilustra la composicion del extracto
de acuerdo con las familias de compuestos presentes, se observa que la mayor
proporcion corresponde a la familia de monoterpenos oxigenados (36,2%). Los
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos presentan una proporcién de
234 y 27,7%, respectivamente. Por ultimo, el contenido de sesquiterpenos

oxigenados es bajo (4,3%).
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4.4.2. Aceites esenciales obtenidos de las hojas Lippia alba, por

hidrodestilaciéon asistida por radiacion de microondas

En la Figura 39, se ilustra el perfil cromatografico tipico, obtenido por MWHD bajo
las condiciones operacionales descritas en el Numeral 3.6.1 de la Parte

Experimental, de metabolitos secundarios volatiles de las hojas de L. alba.

CH, CH,
CH; H:
6 o}
4/ I
34 2
CHy CH, 18/ “ CH, “cH
. CH; "CH, 3 3
Limoneno Carvona Biciclosesquifelandreno
19
istd
22 2
4 7 28 || 35
i l 9 15 l
A l A A
15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Figura 39. Perfil cromatografico tipico del AE de hojas de L. alba obtenido por
MWHD. Columna DB-5MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La

identificacion de los picos se reporta en la Tabla 25.

En la Tabla 25, se registran los compuestos identificados por GC-MS segun el

orden de elucion en la columna DB-5MS, para cada uno de los AEs
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correspondientes a las diferentes horas de recoleccion junto con sus indices de

retencidén y concentraciones (ppm).

En el AE obtenido por MWHD se detectaron, por GC-MS 41 compuestos en
concentraciones >10 ppm; se identificaron positivamente 40 compuestos que
constituyen alrededor del 97,9 % de las muestras analizadas, usando indices de
Kovats (en columnas polar y apolar) y espectros de masas (El, 70 eV), bajo los
parametros de integracién aplicados (umbral de integracion, Thshd = 16, y area de
rechazo del pico en la base = 1). La identificacién de los compuestos carvona y
limoneno, fue confirmada utilizando patrones certificados de R-carvona y R-
limoneno, indices de Kovats y sus espectros de masas. La cuantificacion de los
compuestos de los AEs se realizé6 empleando la técnica de estandar interno,

siguiendo el procedimiento descrito en el Numeral 3.7 de la Parte Experimental.

Los siguientes fueron los principales componentes presentes en los AEs de las
hojas de Lippia alba, extraidos por MWHD: carvona (38,2 - 39,0 %), limoneno
(30,2 - 28,9 %), biciclosesquifelandreno (10,8 - 9,8 %), piperitenona (6,0 - 5,6 %) y
piperitona (3,4 - 3,2 %).

De acuerdo con los compuestos registrados en la Tabla 25, se observd, que la
composicidon quimica concuerda con la reportada por Stashenko et al. [159] y
Duran, D.C. [56], en cuanto a los componentes mayoritarios, aislados por la misma
técnica de extraccion. Sin embargo, el numero de compuestos detectados en el

AE, reportado por Duran, D.C. [56], fue mas alto, con 65 compuestos.
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Tabla 25

. Composicién quimica y concentraciones (ppm), de los componentes del AE de Lippia alba, obtenido por MWHD.

N° Ik Concentracion (ppm), Hora de recolccién, (n=3)

T:Ii(;? Compuesto 3 6 9 12 15 18 21 24
39 DB-5 ‘2?;( xVts x"+s x"+s xVts x"+s xMts x"+s xMts
1 939 1161 o-Pineno 20+3 302 30+4 20+8 304 304 304 303
2 954 1178 Canfeno 706 709 70£12 60 + 23 80 +13 70+ 12 70£12 70 £ 11
3 979 1205 B-Pineno 62 3013 30+ 11 617 30+ 16 612 3019 30+18
3 979 1203 Octen-3-ol 24 +2 9+13 9+ 11 24 £ 17 9+16 24 £12 9+19 9+18
4 991 1212 Mirceno 200 +1 2102 200+ 12 170 £ 60 220+ 16 210+ 19 210+ 12 2006
5 1009 1172 p-Cimeno 30~ 40+ 1 303 20+9 40+3 40+3 40+ 1 301
6 1040 1256 Limoneno ? 7000 +200 7500 +493 6700 +353 6000+ 1724 7600 + 189 7200 + 337 7300 + 537 6900 + 634
7 1049 1265 trans-B-ocimeno 190 £ 1 210+ 17 200 + 20 180 £ 63 230 + 32 220+ 32 210+ 24 210+ 14
8 1090 1302 Terpinoleno 10* 0 14~ 10+2 0 11* 14~ 14*
9 1102 1312 Linalool 140 £ 1 140 + 24 130+ 19 120 £ 43 140 + 25 140 £ 17 140 + 20 140 £ 24
10 1128 1574 endo-Fenchol 80~ 805 702 60+ 18 703 703 702 805
11 1134 1340 trans-Hidrato de pineno 10~ 20+3 20+3 10+6 20+2 20+2 20+3 20t4
12 1139 1348 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 40 £ 1 4016 40+5 40+ 14 40+ 6 40+ 6 40+8 40+ 13
13 1143 1681 cis-Verbenol 40+ 1 505 4012 40+ 11 40+ 1 40+2 40+ 1 505
14 1181 1660 Isoborneol 150 £ 1 150 + 27 160 £ 12 170+ 73 150+ 3 160 £ 20 140 + 27 130+ 95
15 1185 1381 Borneol 50+ 2 401 307 3011 50 + 1 302 402 200
16 1212 1406 cis-Dihidrocarvona 40 +1 40+2 60 + 21 50 + 20 506 40+ 13 50+ 4 405
17 1232 1842 trans-Carveol 91+9 50 £ 60 80 £ 52 8073 70+ 75 80 + 51 70+76 80 + 89
17 1232 1356 cis-p-Menta-1(7),8-dien-2-ol 29+9 18 + 60 20+ 52 2073 2075 20 + 51 2076 3089

* Compuestos que se detectaron en un solo dia de extraccion a una hora de recoleccién. 'Promedio de tres extracciones por MWHD.

% Confirmado por espectrometria de masas, usando sustancia patron. ® |dentificado tentativamente.



Tabla 25. Continuacion

18

19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

1262
1268
1278
1335

1350

1386
1395
1397
1431
1434
1443
1455
1456
1474
1482
1486
1496
1508
1525
1528
1546
1591

1442
1448

1965

1517

1549
1556
1596
1491
1585
1592
1600
1617
1624
1660
1603
1634
1645
1671
1855
1784
2069

Carvona?

Piperitona

6-Hidroxi-carvotanacetona °

trans-Acetato de carvilo
Piperitenona

a-Copaeno
-Bourboneno
B-Elemeno
B-Ylangeno
trans-B-Cariofileno
B-Copaeno
trans-B-Farnaseno
allo-Aromadendreno
y-Gurjuneno
y-Muuroleno
Germacreno D
Biciclosesquifelandreno
Biciclogermacreno
y-Cadineno

Cubebol
6-Cadineno

Germacreno D-4-ol

9200 £ 561
660 + 17
40 £ 1
30~

1300 + 39

202
420 + 33
280 + 36
909
50+ 2
90t5
150 £+ 12
0
1105
304
307
2400 + 141
170 £ 17
0
120+ 4
19 *
100+ 6

9500 £ 446 8900 + 334
800+ 131 700100
50+7 40+6
30+4 30+4
1400 = 111 1300 + 254
20+4 40 £ 23
420 £ 31 420 £ 19
300 + 20 30013
50+5 90 +1
90+6 503
807 803
180 + 11 210 £ 11
80+4 90+4
110+ 10 120+ 6
302 404
305 3010

2400 +236 2600 * 91

170 + 35 130 +43
0 0
120 £ 12 1303
0 26~
1007 100 + 27

8000 + 2502
700 = 317
40 + 16
3010

1300 * 502

20+ 11
360 £ 115
300 + 108
80+ 29
40+ 16
70 £ 26
210+ 12
0
100 £ 37
30+ 11
3013
2300 + 816
180+ 78
0
110+ 47
21*
90 +43

9300 + 484
800 + 164
50+9
301

1400 = 122

304
400 £ 42
300 + 21
905
50+ 6
80+5
180 + 96
60 +4
110 £ 11
30+1
301
2600 + 234
170 £ 10
0
120+ 2
0
90 +20

9100+ 225
800 = 167
60 + 30
301

1400 = 119

303
420+ 16
320 £ 27
90+8
507
90 + 11
210179
80*
120 £ 16
301
302
2500 + 328
170 £ 37
13*
120 £ 16
23~
100 £ 13

9400 + 207
800 + 130
50+9
305

1400 + 250

30+3
520 + 197
310+ 53
90+6
505
90+6
190 £ 10
80 *
110+ 10
403
30+6
2500 + 197
190 + 27
0
120 + 16
0
100 + 20

8900 + 360
800 = 117
70+ 18
30+8

1400 + 282

40+ 24
430 + 44
300 £ 30
907
505
80x6
2109
70 *
110+ 10
304
307
2300 £ 177
170 £ 34
0
120 £ 14
21
100 £ 26

* Compuestos que se detectaron en un solo dia de extraccion a una hora de recoleccion. 'Promedio de tres extracciones por MWHD.

& Confirmado por espectrometria de masas, usando sustancia patron. ® |dentificado tentativamente.
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En la Figura 40 se registran las principales familias de compuestos en uno, ya que
no se presento variacion cualitativa, de los AEs de hojas de L. alba, recolectadas a
las 3 p.m. y obtenidos por MWHD, a saber: HM: Hidrocarburos monoterpénicos,
MO: Monoterpenos oxigenados, HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos y SO:

Sesquiterpenos oxigenados.

40+,
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>
>
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HM MO HS SO Otros

Grupos de familias
Figura 40. Distribucion de las principales familias de los compuestos en el aceite

esencial seleccionado de L. alba, obtenido por MWHD.

El AE de las hojas de L. alba puede clasificarse como de tipo monoterpenoide;
segun la Figura 40, donde se ilustra la composicién del AE de acuerdo con las
familias de compuestos presentes; se observa que la mayor proporcion
corresponde a la familia de monoterpenos oxigenados (38%). Los hidrocarburos
monoterpénicos y sesquiterpénicos representan 19,2 y 35,6%, respectivamente.

Por ultimo, el contenido de sesquiterpenos oxigenados es de 5,1%.

Las estructuras quimicas de los metabolitos secundarios volatiles identificados en
los aceites y en los extractos presentes en las hojas de L. alba, aislados por
MWHD vy SDE, respectivamente, organizados segun su orden de elucién en la

columna DB-5MS (60 m), véase Figura 41.
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Figura 41. Estructuras quimicas de los

presentes en las hojas de L. alba.
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En la Tabla 26 se registra la cantidad de analito por kilogramo de material
vegetal, calculada para los componentes mayoritarios de los AEs de hojas de L.

alba, obtenidos por MWHD, recolectadas a diferentes horas del dia y la noche.

Tabla 26. Cantidad de analito por kilogramo de material vegetal (M.V.) de los AEs

aislados de hojas de L. alba

Concentracion (g/kg de M.V.)b, hora de recoleccién

Compuesto 3 6 9 12 15 18 21 24
Limoneno 0,70 0,74 0,66 0,58 0,76 0,72 0,73 0,69
Carvona 0,92 0,95 0,89 0,78 0,93 0,91 0,94 0,89
Piperitona 0,07 0,08 0,07 0,07 0,08 0,08 0,08 0,08
Piperitenona 0,13 0,14 0,13 0,13 0,14 0,14 0,14 0,14

Biciclosesquifelandreno 0,24 0,24 0,26 0,23 0,26 0,25 0,25 0,23

® Promedio de tres extracciones.
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4.5. ANALISIS POR GC-MS DE LOS EXTRACTOS Y AEs DE Lippia alba.

Los metabolitos aislados de las hojas de la especie L. alba, fueron identificados
empleando los indices de retencién de Kovats, espectros de masas y patrones de
terpenos certificados para los dos compuestos mayoritarios, carvona y limoneno.
Para los indices de retencion se utilizaron sustancias patrén de hidrocarburos
lineales (C10-Cz5) y los espectros de masas (MS) obtenidos por impacto de
electrones (70 eV), los cuales fueron comparados con los reportados en la
literatura [7], con los de las bases de datos, asi como analizando “manualmente

espectros” estudiando patrones de fragmentacion de compuestos.

Los espectros de masas, obtenidos experimentalmente de cada compuesto
presente en las mezclas, se compararon también con los de las bibliotecas, a
saber: NBS 75K, WILEY 130K, NIST 2002 y ADAMS. A continuacién, se
presentan los espectros de masas tipicos, obtenidos experimentalmente, de los
componentes mayoritarios (en orden descendente de abundancia), y su

interpretacion.

» Carvona: Algunas de las propiedades fisico-quimicas que se reportan de
los isdbmeros de carvona presentes en algunas especies se muestran en la
Tabla 27 [78]. La distincion entre los isdmeros Opticos de carvona,
R-carvona y S-carvona, que pueden encontrarse en la planta, se debe
realizar por cromatografia quiral; este objetivo no fue planteado en esta
investigaciéon. Sin embargo, los espectros de masas de R-carvona y

S-carvona son idénticos.
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Tabla 27. Propiedades fisico-quimicas de R-carvona y S-carvona [78].

Propiedades fisico-quimicas R-Carvona S-Carvona
. C Liquido de color verde Liquido de color

Estado fisico y apariencia : : .1

paja amarillo palido
Punto de ebullicién 231 °C 230 °C
indices de refraccion 1,495 - 1499 a 20 °C 1,496 - 1,499 a 20 °C
Solubilidad Propilenglicol - Alcohol Propilenglicol - Alcohol
Insoluble Glicerina Glicerina
Gravedad especifica 0,956 -0,960a25°C 0,955-0,960a 25 °C
Rotacién o6ptica [+50]° - [+60°] [-57°] - [-62°]

Para la confirmacion de la carvona presente en L. alba, se utilizé un patron
certificado del isémero R-carvona, para el cual se registraron el tiempo de
retencion y su indice de retencion de Kovats, asi como se muestra en la
Figura 42 y la Tabla 28.

30.29

L

1500 20.00 2500 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 6500 70.00 min

Figura 42. Corriente i6nica del patron certificado de la carvona, GC-MS.
El (70 eV). Columna DB-5 (60 m).
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Tabla 28. Tiempo de retencion e indice de Kovats de la carvona.

Compuesto

tr (DB-5, 60 m), min Ik (t° program, DB-5, 60 m)

Patron certificado Extracto Lite[r;a]t ura Patrén certificado Extracto
Carvona 30,29 30,30 1243 1249 1262

Intensidad, %

El espectro de masas de la carvona, el componente mayoritario tanto en los
extractos como en los AEs de L. alba y del patron certificado, se presentan
en la Figura 43. La ionizacion disociativa de la carvona, por impacto de
electrones, se muestra en el Esquema 1 [38, 56, 114]. El ion molecular M™,
en m/z 150 (20%), sufre una ruptura de tipo retro-Diels-Alder (RDA), dando
origen a la formacion del fragmento pico de base, en m/z 82 (100%). Otros
iones importantes producidos a partir de ion M™ por pérdida del radical CHs,
y de una molécula de propeno, después de un reordenamiento de
hidrégeno, son: (M-CHz)" en m/z 135 (8%) y (M-C3Hs)" en m/z 108 (47%),
respectivamente. Este ultimo, (M-C3Hs)*, elimina posteriormente un radical
CHs, originando el fragmento en m/z 93 (43%), tal como aparece en el
Esquema 1. El fragmento, pico de base, en m/z 82, sufre pérdida de una

molécula de CO, dando origen al cation-radical (C4Hs") en m/z 54 (28%).
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Figura 43. Espectro de masas de la carvona obtenido por El (70 eV): A. Patron de

terpeno certificado de carvona, B. MS de la carvona presente en el extracto,

obtenido por SDE, de las hojas de L. alba

M* m/z 150 (20 %)

Carvona

-CH, -
3 .,  (M-CH,*
_l +, m/z 135(8%)
o
-C3H . . +
::)6 . (M-C,Hg)* CHj, CeHsO
m/z 108(47 %) m/z 93(43 %)
CHg
+
-CO .
RDA C4Hg
Cxor miz 54(28%)
CH,

miz 82(100%)

Esquema 1. Posibles rutas de fragmentacion de la carvona.
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» Limoneno: Al igual que para la carvona, la confirmacion del limoneno
presente en L. alba, se realizd con un patrén certificado del isébmero R-
limoneno, para el cual se registraron el tiempo de retencién y su indice de

retencion de Kovats, asi como se muestra en la Figura 44 y la Tabla 29.

21.63

—

15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 min

Figura 44. Corriente idnica del patron certificado del limoneno, GC-MS.
El (70 eV). Columna DB-5 (60 m).

Tabla 29. Tiempo de retencion e indice de Kovats del limoneno.

tr (DB-5, 60 m), min I (t° program, DB-5, 60 m)
Compuesto :
Patrén certificado  Extracto L|te{7a]t ura Patrén certificado Extracto
Limoneno 21,68 21,63 1029 1035 1040

El espectro de masas del limoneno, el segundo componente mayoritario
tanto en los extractos como en los AEs de L. alba y del patrdon certificado
utilizado, se presentan en la Figura 45. La ionizacién disociativa del
limoneno se presenta en el Esquema 2 [38, 56, 114]. Se observa el ion
molecular M™ en m/z 136 (54%). Su fragmentacion se caracteriza por una
ruptura retro-Diels-Alder (RDA), acompanada de la formacion de un
fragmento, pico de base, en m/z 68 (87%). Los iones (M-CH3)" y (M - C3Hs -
Hz)" en m/z 121 (46%) y m/z 93 (100%), se producen a partir del M* por
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Intensidad, %

Intensidad, %

pérdida del radical CH3' y del grupo isopropenilico, seguido de dos atomos

de hidrégeno. Los iones de intensidad media en m/z 107 (38%) y m/z 79

(43%) provienen de la pérdida del radical CoHs y de una molécula de

etileno, respectivamente, a partir del ion molecular.

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20

15
10

95 1
90 j
85 1
80 7
75 1
70 1
65 1
60 1
55 1
50 1
45 7
40 1
35 1
30 7
25 1
20 1
15 1
10
5 1

53

51
\‘M‘
T

63‘
L
60

68

79

93

89

136

121

105

39

50

53

79

90

93

m/z

136
121

107

0

30

40

5

65
51 ‘
‘\‘M‘ “m\ ‘
0 60

T T
130 140 m/z

Figura 45. Espectro de masas del limoneno obtenido por El (70 eV): A. Patron de

terpeno certificado del limoneno, B. MS del limoneno presente en el extracto,

obtenido por SDE, de las hojas de L. alba.
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-CH3' CHy -H’

————  (M-CHy)*

]+ m/z 121( 46% )%H"

(M-2CH;-H)*
m/z 105(11% )

-CZHS- + -C-H C.H-*

m/z 107( 38 %) m/z 79(43 %)
-2H
-C3Hs',-2H’ CH. -H'

0 (M-CjHs-2H)X — 2", ¢ H,*

m/z 93(100 %) miz 77(23 %)
M* m/z 136 (54%)
+. 4

Limoneno | RDA | ] H_» -

m/z 67(66 %)
m/z 68(87 %)

Esquema 2. Posibles rutas de fragmentacion del limoneno.

» Piperitona: El espectro de masas de Ila piperitona, una cetona
monoterpénica, se presenta en la Figura 46. La ruta de fragmentacion es
muy similar a la de la carvona. En el Esquema 3, se presenta la ionizacion
disociativa de la piperitona por impacto de electrones, a 70 eV [38, 56, 114].
El ion molecular M* de la piperitona en m/z 152 (30 %), que sufre una
ruptura retro-Diels-Alder (RDA), da origen a la formacién del pico de base
en m/z 82 (97 %), que luego sufre descarbonilacion generando el cation-
radical (C4Hs") en m/z 54 (13%). Otro fragmento, que se forma a partir del
ion molecular M™ por la pérdida de una molécula de propeno, después de
un reordenamiento de hidrogeno, tipo McLafferty intramolecular, es (M-
CsHe)™ en m/z 110 (100 %). El catién-radical (M-C3Hg)", elimina
posteriormente un radical CHs, dando origen al ion CgH;O" en m/z 95

(41%), tal como aparece en el Esquema 3.
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Intensidad, %
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Espectro de masas de la piperitona, presente en el extracto, obtenido

por SDE, de las hojas de L. alba, EI (70 eV).

M* miz 152 (30%)

Piperitona

OH
McLafferty +
miz 95(41%)
m/z 110(100 %)
RDA )\! -CO +.
) | o | o
(A) |c|> m/z 54(13%)

miz 82( 97 %)

Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacion de la piperitona.
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» Piperitenona: El espectro de masas de la piperitenona, una cetona ciclica

Intensidad, %

con dos enlaces dobles aislados, aparece en la Figura 47. La ionizacion
disociativa de la piperitenona se presenta en el Esquema 4 [38, 56, 114]. El
ion molecular, M* en m/z 150 (100%), pico de base, posee una alta
estabilidad debido al

fragmentaciéon se caracteriza por una ruptura a, con posterior pérdida de

sistema conjugado de dobles enlaces; su

una molécula CO, que origina el catién-radical (CoH14™) en m/z 122 (7%),
éste, a su vez, elimina un radical CHsz', generando el fragmento en m/z 107
(49%), que al eliminar una molécula de eteno, da origen al ion en m/z 79
(12%). La eliminacion de un radical metilo (CH3'), a partir del ion molecular
M*, produce el fragmento (M-CH3)" en m/z 135 (31%), que, a su vez,
elimina una molécula de propano, después de un reordenamiento,
originando el i6n (CgH30)" en m/z 91 (20%) [38, 56, 114].
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Figura 47. Espectro de masas de la piperitenona, presente en el extracto,
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T+
+
m/z 135 (31 %) m/z 91(20 %)

+,
M miz 150 (100 %)

Piperitenona

-CO

-CH + -CoH +
>3 CgHyyt 2274 CeHy

m/z 107 (49 %) m/z 79 (12 %)

+

m/z 122 (7 %)

Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion de la piperitenona.

» Biciclosesquifelandreno: En el espectro de masas del
biciclosesquifelandreno (Véase Figura 48) se observa el ion molecular M*™
en m/z 204 de intensidad media (21%), que decae por la pérdida del radical
isopropilico, de la molécula ionizada, con formacion del ion pico de base,
(M-C3H7)", en m/z 161 (100%). Este genera los iones fragmento en m/z 133
y 105 (15 y 39%, respectivamente), productos de dos reacciones
monomoleculares consecutivas de tipo retro-Diels-Alder (RDA), tal como se
puede observar en el Esquema 5 [38, 56, 114]. El pico de base (M-C3H;)",
sufre reordenamiento por deslocalizacion de la carga positiva, y reacciones
RDA consecutivas, para generar los iones CoH11" en m/z 119 (26%), C7H;"
en m/z 91 (29%) y CeH;" en miz 79 (16 %), que son fragmentos

“diagnéstico” en el MS del biciclosesquifelandreno.
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Figura 48. Espectro de masas del biciclosesquifelandreno, presente en el
extracto, obtenido por SDE, de las hojas de L. alba, EI (70 eV).
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Esquema 5. Posibles rutas de fragmentacion del biciclosesquifelandreno.
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4.6. VARIACION CIRCADIANA DE LA CARVONA PRESENTE EN LOS
EXTRACTOS DE LAS HOJAS DE Lippia alba, AISLADOS POR SDE, Y
SEGUIMIENTO DE LOS PARAMETROS AMBIENTALES

Para el estudio de la variacion circadiana de la carvona presente en las hojas de L.
alba, se siguié el procedimiento descrito en el Numeral 3.3.1 de la Parte
Experimental. La cuantificacion de la carvona en los extractos de las hojas de L.
alba, recolectadas a diferentes horas, se realizé empleando la técnica de estandar
interno, siguiendo el procedimiento descrito en la Numeral 3.7 de la Parte

Experimental.

En la Figura 49, se muestran los valores promedio de la concentracion (ppm) de
carvona presente en los extractos de las hojas de L. alba, obtenidos a diferentes

horas del dia y la noche.
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Figura 49. Variacién de la concentracion (ppm) de la carvona presente en las

hojas de L. alba, recolectadas a diferentes horas del dia y la noche.
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En la Figura 49, no se observa una variacion significativa en el contenido de la
carvona en los diferentes extractos obtenidos durante el ciclo circadiano de la
planta, debido a que los corredores de error determinados para las réplicas de las
concentraciones se superponen entre ellos, indicando que los valores promedios
evaluados permanecen relativamente constantes, a diferentes horas de

recoleccién y extraccion de hojas.

Para estudios realizados con otras especies, e.g. Brugmansia suaveolens, Molina,
J.L. [119] observd una clara tendencia al aumento de la emision de metabolitos
secundarios volatiles, en horas de la noche, y su desaparicion practicamente

completa durante las horas del dia.

En la Tabla 30, se muestran las concentraciones (ppm) de la carvona presente en
los extractos de las hojas de L. alba, aislados por SDE, en cada uno de los dias de
extraccion y hora de recoleccién, con los cuales se calcul6 el valor promedio para

la construccion de la Figura 49.

Tabla 30. Variacion de la concentracion de la carvona presente en las hojas de L.

alba, recolectadas a diferentes horas y dias.

Concentracion de carvona, ppm

Hora de Dias de recoleccion y extraccion
recoleccién 1 2 3 4 5

3 11616 12730 10203 8786 11380
6 12026 11983 12169 10102 12231
9 10446 12166 12697 11444 11045
12 12934 13777 10454 10753 11067
15 12122 11650 12097 10434 10738
18 12207 11020 10076 9771 9282

21 10246 10564 9972 11323 12424
24 9517 12124 9963 9753 11184
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A continuacion, se presenta un analisis detallado de las 40 extracciones realizadas
por SDE para la carvona presente en las hojas de L. alba y su relacion con los
parametros ambientales medidos. Teniendo en cuenta, que la variable controlada
era la hora de recoleccion de hojas, las conclusiones que se tuvieron a partir de la
relacion contenido de carvona y parametros ambientales requeriran otros estudios

que esclarecen e interpretan mejor los resultados obtenidos.

La medicion de los parametros como temperaturas del ambiente, del suelo,
humedad relativa e intensidad luminica alrededor de las plantas seleccionadas
fueron realizadas por medio de los dispositivos descritos en el Numeral 3.5 de la
Parte Experimental. Los resultados que arrojé cada una de estas mediciones se

muestran a continuacion.

La temperatura del suelo alrededor de las plantas seleccionadas para las
extracciones realizadas por SDE, se muestra en la Tabla 31; se observa que los
coeficientes de variacion son inferiores al 10 %. De acuerdo con esto, la
temperatura del suelo a una misma hora de extraccion se mantuvo constante para

los diferentes dias.

Tabla 31. Temperatura del suelo (°C) registrada alrededor de las plantas

de L. alba, recolectadas a diferentes horas y dias.

Temperatura del suelo alrededor de las plantas, °C

Hora de Dias de recoleccion y extraccién
recoleccién 1 2 3 Y 4 5 X S CV, %
3 25,58 2522 25,30 24,64 25,26 25,2 + 0,3 1,36
6 25,44 2474 24776 24,34 25,20 24,9 + 04 1,73
9 25,46 2498 2498 2414 24,88 24,9 + 0,5 1,91
12 26,52 27,56 2580 25,34 25,54 26,2 + 0,9 3,46
15 27,22 27,70 26,80 26,80 26,78 271 + 04 1,49
18 27,00 2722 26,64 26,14 27,18 26,8 + 05 1,68
21 25,90 26,60 26,20 25,60 25,96 26,1 + 04 1,43
24 25,94 25,56 25,84 24,84 25,62 25,6 + 04 1,69
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Si se relaciona la temperatura del suelo de la Tabla 31 con el contenido de
carvona, en la Tabla 30, se puede observar que para los dias de recoleccion
extraccion 1y 2 a las 12 y 15 h se registraron los valores altos de temperatura
(27,22 'y 27,56 °C), cuando se presentd también alto contenido de carvona (12122
y 13777 ppm).

Dentro de la revisidn bibliografica realizada, no se encontraron trabajos que
relacionen temperatura del suelo con la produccion de metabolitos en la planta.

En la Tabla 32 se observa que para las mediciones de humedad relativa (%)
alrededor de las plantas seleccionadas, para los diferentes dias de recoleccion y
extraccion por SDE, los coeficientes de variacion fueron inferiores al 10 %,

excepto para las 9, 12y 15 h, los cuales fueron 13,35; 23,52 y 15,90 %.

Tabla 32. Humedad relativa (%) registrada alrededor de las plantas de L.alba,

recolectadas a diferentes horas y dias.

Humedad relativa alrededor de las plantas, %

Hora de Dias de recoleccion y extraccion S

recoleccién 1 2 3 4 5 X CV. %
3 66,20 69,00 69,60 69,20 66,60 68 2 2,34
6 67,00 66,20 66,00 71,00 65,40 67 2 3,34
9 60,80 59,80 59,80 59,00 78,80 64 +8 13,35
12 61,20 34,20 63,20 59,20 69,20 57 +13 23,52
15 42,60 48,00 63,00 58,60 59,60 54 +9 15,90
18 58,40 68,40 65,00 71,00 71,40 67 5 8,03
21 74,60 71,20 77,20 78,20 67,60 74 t4 5,94
24 67,20 68,00 68,60 74,80 66,20 69 3 4,91

Los valores minimos de humedad relativa fueron 34,20 y 42,60 %, los cuales se
tomaron en los dias de recoleccion y extraccion 1 y 2 a las 12 y 15 h,
respectivamente. A estas horas y dias de extraccion, las concentraciones de
carvona fueron las mas altas 12934, 13777, 12122 y 11650 ppm. En conclusién,

se observo una posible influencia de la humedad relativa en condiciones de stress
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sobre la variacion de contenido de carvona en la planta de L. alba, resultados que
no concuerdan con los obtenidos por Yokouchi y Ambe (1984) [181]; Juuti et.al.
(1990) [95], Janson (1993) [92] y Guenther et.al. (1991) [77], para aceites con
composicién quimica diferente de la del aceite de L. alba, como pino, picea y
eucalipto, los cuales no presentaron una correlacion entre sus compuestos

mayoritarios y la humedad.

En la Tabla 33 se observa que para las mediciones de temperatura ambiente (°C)
alrededor de las plantas seleccionadas para los diferentes dias de recoleccion y
extraccion realizados por SDE, los coeficientes de variacion fueron inferiores al 10
%, excepto para las 12 h (16,37%).

Tabla 33. Temperatura del ambiente (°C) registrada alrededor de las plantas de

L.alba, recolectadas a diferentes horas y dias.

Temperatura del ambiente alrededor de las

plantas, °C

rel(-:lglreacg% . 1 Dias dezrecolecc;on y extriccmn 5 ;( s oV, %
3 21,74 21,12 20,88 21,28 22,06 21,4 0,5 2,23
6 21,34 21,00 20,42 19,92 20,84 20,7 0,5 2,65
9 24,54 26,20 26,20 25,24 21,30 25 2 8,19
12 30,22 39,72 27,42 28,76 28,22 31 5 16,37
15 31,28 30,88 28,74 27,14 28,86 29 2 5,79
18 24,46 23,90 23,28 22,90 23,40 23,6 +0,6 2,56
21 22,58 23,48 22,30 20,78 23,26 22 +1 4,73
24 22,06 21,66 22,46 21,06 21,96 21,8 0,5 2,39

El valor mas alto de temperatura ambiente fue 39,72 °C, el cual se present6 a las
12 h durante el dia de extraccion 2, hora y dia a la que el contenido de carvona fue
13777 ppm, el mas alto de las 40 extracciones mostradas en la Tabla 30.

Los resultados obtenidos para el contenido de carvona presente en las hojas de L.

alba, se pueden comparar con los trabajos realizados por Kuzma y Fall, 1993
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[102]; Monson et.al. [118], 1995; Sharkey y Loreto, 1993 [150]; quienes realizaron
estudios con plantas emisoras de isopreno, cuyo crecimiento a temperaturas altas
producian mayores emisiones de este compuesto. Para el caso de los
monoterpenos, contrariamente, Dement et al. (1975) [54] encontraron que a las
temperaturas nocturnas mas bajas, se incrementaba la emision de los compuestos

presentes en la salvia (Salvia officinalis).

Para la medicién de la intensidad luminica se utilizé6 una foto-resistencia, que se
calibr6 (Numeral 3.5 de la Parte Experimental) en el Laboratorio de Optica y
Tratamiento de Senales, de la Escuela de Fisica — UIS. Para la calibracion se
utilizé un medidor de luz; los resultados obtenidos con la foto-resistencia se

compararon con los de un Radiometro (Newport, Modelo 1815-C y Serie 2728).

La Figura 50 muestra que la foto-resistencia empleada para los monitoreos
presenta un comportamiento lineal para el intervalo de valores de 1/R
comprendido entre 1.9071 y 20700 1/kQ.

Calibracidn de la foto-resistencia
&0 T T T T T T T T T

4 Datos calibrados 4
Resultado calibracidn

e
[y ]
T

1

[su] ] o)
43 ] h

o]
=

Datos foto-detector [\

15

10

D 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 4 B 3 10 12 14 16 15 20 22

Datos foto-resistencia invertidos [KE2]

Figura 50. Curva de calibracién de la foto-resistencia utilizada para la medicion de

la intensidad luminica.
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Los valores medidos con la foto-resistencia, son inversamente proporcionales a la
intensidad luminica, por lo cual en todas las graficas se presenta la inversa de la

respuesta obtenida en las mediciones, lo cual se evidencia en la Figura 50.

Los resultados de medicion de la intensidad luminica se muestran en la Figura 51,
para los cuales los coeficientes de variacion de los datos obtenidos fueron
relativamente altos, debido a que la incidencia de la luz solar alrededor de la
parcela experimental no era completamente homogénea, lo que influyé sobre la

reproducibilidad baja de los datos.

Intensidad luminica (1/kQ)

3 Dias de
recolecciéon y
extraccion

15

Hora de recoleccion 24

Figura 51. Intensidad luminica (%) registrada alrededor de las plantas de L.alba,

recolectadas a diferentes horas y dias.
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En la Figura 51, se observan los datos de intensidades luminicas obtenidos en los
monitoreos. Para todos los casos, los valores maximos de intensidad luminica se
presentaron a las 9, 12 y 15 h, y los mas bajos entre 21 y 24 h. Estos valores
concuerdan (para los dias de recoleccion de hojas 1, 2 y 3) con las
concentraciones maximas, 12122, 12697 y 13777 ppm y minimas, 9517 y 9972
ppm, de la carvona, por lo cual intensidad luminica si es un factor importante en la

produccion biosintética de la carvona en la planta.

En un estudio realizado en el Laboratorio de Cromatografia de la UIS, Duran, D.C.
[56] encontré una ampliacién directa de la capacidad fotosintética de la planta
(L.alba), al incrementar el area foliar y grosor de la hoja con la reduccién en la

intensidad luminica.

4.7. VARIACION CIRCADIANA DEL RENDIMIENTO DEL AE DE LAS HOJAS
DE Lippia alba OBTENIDO POR MWHD, Y SEGUIMIENTO DE LOS
PARAMETROS AMBIENTALES

En la Figura 52 se registran los promedios de los rendimientos (3 extracciones en
dias diferentes) de los AEs obtenidos por MWHD, de hojas de L. alba,
recolectadas durante el dia y la noche, de las plantas cultivadas en el complejo
agroindustrial de CENIVAM.

Para el estudio circadiano del rendimiento de AE de las hojas de L. alba, se siguid

el procedimiento descrito en el Numeral 3.3.2 de |la Parte Experimental.
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Figura 52. Rendimientos promedios de los AEs obtenidos de las hojas de L. alba,

recolectadas a diferentes horas del dia y la noche.

Los rendimientos de los AEs mas altos se obtuvieron en las plantas recolectadas a
las 12 y 15 horas (0,8 y 0,75%, respectivamente), horas en las cuales se
presentaron las temperaturas del suelo (26,93 y 27,13 °C) y del aire (35 y 30 °C)
mas altas y los porcentajes de humedad mas bajos, tal como se muestra en las
Tablas 34, 35y 36. Por el contrario, los rendimientos mas bajos se presentaron a
las 6 y 21 horas (0,63% cada uno).

Estos resultados se pueden comparar con los del trabajo realizado por Alves Dos
Santos et al. [12], quienes encontraron que los rendimientos mas altos de AE de L.
alba en época de lluvia y época seca, se presentaron a las 11, 12 y 15 horas
(siendo a las 15 el valor maximo); sin embargo, ellos realizaron los muestreos solo
en horas del dia (7,9, 11, 15y 17 horas).
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Tabla 34. Temperatura del ambiente (°C) registrada alrededor de las plantas de

L.alba, recolectadas a diferentes horas y dias.

Temperatura del aire alrededor de las plantas, (°C)

Hora d_e’ Dias de recoleccién y extaccion - s v, %
recoleccion 1 2 3 X
3 26 24 27,2 26 2 6,3
6 25 24 24 24,3 +0,6 2,4
9 24 29 28,3 27 3 10,0
12 43 28 33,4 35 +8 21,8
15 31 27,8 29,8 30 2 55
18 27 26 28 27 +1 3,7
21 26 25,4 27 26,1 +0,8 3,1
24 26 24 27,2 26 2 6,3

Los coeficientes de variacién para las mediciones de temperatura del ambiente
(°C) son inferiores al 10 %, excepto para lo reportado a las 12 h (21,8 %) debido a
que la temperatura registrada en el dia de recoleccion 1 fue alta (43 °C) como se

observa en la Tabla 34.

Tabla 35. Temperatura del suelo (°C) registrada alrededor de las plantas de

L.alba, recolectadas a diferentes horas y dias.

Temperatura del suelo alrededor de las plantas, °C

Hora d?, Dias de recoleccion yextraccion ; S CV, %
recoleccioén 1 2 3
3 25,7 25,2 26 25,6 + 04 1,58
6 25,2 249 247 249 + 0,2 1,01
9 25,2 24,8 25 25,0 + 0,2 0,80
12 27,2 26 27,6 26,9 + 0,8 3,09
15 26,3 26,9 28,2 271 + 0,9 3,58
18 26,5 26,9 28 271 + 0,7 2,86
21 26,3 26,1 26,8 26,4 + 0,3 1,37
24 26,3 25,4 26 25,9 + 04 1,77
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Para el caso de las temperaturas del suelo (°C) alrededor de las plantas, los
valores de los coeficientes de variacion fueron inferiores al 10 %. De acuerdo con
esto, las temperaturas del suelo (°C) a una hora de recoleccion se mantuvieron

constantes durante los dias de recoleccion (Véase Tabla 35).

Tabla 36. Humedad relativa (%) registrada alrededor de las plantas de L.alba,

recolectadas a diferentes horas y dias.

Humedad relativa alrededor de las plantas, %

Hora dg, Dias de recoleccién y extraccioén _X S cV, %
recoleccioén 1 2 3
3 76,2 70 58,2 68 9 13,4
6 69 67,8 60 66 5 7.4
9 78,4 67,6 46,6 64 +16 25,2
12 33 66 56,6 52 17 32,8
15 57,2 65,8 61,8 62 4 7,0
18 71,4 69 71,4 71 +1 2,0
21 76,2 74,4 71,4 74 2 3,3
24 76,2 73 66 72 5 7,3

Los coeficientes de variacion para las mediciones de las humedades relativas
(Véase Tabla 36) fueron en general, inferiores al 10 %, excepto para las horas 3, 9

y 12, los cuales fueron altos, 13,4; 25,2 y 32,8 %, respectivamente.

Los valores de intensidades luminicas altas, registrados para las plantas de L.alba,
fueron 2,4 (dia de recolecciéon 1), 1,5 (dia de recoleccion 2) y 3,07 (dia de
recoleccion 3) 1/kQ presentas a las 12 h como se observa en la Figura 53. Los
coeficientes de variacion fueron superiores al 10% para la mayoria de las horas de
recoleccion de hojas, por las mismas razones presentadas para las extracciones

por SDE, anteriormente descritas.
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Figura 53. Intensidad luminica (%) registrada alrededor de las plantas de L.alba

en diferentes horas y dias de recoleccion de hojas.

El rendimiento de AE mas alto, obtenido de las hojas de L. alba, se registr6 a las
12 h, posiblemente como consecuencia de la humedad baja en las hojas y la alta
temperatura del ambiente.

Otros parametros ambientales como la velocidad del viento o las precipitaciones
no fueron tenidos en cuenta para los experimentos. Sin embargo, los dias en los
cuales se realizaron los muestreos no se presentaron precipitaciones; los
experimentos se realizaron durante la misma época del afio, con el fin, en lo

posible, de no introducir otras variables.
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4.8. Analisis de componentes principales (PCA) de los extractos y aceites
esenciales aislados por SDE y MWHD

Con el objetivo de apreciar de una forma mas clara la influencia de la hora de
recoleccion y condiciones ambientales sobre la composicion quimica de los
extractos y AEs, se realizd el analisis estadistico de componentes principales
(PCA, STATISTICA Version 6.0, StatSoft Inc., Oklahoma, USA).

El resultado de aplicar PCA a los resultados de composiciéon quimica de los
extractos de hojas de L. alba obtenidos por SDE, indica que mas del 88% de la
informacion puede ser representada por un subespacio de dos coordenadas
(componentes principales), construido con base en las combinaciones lineales de
las concentraciones de los cinco compuestos mayoritarios (carvona, limoneno,
piperitenona, piperitona y biciclosesquifelandreno) del extracto de L. alba obtenido
a diferentes horas de recoleccion (Véase Figura 54). El Factor 1 involucra el 72%
de la informacion y esta representado basicamente por carvona, limoneno y
biciclosesquifelandreno. Por otra parte, el Factor 2 constituye el 17% de la

informacion, y esta caracterizado principalmente por la piperitona.

De acuerdo con la Figura 54, se observa la existencia de tres grupos: A. Los
extractos obtenidos de la hojas recolectadas en las horas del dia (6, 9, 12y 15 h),
que se caracterizaron por tener el mayor contenido de carvona, limoneno y
biciclosesquifelandreno, igualmente; se presentan los valores de intensidad
luminica mas altos (a las 12 h, el valor maximo); para las 9, 12 y 15 h se presentan
los porcentajes de humedad mas bajos (a las 12 h, el valor minimo) y valores de
temperatura del suelo y del aire mas altos (a las 12 h, las temperaturas maximas),
contrario a lo que sucede a las 6 h, cuando se presentan temperaturas bajas y
porcentajes de humedad altos (sin ser los valores extremos); B. Los extractos
obtenidos durante la noche (18, 21 y 24 h), que se caracterizaron por presentar el

contenido mas bajo de carvona, limoneno, piperitenona, piperitona vy

118



biciclosesquifelandreno. A diferencia del grupo A, se observan los valores de
intensidad luminica bajos (a las 21 h, se registré el valor minimo), también se
presentaron los porcentajes de humedad mas altos (a las 21 h, el valor maximo) y
los valores de temperatura del suelo mas bajos y del aire (sin incluir los valores
minimos que se presentaron a las 3 h, grupo C). C. Un solo caso, que
corresponde a las 3 h, caracterizado por el contenido mas alto de piperitenona,
con la temperatura del suelo y del aire minima, porcentaje de humedad alto e

intensidad luminica baja.
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Factor 2: 16,67%

Factor 1: 72,21%
Figura 54. Analisis de componentes principales (PCA) de los componentes
mayoritarios presentes en el extracto obtenido por SDE, de hojas de L. alba,

recolectadas a diferentes horas del dia y la noche.
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El resultado de aplicar PCA a los resultados de composicion quimica de los AEs
de hojas de L. alba obtenido por MWHD, indica que mas del 87% de la
informacion puede ser representada por un subespacio de dos coordenadas
(componentes principales), construido con base en las combinaciones lineales de
las concentraciones de los cinco compuestos mayoritarios (carvona, limoneno,
piperitenona, piperitona y Dbiciclosesquifelandreno) del AE de L. alba
correspondiente a diferentes horas de recoleccion (Véase Figura 55). El Factor 1
involucra el 64% de la informacién y esta representado basicamente por carvona y
limoneno. El Factor 2 constituye el 23% de la informacién, y esta caracterizado

principalmente por piperitona y biciclosesquifelandreno.

De acuerdo con la Figura 55, se observa la existencia de cuatro grupos: A. Los
casos 3 y 9, que se caracterizaron por tener el menor contenido de piperitona y
piperitenona, respectivamente, y no presentan caracteristicas ambientales
similares; B. Los AEs obtenidos a las 6, 15, 18 y 21 h, que se caracterizaron por
presentar el contenido de carvona mas alto (a las 6 h, el valor maximo), limoneno
(a las 15 h, el valor maximo), piperitenona (a las 21 h, el valor maximo), piperitona
(aunque se presentaron valores muy altos, el maximo contenido de piperitona se
alcanzé a las 24 h, grupo D) y biciclosesquifelandreno (a las 15 h, el valor
maximo). Las caracteristicas ambientales para los casos 6 y 21, fueron muy
similares: temperaturas bajas y porcentajes bajos de humedad, sin llegar a ser
valores maximos. Sin embargo, los casos 6 y 15 presentan caracteristicas
ambientales muy diferentes; c. El AE obtenido a las 12 h, se caracteriza por tener
el menor contenido de carvona, limoneno y biciclosesquifelandreno, ademas fue a
la hora cuando se presentdé mayor rendimiento de AE. En cuanto a las
caracteristicas ambientales, es la hora que registr6 el porcentaje menor de
humedad, la intensidad luminica mayor y las temperaturas mas altas. D. El AE
obtenido a las 24 h; a esta hora no se presentaron caracteristicas ambientales

distintivas.
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Figura 55. Analisis de componentes principales (PCA) de los componentes
mayoritarios presentes en el AE obtenidos por MWHD de hojas de L. alba,

recolectadas a diferentes horas del dia y la noche.

Luego de relacionar la composicion quimica de los extractos y aceites con la hora
de recoleccién de las hojas, se aplicé PCA a todas las extracciones de hojas de L.
alba realizadas por SDE, para relacionar cada caso particular de extraccion con la
composicion quimica del extracto (carvona, limoneno, piperitenona, piperitona y

biciclosesquifelandreno).

La grafica se construyé con base en la composicion quimica (Var1 = Carvona;
Var2 = Limoneno; Var3 = Piperitona; Var4d = Piperitenona; Vard =
Biciclosesquifelandreno) de las cuarenta extracciones realizadas
experimentalmente por la técnica SDE (8 extracciones/dia X 5 dias = 40

extracciones). Cada caso comprende una serie de variables ambientales que
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fueron medidas a la hora de recoleccién de la muestra, los cuales se muestran la
Tabla 37.

Tabla 37. Variables ambientales correspondientes a los casos graficados en la

Figura 56.
Caso Hora d_e’ Temperatura Temperatura In?e_nsidad Humedad del
recoleccion ambiente, °C del suelo, °C luminica, 1/kQ suelo, %
1 3 21,74 25,58 5,79E-05 66,20
2 6 21,34 25,44 1,22E-03 67,00
3 9 24,54 25,46 1,56E+00 60,80
4 12 30,22 26,52 1,88E+00 61,20
5 15 31,28 27,22 3,05E+00 42,60
6 18 24,46 27,00 3,26E-01 58,40
7 21 22,58 25,90 3,66E-05 74,60
8 24 22,06 25,94 9,56E-05 67,20
9 3 21,12 25,22 1,00E-04 69,00
10 6 21,00 24,74 8,04E-02 66,20
11 9 26,20 24,98 1,62E+00 59,80
12 12 39,72 27,56 3,00E+00 34,20
13 15 30,88 27,70 2,87E+00 48,00
14 18 23,90 27,22 2,52E-01 68,40
15 21 23,48 26,60 8,14E-05 71,20
16 24 21,66 25,56 5,41E-05 68,00
17 3 20,88 25,30 4,63E-05 69,60
18 6 20,42 24,76 3,66E-02 66,00
19 9 26,20 24,98 1,85E+00 59,80
20 12 27,42 25,80 1,94E+00 63,20
21 15 28,74 26,80 2,34E+00 63,00
22 18 23,28 26,64 2,43E-01 65,00
23 21 22,30 26,20 5,92E-05 77,20
24 24 22,46 25,84 2,26E-01 68,60
25 3 21,28 24,64 8,00E-05 69,20
26 6 19,92 24,34 1,81E-03 71,00
27 9 25,24 24,14 1,70E+00 59,00
28 12 28,76 25,34 2,53E+00 59,20
29 15 27,14 26,80 1,80E+00 58,60
30 18 22,90 26,14 1,81E-01 71,00
31 21 20,78 25,60 6,39E-05 78,20
32 24 21,06 24,84 8,27E-05 74,80
33 3 22,06 25,26 1,22E-04 66,60
34 6 20,84 25,20 2,24E-02 65,40
35 9 21,30 24,88 1,43E+00 78,80
36 12 28,22 25,54 2,12E+00 69,20
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Continuacion. Tabla 37

37
38
39
40

15
18
21
24

28,86
23,40
23,26
21,96

26,78
27,18
25,96
25,62

1,76E+00
1,26E-01
8,12E-05
1,61E-04

59,60
71,40
67,60
66,20

El resultado de aplicar PCA a cada una de las extracciones de hojas de L. alba
realizadas por SDE, indica que mas del 82% de la informacion puede ser
representada por un subespacio de dos coordenadas (componentes principales),
construido con base en las combinaciones lineales de las concentraciones de los
cinco compuestos mayoritarios (carvona, limoneno, piperitenona, piperitona y
biciclosesquifelandreno) del extracto de L. alba obtenido a diferentes horas de
recoleccion (Véase Figura 56) y durante diferentes dias de extraccién. El Factor 1
involucra el 62% de la informacion y esta representa basicamente por carvona y

limoneno. El Factor 2 constituye el 21% de la informacién, y esta caracterizado

principalmente por el biciclosesquifelandreno.

Figura 56. Analisis de componentes principales (PCA) de los componentes

mayoritarios presentes en el extracto obtenido por SDE de hojas de L. alba,
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De acuerdo con la Figura 56, no se observa la formacion clara de grupos en este
subespacio; se trata de una distribucion sin estructura aparente, por lo cual no se
podria hablar de una relacion aparente entre los diferentes casos (cada uno con

sus respectivos parametros ambientales presentados en la Tabla 37).

Para el caso de los AEs, también se aplic6 PCA a todas y cada una de las
extracciones de hojas de L. alba realizadas por MWHD, para relacionar cada caso
particular de extraccion con la composicidn quimica del extracto (carvona,

limoneno, piperitenona, piperitona y biciclosesquifelandreno).

La grafica se construy6é con la composicion quimica (Var1 = Carvona; Var2 =
Limoneno; Var3 = Piperitona; Var4 = Piperitenona; Var5 = Biciclosesquifelandreno)
de las 24 extracciones realizadas experimentalmente por la técnica MWHD (8
extracciones/dia X 3 dias = 24 extracciones). Cada caso comprende una serie de
variables ambientales que fueron medidas a la hora de recoleccion de la muestra,

las cuales se muestran la Tabla 38.

Tabla 38. Variables ambientales correspondientes a los casos graficados en la

Figura 57.
Caso Hora dg Tem!oeratura Temperatura Infepsidad Humedad del
recoleccion ambiente, °C del suelo, °C luminica, 1/kQ suelo, %
1 3 20,2 25,7 9,90E-05 76,2
2 6 20,0 25,2 4,79E-02 69,0
3 9 20,5 25,2 9,89E-02 78,4
4 12 38,2 27,2 2,76E+00 33,0
5 15 27,0 26,3 1,19E+00 57,2
6 18 23,0 26,5 1,01E-01 71,4
7 21 22,0 26,3 8,54E-05 76,2
8 24 22,0 26,3 8,54E-05 76,2
9 3 25,2 25,2 1,14E-04 70,0
10 6 24,9 24,9 1,01E-01 67,8
11 9 24,8 24,8 1,45E+00 67,6
12 12 26,0 26,0 1,46E+00 66,0
13 15 26,9 26,9 1,19E+00 65,8
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Continuacion. Tabla 38

14 18 26,9 26,9 5,29E-02 69,0
15 21 26,1 26,1 1,02E-04 74,4
16 24 254 254 1,19E-04 73,0
17 3 19,9 26,0 8,10E-05 58,2
18 6 19,7 24,7 1,80E-02 60,0
19 9 36,4 25,0 1,85E+00 46,6
20 12 33,7 27,6 3,07E+00 56,6
21 15 28,2 28,2 1,15E+00 61,8
22 18 23,9 28,0 3,25E-02 71,4
23 21 21,9 26,8 5,45E-05 71,4
24 24 21,9 26,0 1,15E-04 66,0

El resultado de aplicar PCA a cada una de las extracciones de hojas de L. alba
realizadas por MWHD, indica que mas del 88% de la informacion puede ser
representada por un subespacio de dos coordenadas (componentes principales),
construido con base en las combinaciones lineales de las concentraciones de los
cinco compuestos mayoritarios (carvona, limoneno, piperitenona, piperitona y
biciclosesquifelandreno) del AE de L. alba obtenido a diferentes horas de
recoleccion (Véase Figura 57) y durante diferentes dias de extraccion. El Factor 1
involucra el 69% de la informacion y representa basicamente carvona vy
biciclosesquifelandreno. El Factor 2 constituye el 21% de la informacion, y esta

caracterizado principalmente por limoneno y piperitona.

A diferencia de las extracciones realizadas por SDE, en la Figura 57, se observa
la formacion de tres grupos: A. Los casos 12, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24
(sombra rosa en la Tabla 38) que no presentan caracteristicas ambientales
distintivas; B. El caso 4 (sombra verde en la Tabla 38) que se caracteriza por
tener los contenidos de carvona, limoneno, piperitenona, piperitona y
biciclosesquifelandreno mas bajos. También se presentaron temperaturas muy
altas y como consecuencia los porcentajes de humedad fueron bajos; estos
factores pudieron influir sobre la composicién de la muestra recolectada, situando
el caso 4 como un punto aislado; C. Los casos restantes (sin sombra en la Tabla
38) que se caracterizan por tener los contenidos de carvona, limoneno,

piperitenona, piperitona y biciclosesquifelandreno altos.
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Figura 57. Analisis de componentes principales (PCA) de los componentes

mayoritarios presentes en el AE obtenido por MWHD de hojas de L. alba,

recolectadas a diferentes a horas del dia y la noche.
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CONCLUSIONES

La recoleccion del material vegetal de la especie de Lippia alba con
contenido alto de carvona puede realizarse a cualquier hora del dia y la
noche, debido a que el contenido de este compuesto mayoritario no

presenta grandes fluctuaciones durante el ciclo circadiano.

La produccién biosintética de la carvona en la planta L. alba puede deberse
a las variables ambientales, ya que en los momentos cuando las
condiciones presentadas fueron: bajo porcentaje de humedad y altas
temperaturas e intensidad luminica, se obtuvieron contenidos altos de

carvona.

La variacion circadiana del rendimiento de la extraccién del AE de las hojas
de Lippia alba por MWHD no fue estadisticamente significativa. Los
rendimientos altos fueron entre 0,7 y 0,8 % registrados a las 9, 12 y 15
horas y los rendimientos mas bajos fueron 0,63; 0,64 y 0,67 %, registrados

alas 21, 24 y 3 horas, respectivamente.

Los analisis de componentes principales (PCA) mostraron para las
extracciones por MWHD, que en condiciones ambientales de stress, (tales
como 382 °C y 27,2 °C de temperatura ambiente y del suelo,
respectivamente), pueden influir sobre el comportamiento fisiolégico de la

planta, disminuyendo la produccién de metabolitos secundarios.
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RECOMENDACIONES

e Someter un cultivo experimental de Lippia alba con alto contenido de
carvona a temperaturas de suelo y ambiente, humedad e intensidad
luminica de stress controladas, con el objetivo de determinar su influencia

en la produccion de carvona.
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ANEXOS

ANEXO 1. Congreso Colombiano de Quimica, organizado por ASQUIMCO,
Armenia (Quindio) del 17 al 19 de mayo de 2006.

ESTUDIO DEL CAMBIO DE LA COMPOSICION DEL EXTRACTO DE Lippia
alba (VERBENACEA) A DIFERENTES HORAS DE COLECTA

S. Duarte, C. Cardenas, M. Leyva, E. Stashenko* & J. Martinez
Laboratorio de Cromatografia, CIBIMOL, Centro de Investigacion de Excelencia
CENIVAM, Universidad Industrial de Santander, Carrera 27 calle 9. Bucaramanga,
Colombia. Tel: 57(7)6456737, Fax: 57(7)6358210.

e-mail: elena@tucan.uis.edu.co

Resumen

En este trabajo se estudid la variacion cuantitativa de los metabolitos secundarios
volatiles del extracto de Lippia alba, cultivada en la region Nororiental de
Colombia. La fraccion volatili a diferentes horas de colecta, se obtuvo por
destilacién-extraccion simultdnea con solvente (DES) y fue analizada por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Se
superviso la variacion en las cantidades relativas de los compuestos mayoritarios
carvona, limoneno, biciclosesquifelandreno, piperitenona, [-bourboneno,
piperitona, mirceno, trans-B-ocimeno y borneol. Los resultados obtenidos indican
que la composicién del extracto de Lippia alba es dependiente de la hora de

recoleccion del material vegetal.

Palabras claves: Lippia alba, Aceite esencial, DES, GC-MS, circadiano.
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ANEXO 2. International Congress on Analytical Sciences (ICAS-2006),
organizado por Russian Academy of Sciences, Moscu (Rusia) del 25 al 30 de junio
de 2006; International Congress on Medicinal and Aromatic Plants, que se realizo

en Marruecos del 22 al 24 de marzo de 2007.

HRGC-MS STUDY OF THE CIRCADIAN VARIATION OF ALDEHYDES AND
OTHER SECONDARY METABOLITES FROM DIFFERENT PARTS OF Lippia
alba (VERBENACEAE)

Chromatography Laboratory, Research Centre for Biomolecules, CIBIMOL, Centre
of Excelence CENIVAM, Industrial University of Santander. Bucaramanga,
Colombia.

e-mail: elena@tucan.uis.edu.co

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, also know as Lippia geniculata HBK or Lantana alba
(Mill.), is a shurb about 0.8 m tall that belongs to the Verbenaceae family. Lippia
alba (Mill.) N.E. Brown has been used in folk medicine against intestinal and
gastric ilinesses [1]. Large variations have been observed in the composition of
Lippia alba essential oils, depending on the part of the plant employed in this
distillation and the plant’s state of development. In this work, the technique of
simultaneous distillantion-solvent extraction was used to obtain extracts from
leaves collected every 3 h from an university experimental garden. The extracts
were obtained in dichloromethane and their composition was determined by means
of high resolution gas chromatography coupled to mass spectrometry (Agilent
Technologies, 6890-5973N EIl, 70 eV). Compound identification was bases on
Kovats indices and the mass spectra or the comparison with mass spectral
databases (Wiley 138, NBS 75k, NIST 98, QakLib 1607). Adehydes were sampled
in vivo by means of solid-phase microextraction (SPME) with their simultaneous

on-fiber derivatization to pentafluorophenylhydrazones, which were quantified by
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means of GC-ECD after the their thermal desorption from the SPME fiber in the

gas chromatograph injection port [2].

The main extract constituents, in decreasing order of abundance, were carvone,
limonene, bicyclosesquiphellandrene, piperitenone, B-bourbonene, piperitone,
myrcene, trans-B-ocimene, and borneol. The figure corresponds to the
representation of the extracts on the space formed by the first 2 axes that resulted
form pincipal component analysis. The samples collectes at midnight and noon
were the most different. During the 24 h period, the aldehydes found in fresh
leaves (mmol/g) changed by up to three-fold: ethanal: 5.4-3.5; pentanal; 2.0-0.5;
hexanal: 3.9-1.9; octanal: 2.1-0.7; nonanal: 3.1-0.9.
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ANEXO 3. IX Congreso Colombiano de Fitoquimica, Pereira del 8 al 11 de mayo
de 2007.

ESTUDIO DE LA VARIACION CIRCADIANA DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS VOLATILES OBTENIDOS POR DESTILACION — EXTRACCION
CON SOLVENTE SIMULTANEA, DE HOJAS DE Lippia alba (Fam.

Verbenaceae)

S. Duarte, C. Cardenas, M. Leyva, E. Stashenko* & J. Martinez
Laboratorio de Cromatografia, CIBIMOL, Centro de Investigacién de Excelencia
CENIVAM, Universidad Industrial de Santander, Carrera 27 calle 9. Bucaramanga,
Colombia. Tel: 57(7)6456737, Fax: 57(7)6358210.

e-mail: elena@tucan.uis.edu.co

RESUMEN

Se estudioé la variacién circadiana de los metabolitos secundarios volatiles del
extracto de hojas de Lippia alba, cultivada en una parcela experimental del
complejo Piloto de CENIVAM, UIS, Bucaramanga. El material vegetal se
recolect6 a diferentes horas, su extracto se obtuvo por destilacion-extraccion con
solvente simultanea (SDE) y se analizé por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS). Los resultados mostraron que la
composicion del extracto de Lippia alba varia con respecto a la hora de colecta
del material vegetal, presentando mayor concentracion de la carvona en horas de

la noche.

PALABRAS CLAVES: Lippia alba, Aceite esencial, SDE, GC-MS, ciclo circadiano.
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