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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS EXTRACTOS Y ACEITES
ESENCIALES DE Hyptis sp Y Lippia alba OBTENIDOS POR DIFERENTES TECNICAS DE
EXTRACCION.*

AUTOR: Mario Alberto Llinas Viloria**

PALABRAS CLAVES: Lippia alba, Hyptis suaveolens, Hyptis mutabilis, hidrodestilacion asistida
por la radiacién de microondas (MWHD), destilacion—extracciéon con solvente simultanea (SDE),
extraccion con fluido supercritico (SFE).

Las aplicaciones biolégicas, etnomédicas e industriales de los aceites esenciales estan
directamente relacionadas con su composicion quimica, la cual varia segln la especie vegetal en
estudio y las condiciones de su cultivo.

En el presente estudio se aislaron por hidrodestilacién asistida por la radiacién de microondas,
extraccion con CO, supercritico y destilacion-extraccion simultanea con solvente los metabolitos
secundarios volatiles de plantas de Lippia alba, Hyptis suaveolens e Hyptis mutabilis cultivadas y
recolectadas en la zona de siembra del CENIVAM, ubicado en el campus principal de la
Universidad Industrial de Santander (UIS), Bucaramanga.

Los metabolitos secundarios se identificaron por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC-MS), teniendo en cuenta los criterios cromatograficos y
espectroscopicos.

Los compuestos mayoritarios en el aceite esencial y el extracto de L. alba fueron la mircenona, el
mirceno, germacreno D y los isbmeros de la ocimenona, manteniéndose una relacion en sus
cantidades relativas. En los extractos obtenidos de H. suaveolens, se detectaron los compuestos
comunes fenchona, aromadendreno, a-humuleno, germacreno D y 6éxido de cariofileno, sin
embargo por SFE se aislaron también diterpenos, que no aparecieron en los extractos obtenidos
por SDE. En la H. mutabilis, los compuestos mayoritarios fueron el cis-cariofileno,
biciclogermacreno, y-elemeno, a-pineno y germacreno D.

* Trabajo de grado
xk Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Directora, Elena E.
Stashenko; Co-director: Jairo René Martinez
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ABSTRACT

TITTLE: STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITIONS FROM THE EXTRACTS AND ESSENTIAL
OILS OF Hyptis sp. AND Lippia alba OBTAINED BY DIFFERENTS EXTRACTION TECHNIQUES.

AUTHOR: Mario Alberto Llinas Viloria**

KEYWORDS: Lippia alba, Hyptis suaveolens, Hyptis mutabilis, hydro-distillation assisted by
microwave radiation (MWHD), destillation-extraction with simultaneously solvent (SDE),
supercritical fluid extraction (SFE).

Biological aplications ethnomedicals and industrials from essential oils are directly related with his
chemical composition, which varies depending vegetable species in study and the conditions of
cultivation.

In the present study isolated by hydro-distillation assisted by the radiation of microwaves, extraction
with CO, supercritical and distillation-extraction simultaneous with solvent the secondary volatil
metabolites of plants of Lippia alba, Hyptis suaveolens and Hyptis mutabilis cultivated and gathered
in the zone sowing of the CENIVAM, located in the principal campus of the universidad industrial de
Santander, Bucaramanga.

The secondary metabolites identified by chromatography of gases connected to spectrometry of
masses bearing in mind the chromatographic and spectrographic criteria.

The majority compounds in the essential oil and the extract of L. alba were the micenone, the $3-
micerne, germacrene D and the isomers of the ocimenone, being kept a relation in their relative
quantities. In the extracts obtained of H. suaveolens, fenchone detected the common compounds,
aromadendrene, a-humulene, germacrene D and oxidize of caryophyllene, however by SFE were
isolated also diterpenes, that do not appear in the extracts obtained by SDE. In the H. mutabilis, the
common compounds were the trans-B- caryophyllene, byciclogermacrene and y-elemene to a-
pinene and germacrene D.

* Collegue thesis
*x Industrial University of Santander, Sciences Faculty, School of Chemistry. Director, Elena

E. Stashenko; Co-director, Jairo René Martinez.
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INTRODUCCION

El mercado mundial de los aceites esenciales (AE) en crecimiento constante,
genera gran importancia para el ser humano debido a la utilidad y los beneficios
que éstos brindan. Histéricamente, el hombre ha centrado su atencién en los
productos naturales, los cuales han sido empleados como fuente de sustancias
con diversas actividades, e.g., antimicrobial, antioxidante y farmacéutica, entre
otras [10, 18].

Entre los principales inconvenientes para el uso de compuestos naturales en
diferentes productos finales se encuentran los bajos rendimientos de los AE, que

las plantas poseen y que representa altos costos su extraccion.

Dado el interés mundial que se ha despertado por el uso de ingredientes naturales
y la necesidad de las diversas empresas de perfumeria, cosméticos y productos
de aseo de competir con base en la novedad, es deseable encontrar nuevos
productos que ofrezcan diversas fragancias elaboradas con caracteristicas
olfativas diferentes. Para ello es evidente que los AE juegan un papel fundamental,
no sélo como fuentes de nuevas caracteristicas olorosas, sino como generadores
de nuevas estructuras moleculares que permiten al quimico elaborar nuevas rutas

sintéticas para obtencidon de sustancias valiosas con diferentes propiedades.

Por otra parte, se sabe que debido a la variedad de condiciones climatoldgicas de
crecimiento de las plantas, diferentes tipos de suelo, época de cultivo, de cosecha
y, en general, todo lo referente al factor agrotecnoldgico, puede presentarse una

gran variabilidad de metabolitos secundarios en las plantas. Mediante el presente
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estudio se establecen las bases necesarias para conocer la viabilidad econdémica
que le pueda traer al pais el uso de aceite esencial de L. alba e Hyptis sp con el fin
de convertirse, en unos afos, en exportador, a nivel mundial, de sus aceites

esenciales, donde los principales beneficiados seran los colombianos.

A pesar de que Colombia cuenta con una gran rigueza en cuanto a numero de
especies vegetales aromaticas, el mercado de los AE en el pais, segun un estudio
realizado por el Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos Alexander von
Humboldt, se caracteriza por el alto volumen de importaciones de mezclas de
sabores y fragancias, que son utilizadas por las industrias de consumo masivo,
tanto nacionales como multinacionales (tales como las de perfumes, cosméticos,
plasticos, textiles, pinturas, productos de aseo y limpieza, y la industria
farmacéutica), lo que muestra que existen muy pocas empresas que estan

produciendo AE en el pais [15, 51].

En el presente trabajo, el aislamiento de los metabolitos secundarios de H.
mutabilis, H. suaveolens y L. alba se realiz6 mediante tres técnicas de extraccion a
escala laboratorio, las cuales fueron: (1) hidrodestilacién asistida por la radiacion
de microondas (MWHD), en el que la extraccibn del aceite se realiza
beneficiandose del calentamiento y posterior ebullicion del agua presente en el
matraz volumétrico, que posibilita el arrastre de los metabolitos volatiles, que luego
se separan por decantacion, permitiendo extraer el aceite esencial del material
vegetal; (2) la extraccion con CO, como fluido supercritico (SFE), que se basa en
las propiedades que tiene el dioxido de carbono de atravesar el material vegetal,
arrastrando asi los metabolitos secundarios presentes, ello permite aislar también
los componentes menos volatiles presentes en la muestra; (3) la destilacion-

extraccidbn con solvente (SDE) es la técnica que permite el estudio de la
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composicion quimica del extracto vegetal debido a la solubilidad de sus

componentes en un solvente (diclorometano).

La cuantificacion e identificacion de los metabolitos secundarios se realizo
mediante cromatografia de gases con detector de ionizacién en llama (GC-FID) y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) usando las
fases estacionarias polar y apolar, respectivamente, y comparando los espectros
de masas experimentales reportados en la base de datos ADAMS, NIST y Wiley,
al igual que los tiempos de retencién e indices de retencion (IR) lineales

experimentales de las bases de datos o de sustancias patrén.

Conocer la composicién quimica de los metabolitos secundarios presentes en
estas tres especies de plantas aromaticas nativas, y sus aplicaciones, puede
permitir implementar a escala industrial diversos métodos de extraccion con la
finalidad de consolidar la participacion regional y nacional en los mercados de
ingredientes naturales para industria de cosméticos y productos de aseo.

Esto estd de acuerdo también con unos de los principales objetivos del Centro
Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacién de Especies Vegetales
Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), cuya labor esta enfocada para
desarrollar la industria nacional, empezando desde la seleccion de las plantas
aromaticas mas usadas, hasta la incorporacion de especies nuevas y obtencién de

sus AE y productos refinados provenientes de los mismos.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1  Hyptis sp.

El género Hyptis sp esta compuesto de 400 especies aproximadamente, entre
ellas se encuentran la Hyptis mutabilis y la Hyptis suaveolens. Este género
pertenece a la familia Lamiaceae, que abarca cerca de 250 géneros y 6970
especies. Estas plantas son arbustos conocidos cominmente como bushmints, su
desarrollo es derecho, tienden a crecer en altura y anchura, dando origen a un
arbusto redondeado, y se han extendido en las zonas tropicales y las regiones

templadas mas calientes de las Américas.

H. suaveolens es una planta de 2 m de altura,
ramificada, los tallos son piliferos blancos y muy
largos. Las hojas son delgadas, ovadas vy
puntiagudas, se ven arrugadas. Sus flores son de
color purpura o blanco, la forma de la corola es

tubular y termina en un labio [25].

Figura 1. H. suaveolens (L.) Poit. Fotos tomadas por Mario A. Llinds. Lugar:
CENIVAM, UIS. Fecha: julio de 2011.
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La H. suaveolens es originaria de América Austral. Habita en climas calido,
semicélido y templado entre los 50 y los 1600 m.s.n.m. Se le asocia a la
vegetacion perturbada de sabana, manglar, bosque tropical caducifolio, bosque

espinoso, bosque mesofilo de montafia y bosque de encino [25].

El género es identificado taxonémicamente de la siguiente manera:

Tabla 1. Taxonomia de la Hyptis sp.

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Subfamilia Nepetoideae
Tribu Ocimeae
Género Hyptis

En cuanto a la quimica de la H. suaveolens, de las ramas, se obtiene un aceite
esencial en el que se han identificado los monoterpenoides borneol, canfeno,
alcanfor, 1,8-cineol, ciclohexenol, a-cimeno, a-felandreno, limoneno, linalool,
mirceno, cis- y trans-B-ocimeno, a-pineno, terpinén-4-ol, a- y y-terpinenos, a-
terpineol, a-terpinoleno y tujano; los sesquiterpenoides, aromadendreno,
octahidro-dimetil-azuleno, B-bourboneno, a-cadinol, a-cariofileno, su alcohol, trans-
decahidro-trimetil-ciclopropil, azuleno, elemeno, germacreno C, a-guaieno, o-

humuleno, entre otros [25].
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En la raiz, se han detectado los triterpenos a- y B-amirinas, acido betulinico,
friedelin, &cido 3-B-hidroxi-lup-12-en-28-oico, lupeol, su acetato, acidos oleandlico,
a-pelto-boykindlico, 3-B-hidroxi-upendico y ursdlico; junto con los esteroles
campesterol, daucosterol y B-sitosterol. Y en las hojas, se han encontrado los
monoterpenos 1,8-cineol, felandreno y a- y B-pinenos; asi como los esteroles
campesterol y fucosterol [25].

La actividad antibiotica de esta planta se ha demostrado frente a diversas
especies de bacterias, levaduras y hongos, especialmente el aceite esencial
obtenido de las partes aéreas de la misma. Asi, se ha confirmado la actividad
antibacteriana frente a mas de 13 especies diferentes de bacterias, la levadura

Candida albicans y el hongo Aspergillus niger [5].

Se observé un efecto de antiimplantacién en ratas con un extracto etandélico de
hojas administrado por via oral a la dosis de 125 mg/kg, obteniéndose una
efectividad de un 100 % en la inhibicion de la implantacion. Resultados similares
se obtuvieron con la misma especie y por via intraperitoneal; sin embargo, no se
observé un efecto en la estimulacién uterina al estudiar extractos acuosos y
etandlico-acuoso, preparados a partir de las partes aéreas de la planta y

evaluados en gatos por via intravenosa y en Utero aislado de ratas [5].

Se observo actividad hipoglicemiante con extractos etandlico-acuoso (1:1)
obtenidos de las partes aéreas de la planta, que se evaluaron en ratas por via
intragastrica a la dosis de 25 mg/kg de peso. Con este mismo extracto, se reportd
una actividad antitumoral en ratones, administrado por via intraperitoneal a la
dosis de 15 mg/kg. Sin embargo, al evaluarse in vitro la actividad citotéxica de este
extracto en un cultivo de células CA-9KB, a la dosis de 25 p/ml, la respuesta fue

negativa [5].

Otras actividades para las cuales se han obtenido resultados positivos, son la

actividad espasmogénica de extractos acuosos y etandlicos (al 95%) evaluada en
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roedores; y el efecto estrogénico de una fraccion no saponificable preparada a
partir de un extracto de flores y hojas, tratada en ratas por via intragastrica [5].

Hyptis mutabilis (Rich.) Brig: sus plantas son
arbustos. Su desarrollo es muy parecido a la H.
suaveolens; las plantas tienden a crecer en altura o
en anchura, dando origen a wun arbusto
redondeado. H. mutabilis normalmente es verde,

sin embargo, durante verano algunas veces toma

una coloracion violeta.

Figura 2. H. mutabilis (Rich.) Brig. Fotos tomadas por Mario A. Llinas. Lugar:
CENIVAM, UIS. Fecha: julio de 2011.

El aceite volatil de H. mutabilis (Rich.) Brig. fue investigado por su capacidad para
prevenir o reducir la formacion de ulceraciones en la mucosa géstrica de ratas

macho. Sin embargo, el mecanismo de su accion aun se desconoce [14].
Entre los principales componentes, obtenidos de esta planta por MWHD, se

encuentran limoneno + eucaliptol (17.4%), fenchona (17.1%), trans-B-cariofileno

(10.9%), biciclogermacreno (8.7%) y germacreno (6.2%), entre otros [94].
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En otras investigaciones segun diferentes autores, se encontraron en la planta
otros compuestos, entre estos: betulinato de metilo, acetato del acido oleandlico,
acido ursolico, acido oleandlico, acido maslinico, acido 3a-19a-dihidroxiurs-12-en-
28-0ico, 3B-acetoxi-oleanan-13p, 28-olideo, alcanfor, mircenona, B-humuleno, a-
cubebeno, a-copaeno, B-burbureno, B-elemeno, calameneno y curzereno [72,
103].

El género Hyptis sp, como se habia mencionado anteriormente, comprende
aproximadamente cerca de 400 especies distribuidas desde el sur de los EE.UU.
hasta Argentina; es un género rico en especies de gran importancia econémica y
etnofarmacoldgica cuyas habilidades se transmiten de generacion en generacion
hasta nuestros dias, demostrando la justificacion para seguir la linea investigativa

sobre este tipo de plantas y sus extractos.

1.2 Lippiaalba (Mill.) N.E. Brown

La planta L. alba (Mill.) N.E. Brown, conocida comunmente como “Prontoalivio”,
“Curalotodo”, “Salvia morada”, “Falsa melisa”, se cultiva frecuentemente como
ornato en los jardines de todo Centro y Sur América, por su fuerte aroma y por sus
cualidades medicinales [68, 82, 104].

Es una planta herbacea perenne, erecta, algunas veces arbusto o subarbusto,
crece hasta 2 m y presenta un fuerte olor a limén, lima o menta. Tiene hojas
pequefias y opuestas, aromaticas y de color verde. Es originaria del bosque seco
tropical y subtropical americano y se encuentra distribuida desde México hasta
Suramérica y el Caribe donde crece en alturas de hasta 1800 m.s.n.m [10, 13, 46].

Debido a que la planta es originaria de las regiones secas, soporta facilmente

épocas sin lluvias de hasta 4-6 meses. En las condiciones bajas del Caribe, con
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mayor humedad, L. alba crece continuamente produciendo mayor cantidad de
biomasa. En regiones de mayor altitud y frias, la planta crece con mayor dificultad

y genera menor biomasa [10, 47].

L. alba pertenece a la familia Verbenaceae, que
incluye géneros de hierbas, arbustos, éarboles y
lianas, todas caracterizadas por sus hojas opuestas

(en espiral). Algunas especies de L. alba difieren de

la Lantana en su caliz dentado en lugar de truncado
[19].

Figura 3. Lippia alba (Mill.) N.E. Brown. Fotos tomadas por Mario A. Llinas. Lugar:
CENIVAM, UIS. Fecha: julio de 2011.

La L. alba puede propagarse con estacas semilefiosas con un par de hojas, o con
estacas lefiosas sin hojas, con tamafios desde 10 a 20 cm de longitud [15], para
proporcionar en produccion de raices y retofios. Las plantas Lippia spp. se

describen taxonémicamente de la siguiente manera:
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Tabla 2. Taxonomia de la L. alba (Mill.) N.E. Brown.

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lippia alba

En cuanto a sus caracteristicas etnomédicas, L. alba, se ha usado como
antiespasmaodico en colico hepatico, en trastornos digestivos, para la tos, es
expectorante, sedante, se emplea para congestion de las vias respiratorias y

afecciones de la piel [46].

Las diferencias en la composicién quimica para las plantas de L. alba se debe a
factores de orden genético enddgeno [67], asi como del origen geografico y de la
época vegetativa de la planta [81, 82]; la sintesis de los metabolitos secundarios
esta influenciada igualmente por factores externos y técnicos, entre ellos,
climaticos, el suelo, la latitud y altitud, incluyendo forma de plantacion, tiempo de

corte y fertilizacion [66].

Esta variabilidad en la composicién quimica de la L. alba se ve reflejada en
diversos estudios sobre esta especie, cultivada en diferentes regiones del mundo,
en donde se ha hallado que el tipo y la cantidad de los metabolitos secundarios
volatiles dependen sensiblemente de las caracteristicas geoambientales y

fisiologicas mencionadas anteriormente, tal como se observa en la Tabla 3.
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Tabla 3. Algunos quimiotipos identificados de L. alba (Mill.) N.E. Brown de acuerdo

con su ubicacién geogréfica.

PAIS

COMPONENTES MAYORITARIOS

Uruguay

Guatemala

India

Colombia

Brasil

Cuba

Linalool (55%) [63].

Limoneno (43.6%) y piperitona (30.6%) [87].
Mircenona (58%) y cis-ocimenona (13.1%)

Linalool (65%) [8, 9].
Mirceno (26.4%), geranial (9.8%) y neral (6.4%) [89].

Carvona (40-57%), limoneno (24-37%), biciclosesquifelandreno
(2-22%), piperitenona (1-2%), piperitona (0.8-1.2%) y B-
bourboneno (0.6-1.5%) [93, 95].

1,8-cineol (34.9%), limoneno (18.4%), carvona (8.6%) y sabineno
(8.2%) [105].

Limoneno (32.1%), carvona (31.8%) y mirceno (11.0%) [105].
Neral (13.7%), geranial (22.5%), germacreno-D (25.4%) y B-
cariofileno (10.2%) [104]. Linalool (46.5-90.7%) [88].

Citral (neral + geranial) (37.1%) y mirceno (15%) [69].

Geranial (12.9%), pB-cariofileno (24.3%), neral (9.6%) y 2-
undecanona (9%) [29].

Limoneno (27.5%) y carvona (49.3%) [17].

Carvona (40%), piperitenona (8.26%) y piperitona (3.62%) [76].
Limoneno (6.50%), carvona (28.95%), piperitenona (6.35%) y B-
guaieno (11.53%) [75].
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Tabla 3, Continuacion.

PAIS COMPONENTES MAYORITARIOS

Argentina | Mircenona (65%) y borneol (12%) [81].

Estados Metil chavicol (56.46%) y 1,8-cineol (12.62%) [101].

Unidos

Peru Carvona (50-79%), germacreno D (5.6%) y limoneno (5.1%) [50].

Gourbeyre: neral (33.1%), geranial (20.8%), a-guaieno (6.3%) y
cis-B-ocimeno (6.3%).

Antillas Capesterre: a-guaieno (6.3%), cis-B-ocimeno (13.3%), B-
Francesas | cariofileno (9.2%), geranial (9.1%) y neral (7.8%) [49].
St. Pierre: limoneno (51.1%) y germacreno D (18.1%) [49].
Cayenne: carvona (67.6%) y limoneno (18.4%) [49].

Segun los autores Hennebelle y colaboradores [49], se pueden establecer

aproximadamente un total de 7 quimiotipos.

El quimiotipo | incluye todos los aceites esenciales que presenten como
compuestos mayoritarios en su composicion citral, i.e., geranial y neral, y
linalool. Existen algunas razones para no separar los aceites esenciales que
presentan estos compuestos como quimiotipos diferentes, entre ellas, se
encuentran que: algunos aceites presentan ambos componentes a la vez [9, 58], y
gue en estudios realizados en plantas de L. alba en Argentina por Ricciardi y
colaboradores, el AE presentaba citral como compuesto mayoritario en las
estaciones de otofilo y primavera, mientras que en el verano, el compuesto

mayoritario fue el linalool [80].
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La tagetenona, es la mezcla de dos isdbmeros, ocimenona y mircenona, que son
los compuestos mayoritarios del quimiotipo Il. Sin embargo, la mircenona

siempre se encuentra en mayor cantidad que la ocimenona [32].

El quimiotipo Ill se encuentra formado por los siguientes compuestos
mayoritarios: limoneno, junto con alguna de estas 5 cetonas monoterpénicas que
poseen estructuras quimicas relacionadas; todas son derivadas del limoneno, con
rutas biosintéticas muy similares, a saber: la carvona, dihidrocarvona,

piperitona, piperitenona o lippiona [32, 49].

El quimiotipo IV esta conformado por aquellos AE que contienen, como

componentes principales, el mirceno y canfeno [80].

El quimiotipo V lo conforman los aceites esenciales cuyo componente mayoritario

es el y-terpineno [42].

El quimiotipo VI, en sus aceites, los componentes mayoritarios son: el 1,8-cineol
y el alcanfor. El primero, sintetizado a partir del catiéon a-terpenilo, y el segundo, a

partir del cation bornilo [33].

R-G-0-¢

Alcanfor Cation bornilo Cation a-terpenilo 1,8-cineol

Finalmente, el quimiotipo VII fue descrito por Tucker y colaboradores [100], con

estragol como el compuesto mayoritario. Sin embargo, tal y como lo reportan
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estos autores, ademas de ser un quimiotipo diferente a todos los demas, presenta
una variacion morfolégica respecto a otros, puesto que el color de las flores de L.
alba es amarillo, mientras que el color usual de las flores de esta planta es violeta

claro o rosado.

El alto contenido de alcanfor en el AE del género Lippia, que ha sido utilizado
como expectorante, podria explicar el fundamento de su uso popular en los
trastornos respiratorios [46]. Ricciardi y colaboradores [82], atribuyen algunas de
las propiedades de esta planta al alto contenido de terpenos livianos, como 1,8-

cineol, limoneno, B-mirceno [82].

Extractos de L. alba en etanol y diclorometano, sugieren la presencia de
compuestos antiproliferativos contra el herpes, siendo los segundos los mas
toxicos [1]; en etilacetato, tienen actividad antipolivirus del herpes tipo Il [86].
Extractos en etanol (80% v/v) de L. alba, tienen actividad sedativa, relacionada
con la presencia de compuestos no volatiles en las hojas, posiblemente, los
flavonoides [104]. Las propiedades cambian segun el quimiotipo, como es de
esperarse; mientras que la L. alba quimiotipo I, “linalool” (50.0-79.2%), presenta
actividad antioxidante semejante a la de la vitamina E [83]; la L. alba, quimiotipo
“carvona”, posee una actividad antirradicalaria mas baja que la de esta vitamina y
el Trolox [23].

1.3 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

Las plantas producen diversos compuestos organicos que aparentemente no
parecen tener una funcion directa en su crecimiento y desarrollo. Estas sustancias
se conocen como “metabolitos secundarios” y no se relacionan directamente con

el proceso de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas,
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asimilacion de nutrientes y formacion de carbohidratos, los cuales hacen parte del

metabolismo primario de la planta.

Los metabolitos primarios incluyen los azlcares simples, aminoacidos, grasas,
proteinas y &cidos nucleicos, entre otros. El metabolismo primario proporciona las
moléculas de partida para las rutas del metabolismo secundario, entre las que se

encuentran las siguientes [7, 35, 96]:

> Acido shikimico da origen a muchos componentes aromaticos, e.g.,

aminoé&cidos aromaticos, acido cinamico y ciertos polifenoles.

» Aminoacidos: precursores de los alcaloides y antibioticos peptidicos, que

incluyen las penicilinas y cefalosporinas.

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden dividirse segun su estructura
guimica, en tres grupos, a saber: terpenos o terpenoides, fenoles y sus derivados,

y alcaloides [91].

1.3.1 Terpenos

Constituyen la clase mas grande de metabolitos secundarios. Generalmente, son
insolubles en agua. Pertenecen a la clase de lipidos sencillos y comprenden una
amplia gama de compuestos como vitaminas, pigmentos vegetales y muchos otros

productos naturales.

Todos los terpenos son derivados de la union de cinco carbonos elementales que
tienen ramificaciones en su esqueleto de isopentano. La estructura elemental de
los terpenos se denomina, por lo general, unidad isoprénica, ya que a altas

temperaturas los terpenos pueden descomponerse generando isopreno [7, 36, 60].
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Dependiendo del nUmero de a&tomos de carbono, los terpenos se pueden clasificar
en monoterpenos, Cjo (e.g., limoneno, mentol, timol, alcanfor); sesquiterpenos, Cjs
(e.g., farnesol); diterpenos, Cy, etc., donde cada uno de ellos presenta una
funcion caracteristica, e.g., los monoterpenos mencionados anteriormente,

presentan accidn antiséptica, o se emplean como expectorantes [10, 35, 91].

1.3.2 Compuestos nitrogenados o alcaloides.

Se conocen alrededor de 12.000 alcaloides [6], que contienen uno 0 mas atomos
de nitrégeno, biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos y poseen una

gran diversidad de estructuras quimicas [54].

Los alcaloides son fisiolégicamente activos en los animales, aun en bajas
concentraciones, por lo cual se usan ampliamente en medicina. La morfina, la
atropina, la quinina y la estricnina son ejemplos de algunos alcaloides utilizados

como farmacos.

1.3.3 Compuestos fendlicos

Son compuestos organicos que contienen en su estructura quimica al menos un
grupo fendlico, es decir, un anillo aromatico unido por lo menos a un grupo
hidroxilo. Muchos de estos compuestos se clasifican como metabolitos
secundarios de las plantas, en otras palabras, aquellos productos biosintetizados
en las plantas que poseen la caracteristica biolégica de ser productos secundarios

de su metabolismo.
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1.3.4 Glicésidos

Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar se une con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres
grupos de glicésidos de interés particular: saponinas, glicosidos cardiacos y
glicésidos cianogénicos. Se incluye una cuarta familia, los glucosinolatos, cuya

estructura es similar a la de los glicosidos [6].

1.4 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales (AE) se encuentran almacenados en diferentes células
vegetales. Son mezclas de varias sustancias quimicas biosintetizadas por las
plantas, que dan la fragancia caracteristica de algunas flores, arboles, semillas,
etc. Se les llama “aceites esenciales” porque poseen fragancia, olor, es decir,
poseen compuestos volatiles que, por su estructura molecular, generan estimulos
en el sistema olfativo del ser humano. Estos aceites son muy volatiles, y pueden

sufrir degradacion quimica con la luz, el calor, alcalis o acidos fuertes [26].

Los AE generalmente son liquidos, en algunas ocasiones, semisélidos y, muy
raras veces, soélidos; pocos solubles en agua, pero si volatilizables con vapor,

puesto que se evaporan a diferentes velocidades bajo presion atmosférica.

El término “aceite esencial” se utiliza, en general, para designar sustancias
volatiles obtenidas por destilacion. Con esta definicion se hace una distincion entre
los aceites fijos y los que son facilmente volatiles. Las propiedades basicas que
caracterizan estos aceites son la volatilidad y su origen vegetal. El término popular
mMAas comun, con el que se conocen estas sustancias, es el de “esencias”, aunque

también se utiliza el nombre de “aceites volatiles” o “aceites etéreos” [28].
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Hay diversos factores que influyen sobre la composicion y rendimiento de los

aceites esenciales. Entre éstos, figuran los siguientes:

» Condiciones geobotanicas del medio: clima, altitud, tipo de suelo, cantidad

de luz y lluvia.

» Meétodo de cultivo: uso de fertilizantes, abonos, pesticidas, otros agentes
quimicos.

> Epoca de recoleccion y parte de la planta: raiz, tallo, hojas, semillas.

» Manejo y almacenamiento del material vegetal: fresco, seco, fermentado.

» Método de extraccion: arrastre con vapor, hidrodestilacion, hidrodestilacion

asistida con la radiacion de microondas [91].

Dentro de las propiedades fisicoquimicas mas destacables de los AE figuran su
volatilidad, inestabilidad ante la luz y el oxigeno. En presencia de agentes
oxidantes y reductores, pH extremos, o trazas de metales pueden ocurrir
reacciones de descomposicion, etc. Otra propiedad de los constituyentes de una
esencia es la variabilidad de sus estructuras, a partir de las cuales se puede
generar, por semisintesis, nuevas estructuras. En cuanto a sus solubilidades,
tienen la particularidad de que, si bien son solubles en medio no polar, también
suelen tener una solubilidad alta en etanol, lo que es ampliamente utilizado en la
elaboracion de fragancias y extractos hidroalcohdlicos en las industrias

farmacéutica y cosmética [10, 24].

Generalmente, el deterioro de los AE se atribuye a reacciones de: oxidacion,
polimerizacioén, hidrdlisis de ésteres y a la interaccion con grupos funcionales.
Estos procesos parecen estar activados por el calor, aire, oxigeno, humedad, luz

y, en algunos casos, posiblemente, por metales [48].
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Todos los dias, sin saberlo, estamos haciendo uso de algun producto o material
derivado de aceites esenciales. Por tal motivo, los AE tienen dos grandes
mercados, a saber: la industria de sabores y fragancias, gracias a las
caracteristicas organolépticas de esencias; y Su uso como materia prima en
quimica sintética. El reconocimiento de una estructura quimica como generadora
de una propiedad organoléptica, es la guia para que otras estructuras similares
sean explotadas, buscadas o modificadas para lograr el mismo efecto, con una

posible ventaja comparativa [11, 45, 59].

Otras importantes aplicaciones de esencias son: en la industria cosmética, para la
elaboracion de perfumes, pastas dentifricas, cremas, ungientos, etc.; en la
industria licorera y tabacalera, como saborizantes y aromatizantes; en la industria
alimenticia, como saborizantes, colorantes, aromatizantes en bebidas, sopas,
adobos, asi como en concentrados y alimentos para animales, etc.; en quimica
farmacéutica, como principios activos, saborizantes, colorantes; en veterinaria,
como repelentes de insectos, antisépticos, etc.; en la industria de aseo y limpieza,
como aromatizantes de productos para pisos, bafios, cocinas, limpiavidrios y
ambientadores de autos, etc.; ademas, se reconoce su importante uso en
medicina terapéutica y aromaterapia, en inhalaciones, nebulizaciones, bafios de

inmersion, entre otros [11].

1.4.1 Comercio mundial de aceites esenciales

El mercado de los AE comunes presenta una demanda restringida debido a que
ésta ya se encuentra grosso modo satisfecha en el mundo. La tendencia se dirige,
por ejemplo, hacia aceites de calidad homogénea y hacia variedades cada vez
mas sofisticadas [37]. En la Tabla 4 se observan los principales sectores
industriales, asi como las distintas clases de aceites esenciales que tienen

aplicacion a nivel mundial.
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Tabla 4. Aceites esenciales empleados por los tres principales sectores

industriales [21, 22]

5 ACEITES
SECTOR RENGLON
ESENCIALES
Industria cosmética Cuidado personal Limén

Detergentes y jabones
Cuidado dental

Hierbabuena
Patchouli
Naranja

Palo de rosa
Eucalipto

Mentas

Industria de alimentos

Bebidas

Tabaco

Confiteria

Alimentos procesados y
Enlatados

Gomas de mascar

Citricos
Vainilla
Aceites florales
Hierbabuena
Tomillo

Anis

Industria farmacéutica

Homeopatia
Cuidado de la salud

Aromaterapia

Romero
Salvia
Manzanilla
Lavanda
Geranio

Eucalipto
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En el mundo, los aceites esenciales de aproximadamente 160 especies han
alcanzado reconocimiento comercial, pero de éstos apenas 18 especies
constituyen el 75% del valor de la produccion mundial. Dentro de los aceites
comercialmente mejor posicionados en el mercado se encuentran los de naranja,
eucalipto, citronela, limén, lavanda y mentas, con altos volimenes de produccion,

y los AE de rosa, jazmin y vetiver, con precios considerablemente altos [22].

De acuerdo con la FAO, la producciéon mundial de aceites esenciales fue estimada
en 28.2 millones de toneladas en 2003. Los paises desarrollados controlan el 85%
del comercio mundial, e.g., en 2004, la Union Europea (EU) importd €626 millones
y exporté €375. Estos paises también adquieren productos naturales de paises en
via de desarrollo, los procesan y los reexportan, aumentando de esta manera el

valor agregado de los productos finales.

China, Brasil, Argentina e India (véase Tabla 5) exportaron en 2004 entre 11.000 y
32.000 toneladas de AE hacia la EU. Los paises en via de desarrollo juegan un
papel importante en la produccion de AE de limén, lima, ylang-ylang, geranio,
vetiver y jazmin en 2004 produjeron mas del 50% de la demanda de la Unidn

Europea de estos productos-.

En ese mismo afio (2004), las importaciones de AE por miembros de la Union
Europea correspondieron a €501 millones, presentando una disminucion del 12%
con respecto al monto respectivo de 2002. Sin embargo, el volumen de
importaciones se mantuvo constante, i.e., el precio de los AE se redujo en este
periodo [21].
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Tabla 5. Principales figurantes en la economia mundial de los AE [22].

EXPORTADORES IMPORTADORES PRODUCTORES
Estados Unidos Estados Unidos Brasil
Unién europea (EV) Francia China
China Reino Unido Egipto
Indonesia Japon Indonesia
India Suiza Iran
Argentina Marruecos
Brasil

Los precios de los AE, pueden variar ampliamente dependiendo de:

» Factores de calidad: determinados por el pais de origen, el clima, la

cosecha, la concentracion de los metabolitos y el método de extraccion;

» Factores econdémicos: basados en la oferta y la demanda.

1.5 SECADO DEL MATERIAL VEGETAL

Las plantas aromaticas pueden ser comercializadas frescas, enteras o cortadas,
pero en la mayoria de los casos, éstas se someten a un proceso de secado, dado
gue esta operacion representa una de las mejores alternativas de estabilizacion y

conservacion del material vegetal [11, 16, 53].
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Los principales objetivos del secado son:

» Inhibir la actividad enzimatica, fenbmeno que puede alterar sustancialmente

la calidad del material vegetal, por descomposicién de sus componentes.

» Estabilizar el olor, color, textura, sabor y la composicion quimica.

» Reducir fletes, costos de embalaje y almacenaje.

» Reducir tiempos y costos de destilacion, cuando el material va a ser

empleado para este fin.

Para conservar las plantas es indispensable reducir la actividad enzimatica en
ellos, y para ello, se reduce el contenido acuoso hasta valores que corresponden a
una humedad entre 5 y 14%, segun cada caso. Normalmente, las plantas en la
cosecha presentan humedades superiores al 70%, por lo que es necesario
encontrar medios eficientes de secado, que no perjudiquen la calidad del material
vegetal, ni reduzcan el contenido de componentes volatiles presentes en el mismo
[11, 16, 53].

1.5.1 Métodos de secado

Uno de los métodos de secado consiste en el secado a campo. En realidad, es un
proceso de oreado, es decir, se deja el material cortado en el lugar de cultivo por
un tiempo, permitiendo que la mayoria del agua contenida en sus tejidos se
evapore. Este método, en conjunto con el secado al aire libre, hace parte de los
sistemas de secado mas sencillos y econdmicos, pues actuan por simple radiacion
solar, pero estos métodos también son los menos sugeridos, por el deterioro en la
calidad del material vegetal. Por su parte, el secado al aire libre consiste en
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esparcir el producto a secar sobre pisos de cemento, encima de catres, bandejas,
o0 bolsas, a la intemperie y durante un tiempo determinado para cada especie. Sin
embargo, es importante no colocar el material en contacto directo con el suelo,
sino permitir la circulacion de aire a través del material vegetal, evitando, a la vez,
su contaminacioén [11, 101]. Por ello, es un método aconsejable sélo en regiones
muy secas Yy con fuerte irradiacion solar, y para productos resistentes al calor y no
fotosensibles. Ademas, se debe tener cuidado de retirar el material vegetal por el
peligro de la condensacion de agua durante la noche, lluvias o rocio. Este proceso
se le aplico a las plantas en estudio y se llevd a cabo en las instalaciones de
CENIVAM.

El secado a la sombra es un sistema que actla por conveccion del aire, el cual
debe estar mas seco y en lo posible mas caliente que el vegetal, para facilitar la
evaporacion. Se realiza a temperatura ambiente y se debe tener sumo cuidado en
lo referente a la ubicacion y dimensiones de las aberturas de entrada y salida de

aire y la facilidad de carga, descarga y circulacion interna del material.

Normalmente, las entradas de aire caliente se ubican en las partes bajas y las
salidas del aire frio se sitian en la parte superior y en paredes opuestas. Lo ideal
es aprovechar las corrientes naturales del viento en la region, pero de no ser asi,
se deben instalar ventiladores que faciliten la conveccion del aire. Generalmente,
es un proceso mas lento que el anterior pero el resultado es muy superior por no
tener la descomposicion de los productos, debido a temperaturas no controladas o
exceso de luminosidad. No obstante, el principal inconveniente del secado natural
a la sombra es que no se pueden controlar las condiciones climaticas y asi, si el
momento de la cosecha ocurre en dias de alta humedad, lluvia, baja temperatura,

etc., no se obtendra un buen secado [11, 12, 101].

Algunas alternativas que se han planteado para la obtencién de la energia

necesaria para el calentamiento del aire de secado, van desde las mas rusticas,
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como atrapar el aire entre una cobertura transparente y una negra, favoreciendo el
traspaso de los rayos solares, y luego orientar este aire calentado con ventiladores
hacia el material a secar, hasta el uso de células o paneles solares para la

generacion de la energia necesaria por los desecadores [11].

1.6 EXTRACTO

A diferencia del aceite esencial, que sOlo posee compuestos mas ligeros o
volatiles, el extracto vegetal es una mezcla concentrada de principios activos de
una determinada planta, que contiene las sustancias quimicas que posee dicho

vegetal, independientemente de su peso molecular.

En la industria farmacologica, los extractos vegetales tienen una gran aplicaciéon y
relevancia por la gran variedad de principios activos que puede poseer una misma
planta, el grado de concentracion y la minimizacidon de efectos colaterales
asociados a la contaminacion del proceso de sintesis y la similitud de los
compuestos sintetizados, caracteristica que los convierte en elementos de menor
actividad o que pueden tener algun tipo de actividad asociada a las diferencias

estructurales.

1.7 EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Existe una gran variedad de métodos empleados para la obtencion de los
metabolitos secundarios de las plantas, entre los cuales se encuentran la
destilacion convencional, la hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas
(MWHD), extracciéon con fluido supercritico (SFE) y destilacion-extraccion
simultdnea (SDE), entre otras [64, 92, 96].
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En las plantas, los aceites esenciales se almacenan en glandulas aceitosas,
venas, sacos de aceite o cabellos glandulares de donde pueden ser removidos
utilizando el vapor de agua, el cual debe atravesar los tejidos vegetales de la
superficie expuesta al mismo. Para facilitar este proceso y aumentar el
rendimiento del aceite, a menudo se realiza un tratamiento fisico previo a la
destilacion, el cual depende del tipo de material vegetal. Las hojas, las flores y
otras partes delgadas y no fibrosas de la planta se someten al proceso de
destilacion sin ningun tratamiento previo, mientras que las raices, los tallos y las
plantas lefiosas se deben cortar en trozos pequefios, aumentando asi la superficie
de contacto [11, 64, 92, 93, 95, 96].

Los aceites esenciales se obtienen de las plantas por diferentes procesos
fisicoquimicos, de acuerdo con la naturaleza y propiedades de los mismos o del
material vegetal que los contienen. El almacenamiento de material vegetal fresco
antes del proceso de destilacion no es muy recomendable, ya que ello esta
asociado con la pérdida y deterioro de la calidad y el rendimiento del aceite, por
evaporacion, oxidacion enzimatica u otros procesos de degradacién. Sin embargo,
hay excepciones y, en algunos casos, durante el proceso de almacenamiento y
secado, tiene lugar una serie de reacciones bioquimicas acompafadas de la
generacion de compuestos volatiles de interés, por ejemplo, en patchouli o en
vainilla [11, 45, 53].
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1.7.1 Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas

La hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD) se basa en el

mismo principio de métodos de extraccibn como la hidrodestilacion por arrastre

con vapor o hidrodestilacion simple [39].
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Figura 4. Esquema del montaje para obtencién por MWHD de los AE de H.

suaveolens, H. mutabilis y L. alba [39]. Imagen modificada de [79, p.54]

El principio de este sistema es el calentamiento dieléctrico [39], que aprovecha la

radiacion de microondas; la técnica fue inicialmente patentada en Canada por
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Paré y colaboradores en 1983 [70, 71]. Consiste en la transformacion de la
energia electromagnética de las microondas en energia caldrica, que estd en
contacto con muestras solidas, en este caso el material vegetal, rompiendo las
estructuras celulares que contienen a la esencia, por efecto de su presion de
vapor; la esencia es asi liberada y se realiza la particion de los compuestos de
interés en el solvente por difusion, estos son dirigidos con el vapor de agua al
montaje tipo Clevenger donde se colectan, se condensan y se separan por
decantacion [39, 43, 56].

Las ventajas de usar la energia de microondas, y no una fuente de calor en
contacto directo, incluyen un calentamiento mas efectivo, una rapida transferencia
de energia, reduccién de gradientes térmicos, incremento en la produccion y
eliminacién de pasos en el proceso [65]. Cuando se usa la energia de microondas,
la extraccion puede llevarse a cabo en recipientes cerrados o abiertos, usando

solventes con una constante dieléctrica alta que la absorban [43, 62].

1.7.2 Extraccion con fluido supercritico

La extraccion con fluido supercritico (SFE) consiste en el uso de un fluido en
condiciones supercriticas como disolvente. Por lo general, se utiliza CO,, por
presentar caracteristicas ideales para la extraccién (es gaseoso a temperatura
ambiente, por lo cual se separa del analito facilmente, es barato, de facil

consecucién comercial, inerte y no toxico) [79].

También presenta baja viscosidad, baja tension superficial, alto coeficiente de
difusion (10 veces mas que un liquido normal), que conduce a un alto contacto con
la superficie del material y puede penetrar a pequefios poros y rendijas del mismo

lo que asegura una buena eficiencia en la extraccion en un corto tiempo.
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Figura 5. Esquema del montaje para obtencion por SFE de los extractos de H.

suaveolens, H. mutabilis y Lippia alba [97]. Imagen modificada de [79, p.54]
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En el método de extraccidén con fluidos supercriticos, el material vegetal se corta
en trozos pequefios, se licua o se muele, se empaca en una cadmara de acero
inoxidable y se hace circular a través de la muestra un fluido supercritico, las
esencias son asi solubilizadas y arrastradas y el fluido supercritico, que actia
como solvente extractor, se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar

la presion y temperatura ambiente y, finalmente, se obtiene una esencia pura.

Aunque presenta algunas ventajas como rendimientos altos, SFE es
ecolégicamente compatible, el solvente se elimina facilmente o inclusive se puede
reciclar y las bajas temperaturas utilizadas para la extraccibn no cambian
guimicamente los componentes de la esencia; sin embargo, la inversion inicial
para estos procesos es alta, aun para equipos a pequefia escala, debido a la
tecnologia involucrada, a los costos de materiales y de construccion. Los equipos
se construyen en acero inoxidable, deben soportar altas presiones en su
operacion y deben ofrecer un manejo seguro. Por efecto mismo de la escala, para
equipos mas grandes, mayor debe ser la capacidad de la bomba de compresion;
mayor el espesor de las paredes, de las bridas en los mismos, de los cierres y
sellamientos muy herméticos [27].

1.7.3 Destilaciéon extraccion simultanea con solvente

Los solventes organicos son sustancias que pueden suspender, extraer o disolver
sustancias, sin reaccionar quimicamente con ellas. La técnica requiere un
extractor de destilaciébn continua, que consiste en dos balones separados y
conectados por vias diferentes a un condensador. Cada balén contiene un
solvente con polaridad diferente; esta técnica permite obtener variedad de
compuestos del extracto de la planta, por lo general, un solvente polar y otro

apolar, con el fin de obtener componentes, segun su polaridad [27].
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La mayor ventaja de este método consiste en que el extracto no requiere una
concentracion posterior, simplemente, se recoge una pequefa fraccion y se
inyecta directamente al cromatografo. Otra ventaja es que este método extrae un
gran numero de componentes utilizando pequefas cantidades de solvente, lo cual

minimiza la contaminacién y reduce costos [79].

Dedo frio — [||"—

N

N\
N\

Condensador

Material
vegetal

Figura 6. Esquema del montaje para obtencion por SDE del extracto de H.
suaveolens, H. mutabilis y L. alba [41]. Imagen modificada de [41].
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1.8 CROMATOGRAFIA DE GASES

Anteriormente, la caracterizacion de un AE se hacia identificando los componentes
individuales mediante largas y costosas marchas analiticas, que incluian
aislamiento y purificaciéon, mediante cromatografia en capa fina y en columna, para
su posterior determinacion estructural por métodos quimicos convencionales. En
la actualidad, estos procedimientos han sido sustituidos por técnicas mas precisas

y funcionales, como la cromatografia de gases (GC) [10].

La cromatografia es una técnica analitica, que puede separar los componentes de
una muestra y, al mismo tiempo, determinar sus concentraciones. Las
separaciones cromatograficas utilizan repartos selectivos de los componentes de
la muestra entre una fase estacionaria que permanece inmovilizada en el interior

de la columna y una fase mdvil que atraviesa esta columna [55, 85].
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Figura 7. Principales partes de un cromatografo de gases. Imagen tomada de [34,
p. 28].
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La columna se encuentra en el horno, donde la temperatura se ajusta segun los
requerimientos de andlisis. La programacion de la temperatura de la columna
depende del punto de ebullicibn de los analitos en la muestra y del grado de
separacion requerido. Los analitos que eluyen de la columna pasan a un detector,

el cual registra su salida y genera una sefial proporcional a su cantidad [52, 77].

Las columnas cromatograficas empleadas en la actualidad son tubulares abiertas
o capilares, y constituyen un tubo de silice fundido de diametro muy pequefio (<
0.32 mm) y de longitud variable (15 a 100 m).

El proceso cromatografico ocurre como el resultado de repetidos actos de
absorcion/desorcién, durante el movimiento de los componentes de la muestra a
través de la fase estacionaria; la separacion ocurre gracias a las diferencias en la

constante de distribucion (K) de cada uno de los analitos [77].

Para la identificacion tentativa de los componentes de un AE mediante GC, se
emplea la comparacion de sus tiempos de retencion con los de los patrones
analizados bajo las mismas condiciones operacionales. Sin embargo, estos
tiempos de retencion dependen de numerosas variables, a saber: la técnica de
inyeccion, las variaciones de temperatura o flujo de los gases, el disefio del

equipo, entre otras, que son ajustadas segun los requerimientos del analisis [44].

Por ello, ha sido necesaria la introduccién de pardmetros mas reproducibles, tales
como los tiempos de retencion relativos y los indices de retencién. Estos se
calculan a partir de los tiempos de retencion y por comparacién con una serie de
sustancias a las cuales se les asignan valores arbitrarios de indices de retencion.
Los mas utilizados son los indices de Kovats, introducidos en 1958 por E. Kovats
[57]. Los indices de Kovats fueron empleados para la separacion isotérmica.

Actualmente, todas separaciones cromatograficas se hacen con programacion de
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temperatura, por ello, los indices de retencion que se emplean, se llaman

“lineales”, i.e., “indices de retencion lineales”.

1.9 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS

El acoplamiento de un cromatégrafo de gases con un espectrometro de masas
(GC-MS) permite hacer un analisis rapido y seguro de mezclas complejas,
determinando simultaneamente cuantos y cudles son los constituyentes y en qué

proporcidn se encuentran en la mezcla.

El principio de operacion de la espectrometria de masas (MS), consiste en la
generacion de iones moleculares cargados positivamente (generalmente, se usa
MS de iones positivos) y fragmentos de moléculas, provenientes de la columna
GC, mediante el bombardeo con electrones. Los iones-fragmento producidos,
entran al analizador de masas, i.e., cuadrupolo (lo llaman también filtro de masas),
donde se separan de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z). Después de la
deteccion de las corrientes iGnicas parciales con un electromultiplicador, se
construye la corriente idnica total, cromatograma. Se obtiene la informacion sobre
los tiempos de retencidén (tr) de cada compuesto y sus espectros de masas,
consistentes con sus patrones de fragmentacién Gnicos. MS es un método de
deteccion de alta sensibilidad con una cantidad minima de muestra dentro del
rango de 0.1 a 10 ng por compuesto, que puede incrementarse en el modo de
monitoreo del i6n seleccionado (SIM), en el cual, se escogen y se registran solo

los iones representativos de un compuesto en particular [99].

El sistema de ionizacibn mas frecuente es el de impacto o bombardeo de las
moléculas con electrones de la energia de 70 eV (energia estandar), capaces de

provocar la ionizacion y fragmentacion de las moléculas.
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En la Figura 8 se observan las partes principales que conforman un cromatégrafo

de gases acoplado a un espectrometro de masas.

Cadmara de .
#: —|Interfase .| = |Analizador —"'
ionizacién

Sistema de vacio

Cromatografo Espectrémetro de masas
de gases

Sistema de

Gas portador datos

Figura 8. Principales partes de un cromatégrafo de gases acoplado a un

espectrometro de masas. Imagen tomada de [34, p. 29].

Dentro de las bondades de esta técnica se pueden mencionar las siguientes [40,
p. 33]:

» Capacidad de identificacién, ya que proporciona un espectro caracteristico

de cada molécula.

> Gran sensibilidad: habitualmente, se detectan concentraciones del orden de

ppm o ppb y, en casos especificos, se puede llegar hasta ppt.

» Proporciona informacion estructural e isotOpica sobre la molécula analizada.

» Es una técnica rapida: se puede obtener un espectro en décimas de

segundo.
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2. CIENCIOMETRIA

La cienciometria es una herramienta que permite situar a un pais, una institucion,
un area tematica o un individuo en el contexto mundial de la productividad
cientifica. Es, por lo tanto, una herramienta analitica que ayuda a determinar
cuales son las instituciones, qué estan produciendo, como lo estan haciendo, en
gué campos de investigacion, en qué revistas estan publicando, cuéles son los
autores mas citados, cuales son los principales paises con los que se colabora y

qué tipo de documentos se estan publicando, entre otros [30, 73].

La comunidad cientifica cuenta con mecanismos que evallan la calidad y la
confiabilidad de su produccién intelectual. Asimismo, esa valoracion es la que se
utiliza, entre otras herramientas, para direccionar y planificar las investigaciones.
Por ello, a través de la vigilancia tecnoldgica se realiza un proceso sistematico y
organizado que consta de las siguientes etapas: observacion, captacion, analisis y
difusién, lo que permite identificar oportunidades, tendencias, dificultades o
amenazas, para tomar decisiones, disminuir riesgos o0 anticiparse a los cambios [3,
84].

La vigilancia tecnoldgica permite determinar lineas de investigacion, soluciones
tecnoldgicas disponibles, tecnologias emergentes, la dinAmica de las tecnologias,
los centros de investigacion y los lideres de proyectos, identificando las empresas
que compiten en el &rea de interés [3, 84, 102].

La cienciometria estudia los aspectos “cuantitativos” de la ciencia como disciplina
o actividad econdémica, forma parte de la sociologia de la ciencia y encuentra
aplicacion en el establecimiento de las politicas cientificas, donde incluye, entre
otras, las de publicaciones. Esta emplea técnicas métricas para la evaluacion y
examina el desarrollo de las politicas cientificas de paises y organizaciones [3,
84].
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La L. alba pertenece al género de plantas que posee un nivel alto de estudios en
gran parte del mundo, entre ellos sobresalen, los articulos. Se realiz6 un estudio
cienciométrico en la Base de Datos Science Direct, Elseiver (Scopus), y se

obtuvieron los resultados resumidos a continuacion:

En la Figura 9 se observa un incremento, en el transcurso de los afos, del
namero de publicaciones referentes al género Lippia spp. La revision se hizo para
los dltimos 20 afios y mostro, lo que marcé una tendencia creciente de la actividad

cientifica en este campo.

PUBLICACIONES POR ANO
mzs
% 22 71
20
8 16

14 13
515
g 10 10
210 8 8
W s 4 ° 4
o 111 1 1 1 1 2
50
= S s asaxad83co3d338 85338
2 O O O O O O OO O OO O O O O O 6 60 6 6 6 o
zZ Y " —H —H —H H —H —+H +d =4 N N N NN NN N N NN N N
ANO

Figura 9. Numero de publicaciones por afio sobre la especie L. alba. Periodo de
observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elseiver (Scopus). Fecha
de consulta: marzo 25 de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-KEY
(Lippia alba).

Mientras tanto, refiriéndose a los temas de publicacion, en la Figura 10, se
observa su relacion en diferentes areas de aplicacion. Se observa, que la mayoria

de estudios sobre esta especie se desarrollan en la farmacologia, agricultura,
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quimica, medicina y biologia molecular. Sin embargo, no pasa desapercibido el
tipo de publicaciones en otras &reas, por ejemplo, la microbiologia, ciencias de los

materiales y veterinaria.

TEMAS DE PUBLICACION

VETERINARIA @ 0,92
CIENCIA DE MATERIALES & 0,92
INGENIERIA QUIMICA & 0,92
MICROBIOLOGIA et 3,22
BIOLOGIA MOLECULAR |d 8,29
MEDICINA |jd 8,75
QUIiMICA 4 15,2
AGRICULTURA 4 25,8
FARMACOLOGIA 4 34,56

TEMAS

0 5 10 15 20 25 30 35 40
PORCENTAJE DE PUBLICACIONES

Figura 10. Relacién porcentual de publicaciones por temas sobre el género Lippia
alba. Periodo de observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elseiver
(scopus). Fecha de consulta: marzo 25 de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-
ABSTR-KEY (Lippia alba).

Las diversas modalidades de publicacion se pueden observar en la Figura 11. Se
vislumbra que la cantidad porcentual mas alta, en cuanto a publicaciones, sobre la
especie L. alba corresponde a articulos cientificos, sin embargo, no dejan de
publicarse otros documentos y estudios, por ejemplo, como son los reviews

(articulos de revision) y las conferencias.
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MODALIDADES DE PUBLICACION

M ARTICULOS M REVIEW & CONFERENCIAS @ BREVE ESTUDIO

2% 1%
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89%

Figura 11. Relacion porcentual segun la modalidad de publicaciébn sobre la
especie L. alba. Periodo de observacién: 1990-2010. Base de datos: Science
Direct, Elseiver (Scopus). Fecha de consulta: marzo 25 de 2011. Ecuacion de
busqueda: TITLE-ABSTR-KEY (Lippia alba).

Es amplio el nimero de paises donde se han hecho estudios sobre esta planta
debido a las caracteristicas y propiedades que esta posee. Como se aprecia en la
Figura 12, los paises donde mas se ha investigado sobre esta especie, son los de
Sur América, como: Brasil y Colombia como cabeza principal en cuanto a la
investigacion de L. alba se refiere, sin embargo, en la Republica de la India, pais
Asiético, asi como Espafia y Francia en el continente Europeo, también han

contribuido con publicaciones realizadas sobre esta especie.
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Figura 12. Numero de publicaciones por paises sobre la especie L. alba. Periodo
de observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elseiver (Scopus).
Fecha de consulta: octubre 12 de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-

KEY (Lippia alba).

En el estudio cienciométrico efectuado, se encontr6 que los autores que mas

investigaron sobre L. alba son:

STASHENKO, E.; VICCINI, L.; LEITAO, S.; DELARMELINA, C.; DIAS FILHO, B.;

DO VALE, T.; entre otros.

En cuanto al género Hyptis sp. se refiere, se desarroll6 una busqueda
cienciométrica en la Base de Datos Science Direct, Elseiver (Scopus), en la cual

se encuentran las especies bajo estudio, i.e., H. suaveolens e H. mutabilis.
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El nimero de publicaciones, haciendo una comparacion entre la Hyptis
suaveolens y la L. alba, no es tan significativo debido a que la H. suaveolens es

una de las especies muy estudiadas en diferentes areas.

En la Figura 13 se observa un incremento en los ultimos 20 afios del nUmero de
publicaciones sobre esta especie. Se vislumbra una tendencia creciente en la

linea investigativa sobre esta especie.
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Figura 13. Numero de publicaciones, por afio, sobre la especie H. suaveolens.
Periodo de observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elseiver
(Scopus). Fecha de consulta: marzo 25 de 2011. Ecuaciéon de busqueda: TITLE-
ABSTR-KEY (Hyptis suaveolens).

En la Figura 14 se observa la relacién de publicaciones en las diferentes areas de

aplicacion. La mayoria de estudios sobre esta especie figura en la agricultura,

farmacologia y quimica.
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TEMAS DE PUBLICACION
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Figura 14. Relacion porcentual de publicaciones, por areas de investigacion,
sobre la especie H. suaveolens. Periodo de observacion: 1990-2010. Base de
datos: Science Direct, Elseiver (Scopus). Fecha de consulta: marzo 25 de 2011.
Ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-KEY (Hyptis suaveolens).

En la gréfica anterior, se observa que el porcentaje mas alto, en cuanto a los
temas de investigacion, corresponde a la agricultura. La H. suaveolens (L.) Point.,
debido a que crece en forma silvestre en lugares humedos y secos, se encuentra
en los campos con maleza, frecuentemente, en suelos arenosos, por lo que es
usual encontrarla en terrenos baldios y hasta en alturas de hasta 1600 m.s.n.m., lo

que facilita su siembra en diversas condiciones eco-agricolas.

En la Figura 15 se observan las diversas modalidades de publicacion sobre la H.
suaveolens. Estas, corresponden a publicaciones en modalidad de articulos, sin
faltar otro tipo de escritos como reviews (articulos de revisién) y conferencias,

entre otras a considerar.
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MODALIDADES DE PUBLICACION
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Figura 15. Relacion porcentual segun la modalidad sobre la especie H.
suaveolens. Periodo de observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct,
Elseiver (scopus). Fecha de consulta: marzo 25 de 2011. Ecuacion de busqueda:
TITLE-ABSTR-KEY (Hyptis suaveolens).

La Figura 16, presenta la proporcion de registros entre los que se incluyen
articulos, resimenes y revisiones en los diferentes paises donde la especie H.
suaveolens ha sido estudiada. Se encuentra un alto nimero de publicaciones en
la Republica de la India, lo cual sugiere una gran cantidad de esta planta en la
flora de su regién. Sin embargo, Brasil en Sur América y Nigeria como pais
Africano, marcan el liderazgo en sus respectivos continentes como los mas

investigadores, asi como Francia hace lo mismo en Europa.
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Figura 16. Numero de publicaciones por paises sobre la especie H. suaveolens.
Periodo de observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elseiver
(Scopus). Fecha de consulta: octubre 12 de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-
ABSTR-KEY (Hyptis suaveolens).

La linea investigativa sobre la H. suaveolens va en constante crecimiento debido a

la importancia que posee esta especie en diferentes areas, por lo que se espera,
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en el transcurso de los afios, que los estudios sigan con una linea investigativa

mucho mayor.

La H. mutabilis fue la segunda especie del género Hyptis sp, sometida al estudio
cienciométrico en la Base de Datos Science Direct, Elseiver (Scopus); sin
embargo, de las tres plantas bajo estudio, es la que menos investigacion cientifica

reviste.

En la Figura 17 se observa, que existen muy pocos estudios realizados sobre esta
especie. La revision se hizo en un periodo de tiempo de los ultimos 10 afios, lo

gue marcé una tendencia conservadora en cuanto a la poca actividad cientifica en

este campo.
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Figura 17. Numero de publicaciones, por afio, sobre la especie H. mutabilis.
Periodo de observacion: 2000-2010. Base de datos: Science Direct, Elseiver
(Scopus). Fecha de consulta: marzo 25 de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-
ABSTR-KEY (Hyptis mutabilis).

68



En la Figura 18, se observa que, a pesar de que la H. mutabilis no cuenta con un
namero amplio de investigaciones, éstas, se han distinguido en los diversos temas

y areas, siendo la agricultura, farmacologia y quimica, las mas frecuentes.

TEMAS DE PUBLICACION
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Figura 18. Relacion porcentual de publicaciones, por temas, sobre la especie H.
mutabilis. Periodo de observacion: 2000-2010. Base de datos: Science Direct,
Elseiver (Scopus). Fecha de consulta: marzo 25 de 2011. Ecuacion de busqueda:
TITLE-ABSTR-KEY (Hyptis mutabilis).

En la Figura 19, se muestra la distribucién de estudios en los diferentes paises
con énfasis en los cinco, que publicaron. Argentina, es el pais que mas estudios
presenta, seguido de Brasil y tres paises mas, i.e., Estados Unidos, El Salvador y

Perd.

69



PUBLICACIONES POR ANO
Peru 1
El Salvador 1
)
W
O Estados Unidos 2
<
a
Brasil 3
Argentina 6
0 1 2 3 4 5 6
N DE PUBLICACIONES

Figura 19. Numero de publicaciones por paises sobre la especie H. mutabilis.
Periodo de observacion: 2000-2010. Base de datos: Science Direct, Elseiver
(Scopus). Fecha de consulta: octubre 12 de 2011. Ecuacion de busqueda: TITLE-
ABSTR-KEY (Hyptis mutabilis).
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

El material vegetal se cultivd, a pequefia escala, y fue recolectado (febrero de
2011) en el Complejo Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigaciones
para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales
Tropicales (CENIVAM), en la Universidad Industrial de Santander, para los

respectivos estudios investigativos en el laboratorio.

3.1.1 Caracterizacién taxondmica de las plantas

La caracterizacion taxonémica de las plantas L. alba, H. mutabilis e H. suaveolens
se realiz6 en el Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias, de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. Los pliegos de cada planta
quedaron depositados como muestra permanente en el Herbario Nacional
Colombiano (COL, Bogotd). Las plantas fueron clasificadas por el doctor J. L.

Fernandez.
Hyptis mutabilis ——  Fam. Lamiaceae N° COL: 517326
Hyptis suaveolens ———  Fam. Lamiaceae N° COL: 516302
Lippia alba —  Fam. Verbenaceae N° COL: Pendiente
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3.2 Secado del material vegetal

Para la extraccion, se empled material vegetal seco, previamente seleccionado y
pesado. El material vegetal cortado, se secO a temperatura ambiente, durante 15
dias, midiendo su peso en el transcurso de ese periodo siempre a la misma hora,
hasta la maxima pérdida de humedad (Véase Figura 20).

Hyptis mutabilis Lippia alba Hyptis suaveolens

73% 64% 73%

Figura 20. Porcentaje de peso perdido en el proceso de secado a temperatura

ambiente.

3.3 Obtencion de metabolitos secundarios por MWHD

Debido a que todas las pruebas se realizaron por triplicado, para obtener datos de
reproducibilidad, se tomaron tres cantidades de material vegetal, cuyos pesos

correspondientes variaron dependiendo del tipo de planta utilizada.

Determinada cantidad de cada material se depositdé en un balon aforado distinto
de 2 L, con 300 mL de agua, el cual se conecté a un equipo tipo Clevenger con

reservorio de destilacién Dean-Stark, adaptado a un sistema de calentamiento por
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la radiacion de microondas en un horno convencional (SAMSUNG, modelo MS-
1242zk, 1200 W de potencia), en el que cada balén fue sometido a una radiacion
aproximada de 720 W en tres intervalos, cada uno de 15 min, con un tiempo de
reposo de 2 min, entre estos. Al finalizar el proceso, el AE fue separado por
decantacion y la humedad se elimin6 afiadiendo sulfato de sodio anhidro, Na,SO,.
Al retirar el agua, el aceite se filtr6 y se extrajo una alicuota de 50 pL en un tubo
conico, a la que se le agregaron 3 L de Istd (n-tetradecano); la mezcla se afor6 a
1 mL con diclorometano para su respectivo analisis cromatografico. El montaje del

equipo de destilacién se observa en la Figura 21.

Figura 21. Montaje de hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas.
Fotografia tomada por Mario A. Llinas. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Octubre de
2011.
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El rendimiento de cada uno de los aceites esenciales se determind mediante la

Ecuacioén 1.

7 .
Was %100 Ecuacion 1

MV

Rendimiento, 9 =

Donde:

We= Peso del aceite esencial (g); Wwmv= Peso del material vegetal (g).

3.4 Obtencion de metabolitos secundarios por SFE

El material vegetal, previamente picado se peso, y se depositd en un equipo
Soxhlet de alta presion (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.). Se introdujo el
balén en la parte inferior de éste, posteriormente, se adicionaron 330 g de hielo
seco, se ajusto la temperatura del dedo frio y se colocé en el sistema de SFE, que
se sellé herméticamente (Véase Figura 22); se situd el extractor en un bafio de
agua tibia a 50°C, con una altura de 7 cm, hasta presién de 1100 psi, que se
mantuvo constante durante 2 h; transcurrido dicho tiempo, se retir6 el cilindro del
agua tibia y se coloc6 en un bafo refrigerante hasta que la presion llegé a 500 psi,
para comenzar la despresurizacion completa; luego, ya sin presion alguna dentro
del cilindro, éste se destapd y el balon aforado se lavé con diclorometano para
obtener el extracto al que se le elimin6 la humedad con Na,SO4 anhidro; la mezcla

se paso a un vial, para su posterior analisis por GC-MS y GC-FID.
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Figura 22. Equipo Soxhlet de alta presion (J & W Scientific) para la SFE con CO..
Fotografia tomada por Mario A. Llinas. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Octubre de
2011.

3.5 Obtencion de metabolitos secundarios por SDE

En este procedimiento, el material vegetal, previamente secado y picado, se
adicioné a un bal6n de fondo redondo, al cual se le agregaron 50 mL de agua y se
instald en el sistema SDE; posteriormente, se adicionaron 2 mL de diclorometano
a una lagrima y se instalo en el montaje SDE; se afiadi6 1 mL de diclorometano al
cuerpo del montaje para que éste hiciera sifon; luego, se calentaron tanto el balén
(116°C), como la lagrima (66°C), simultaneamente, durante 2 h, desde el primer

momento en que el agua presente en el material vegetal llegéb a su punto de
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ebullicion; transcurrido dicho tiempo el sistema se dejo enfriar y el diclorometano
encontrado en la lagrima se pas6 a un tubo conico en el que se concentré con
nitrégeno gaseoso hasta 0.5 mL, al que se le agregaron 3 pL de Istd (n-
tetradecano), la mezcla luego se afor6 a 1 mL con diclorometano, que fue
transferido a un vial, para su respectivo andlisis cromatogréfico. En la Figura 23
se observa el montaje del equipo para SDE.

Figura 23. Montaje de destilaci6n-extraccion con solvente simultdnea. Fotografia
tomada por Mario A. Llinas. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Octubre de 2011.
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3.6 Analisis cromatografico

Para la respectiva caracterizacion quimica de los aceites esenciales y extractos
obtenidos, las muestras se sometieron a un proceso de separacion cromatografica

usando dos columnas de diferente polaridad.

El andlisis cromatografico se llevo a cabo en un equipo Agilent Technologies 6890
Plus (Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas
(MSD) Agilent Technologies 5973 Plus.

La separacion de los analitos de la mezcla se realizé en una columna capilar
apolar DB-5MS de 60 m x 0.25 mm (di) x 0.25 pm (df) con fase estacionaria apolar
de 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano) y una columna capilar polar DB-WAX de 60 m X

0.25 mm (di) x 0.25 um con fase estacionaria de poli(etilenglicol).

El gas de arrastre empleado en el analisis fue helio (99.995%, Linde,
Bucaramanga), con una presion de entrada en la cabeza de la columna de 113.3
kPa y una velocidad lineal de 26 cm s™*. La temperatura del horno del
cromatégrafo de gases se programé asi: el calentamiento inicié a 45°C (5 min) vy
luego a 5°C/min, la temperatura se elevé a 250°C.

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones con la energia
de 70 eV. Las temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de
transferencia permanecieron a 230 y 285°C, respectivamente. Los espectros de
masas Yy corrientes iénicas reconstruidas (TIC) fueron obtenidos en un cuadruplo,
por medio de barrido automatico de radiofrecuencia (full scan), en el rango de
masas de m/z 40-350.
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3.7 Caracterizacion

La identificacion de los metabolitos presentes en los AE y extractos se llevo a cabo
comparando sus espectros de masas con los registrados en las bases de datos
(ADAMS, NISTO02 y Wiley), o en reportes bibliograficos.

3.8 Cuantificacion

La cuantificacion de los metabolitos identificados se realiz6 mediante
estandarizacion interna, empleando n-tetradecano, como patrén interno, segun la

Ecuacion 2:

C,= ——— Ecuacion 2

Donde:

Cx.  Concentracion (g/L) del analito en la muestra;
Cista:  Concentracion (g/L) del patrén interno (istd);

A, Area del pico cromatografico del analito, cuentas;

Aisa:  Area del pico cromatografico del patron interno, cuentas.

3.9 Identificacion

La identificacion de los analitos presentes en el aceite esencial se realizdé por
comparacion de sus indices de retencion y patrones de fragmentacion en los
espectros de masas obtenidos, con los existentes en las librerias de espectros, y/o
en la literatura [2].
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Los indices de retencidén, se calcularon teniendo en cuenta los tiempos de
retencion de una serie homadloga de patrones de hidrocarburos desde C,o hasta
Css, que se corrieron en el GC bajo las mismas condiciones operacionales que los

aceites esenciales. Para su determinacion se empleé la Ecuacion 3.

. — to.
I = 100+ 100 [u] Ecuacién 3
ten — tRn

Donde:

Ir: Indice de retencion 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 retencion de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto X.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

Después del corte y secado del material vegetal, los AE y extractos se obtuvieron
de los tallos y hojas de L. alba, H. mutabilis e H. suaveolens mediante las técnicas
de MWHD, SFE y SDE, respectivamente. Se utilizaron plantas cultivadas vy
recolectadas en el Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM, campus principal

de la UIS, en la ciudad de Bucaramanga, Departamento de Santander.

4.1  Secado del material vegetal

Las plantas L. alba, H. mutabilis e H. suaveolens, recolectadas de las parcelas
experimentales del CENIVAM (Véase Figura 24), fueron cortadas después de 6
meses de cultivo, durante la etapa de su floracion. Todo el material cortado se

seco.

Figura 24. Ubicacion del area de estudio de las especies L. alba, H. mutabilis e H.
suaveolens, cultivadas en el Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM.
Fotografias tomadas por Mario A. Llinas. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: Octubre
de 2011.
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El proceso de secado fue una buena opcién, debido a que se logré evitar el
desarrollo de hongos y microorganismos en las plantas. En este caso, el material
vegetal se dejo secar durante un periodo de 15 dias, a temperatura ambiente, bajo
sombra y con buena aireacion; sin embargo, este proceso se realizd también con
la finalidad de que el experimento sea reproducible en el momento de hacer las
destilaciones y extracciones mediante MWHD, SFE o SDE, para asi obtener

resultados confiables.

En la Figura 25, se observa la pérdida de humedad de cada una de las plantas

con el transcurrir de los dias hasta que ésta se secara.

Secado a temperatura ambiente

1200
Hyptis suaveolens
1000
s
@ 800 Lippia alba
S
® 600
L
(V]
®
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Figura 25. Pérdida de peso (g) de material vegetal mediante secado a
temperatura ambiente y a la sombra durante 15 dias de las plantas H. suaveolens,
H. mutabilis y L. alba, cultivadas en la ciudad de Bucaramanga, Departamento de
Santander, Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM, UIS.
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4.2 Estudio de la reproducibilidad de los tiempos de retencion, areas de

los picos cromatograficos e indices de retencion experimentales.

Para estudiar la reproducibilidad en la integracion de las areas cromatograficas y
tiempos de retencion, se inyectd al cromatografo de gases cada muestra, obtenida
por triplicado, de aceite esencial y extracto, para su andlisis. Esta investigacion
permiti6 validar el método cromatografico empleado. En las Tablas 6-12 se

resumen los resultados de este estudio.

Tabla 6. Reproducibilidad de los indices de retencién, tiempos de retencion, areas
cromatograficas y cantidades relativas (%) de algunos componentes del extracto
de L. alba obtenido por SDE (n=3).

IR tr prom, Area* Cantidad o CV (%)
Compuesto prom. min prom. relativa, %  tg (min) Area* tr Area*
B-Mirceno 993 21,868 3335 15,9 0,003 2 0,01 0
p-Cimeno 1020 22,962 240 11 0,001 2 0,00 1
Limoneno 1034 23,554 247 1,2 0,003 1 0,01 0
trans-B-Ocimeno 1050 24.188 201 0.4 0.002 1 0.01 1
p-Cimeneno 1094 25,987 91 0,4 0,001 1 0,00 1
Linalool 1101 26,268 824 3,9 0,001 1 0,00 0
Mircenona 1153 28,227 8563 39.9 0,006 1 0,02 0
Borneol 1166 28,719 100 0,5 0,002 1 0,01 0
a-Terpineol 1198 29,952 72 0,3 0,000 1 0,00 1
Verbenona 1212 30,464 92 0,4 0,001 1 0,00 1
cis-Ocimenona 1235 31,331 1937 9,2 0,001 2 0,00 0
trans-Ocimenona 1243 31,658 2387 11,4 0,007 1 0,02 0
Acetato de bornilo 1280 33,010 119 0,6 0,000 1 0,00 1
B-Elemeno 1406 37,609 464 2,2 0,000 2 0,00 0
Aromadendreno 1442 38,765 295 1,4 0,001 1 0,00 0
trans-B-Farneseno 1462 39,400 89 0,4 0,001 1 0,00 2
y-Muuroleno 1484 40,103 62 0,3 0,001 1 0,00 2
Germacreno D 1503 40,712 1623 7,7 0,006 1 0,02 0
* Cuentas
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Tabla 7. Reproducibilidad de los indices de retencion, tiempos de retencion, areas
cromatograficas y cantidades relativas (%) de algunos componentes del extracto
de L. alba obtenido por SFE (n=3).

IR tr prom, Area*  Cantidad (o] CV (%)
Compuesto . . - = =
prom. min prom. relativa, % tz(min) Area* tr Area*
B-Mirceno 992 21,813 174 9,4 0,001 1 0,00 0
p-Cimeno 1020 22,960 18 1,0 0,003 0 0,01 0
Limoneno 1034 23,547 13 0,7 0,002 0 0,01 1
Linalool 1100 26,247 3 1,8 0,001 1 0,01 2
Ipsdienol 1148 28,055 68 3,7 0,002 0 0,01 0
Mircenona 1151 28,178 940 50,7 0,002 0 0,01 0
cis-Ocimenona 1233 31,277 18 1,0 0,004 0 0,01 1
trans-Ocimenona 1237 31,425 17 0,9 0,002 0 0,01 0
-Elemeno 1405 37,594 95 51 0,001 0 0,00 0
trans-p-Cariofileno 1439 38,666 13 0,7 0,001 0 0,00 2
Aromadendreno 1441 38,752 60 3,2 0,002 0 0,01 0
trans-pB-Farneseno 1450 39,011 10 0,5 0,003 0 0,01 1
allo-Aromadendreno 1461 39,392 20 11 0,002 0 0,01 0
Germacreno D 1483 40,097 15 19,3 0,002 0 0,01 1
Biciclogermacreno 1502 40,677 358 0,8 0,001 0 0,00 0
* Cuentas

Tabla 8. Reproducibilidad de los indices de retencidn, tiempos de retencion, areas
cromatograficas y cantidades relativas (%) de algunos componentes del extracto
de L. alba obtenido por MWHD (n=3).

IR tr prom, Area* Cantidad (o) CV (%)

Compuesto prom. min prom. relativa, %  tg(min)  Area* tr Area*
B-Mirceno 993 21,862 2879 11,2 0,00 41 0,01 1
p-Cimeno 1020 22,962 314 1,2 0,00 3 0,00 1
Limoneno 1034 23,551 235 0,9 0,00 1 0,01 0
trans- 3-Ocimeno 1050 24,186 69 0,3 0,00 2 0,00 3
p-Cimeneno 1094 25,985 114 0,4 0,00 1 0,00 1
Linalool 1101 26,274 795 3,1 0,00 1 0,00 0
Mircenona 1155 28,315 16696 63.1 0,00 16 0,00 0
cis-Ocimenona 1234 31,314 1224 4,8 0,00 2 0,00 0
trans-Ocimenona 1238 31,441 159 0,6 0,00 2 0,00 1
C10H140** 1242 31,609 655 2,6 0,00 1 0,01 0
B-Elemeno 1406 37,608 352 1,4 0,00 0 0,00 0
trans-B-Farneseno 1442 38,761 219 0,9 0,00 1 0,00 1
Germacreno D 1503 40,705 1213 4,7 0,00 1 0,01 0
* Cuentas
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Tabla 9. Reproducibilidad de los indices de retencidn, tiempos de retencion, areas
cromatograficas y cantidades relativas (%) de algunos componentes del extracto
de H. suaveolens obtenido por SDE (n=3).

Complests IR t prom, Area* Can_tidad o ’ cv (%?
prom. min prom. relativa, %tz (min)  Area* tr Area*
a-Tujeno 931 19,167 95 1,2 0,0000 1 0,0000 1
a-Pineno 939 19,533 541 6,8 0,0007 2 0,0036 1
a-Fencheno 953 20,124 20 0,3 0,0007 0 0,0035 2
Canfeno 955 20,213 57 0,7 0,0007 0 0,0035 0
B-Pineno 978 21,230 217 2,7 0,0007 1 0,0033 1
a-Felandreno 1009 22,546 1069 13,5 0,0049 1 0,0220 0
a-Terpineno 1021 23,037 24 0,3 0,0007 0 0,0031 3
p-Cimeno 1029 23,343 89 11 0,0014 1 0,0061 1
Limoneno 1035 23,574 647 8,2 0,0049 1 0,0210 0
1,8-Cineol 1036 23,627 630 8,0 0,0049 1 0,0209 0
Fenchona 1096 26,089 2409 30,5 0,0049 1 0,0190 0
Alcanfor 1155 28,326 145 1.8 0,0007 0 0,0025 0
Borneol 1176 29,123 20 0,3 0,0000 0 0,0000 2
Terpinen-4-ol 1186 29,504 62 0,8 0,0007 0 0,0024 1
a-Terpineol 1203 30,127 24 0,3 0,0014 0 0,0047 2
a-Gurjuneno 1406 37,602 55 0,7 0,0000 0 0,0000 1
Aromadendreno 1442 38,779 736 9,3 0,0021 0 0,0055 0
a-Humuleno 1476 39,863 103 13 0,0007 1 0,0018 1
Germacreno D 1502 40,679 103 1,3 0,0000 1 0,0000 1
Oxido de cariofileno 1610 43,746 280 3,5 0,0000 0 0,0000 0
* Cuentas
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Tabla 10. Reproducibilidad de los indices de retencion, tiempos de retencion,
areas cromatogréficas y cantidades relativas (%) de algunos componentes del
extracto de H. suaveolens obtenido por SFE (n=3).

IR  trprom, Area* Cantidad o CvV (%)
Compuesto . . ) - . P
prom. min prom. relativa, % tg(min) Area* tg(min) Area*
Fenchona 1095 26,034 58 6,4 0,0007 1 0,00 1
Aromadendreno 1441 38,753 81 9,0 0,0021 1 0,01 0
a-Humuleno 1476 39,852 12 1,3 0,0021 1 0,01 1
Germacreno D 1501 40,669 14 1,6 0,0014 1 0,00 2
Oxido de Cariofileno 1606 43,643 10 1,1 0,0007 1 0,00 3
Epoxido de humuleno 11 1610 43,732 58 6,4 0,0028 1 0,01 0
Ci5H240** 1637 44,432 9 0,9 0,0014 1 0,00 2
a-Cadinol 1680 45,521 18 1,9 0,0007 1 0,00 3
Diterpeno, CoHs2 1956 51,674 7 0,8 0,0021 1 0,00 4
Ci1gH2602** 2055 53,640 14 15 0,0000 1 0,00 2
Abietatrieno** 2097 54,455 14 1,6 0,0035 1 0,01 3
Areta-8(14).13(15)- 2176 56,149 44 4.9 00021 1 0,00 1
CooH3z0O** 2272 58,410 48 53 0,0014 1 0,00 1
CooH2s0** 2306 59,201 23 2,6 0,0014 1 0,00 3
CooH300** 2316 59,409 195 21,5 0,0778 1 0,13 0
CooH2s0** 2410 61,352 132 14,6 0,0594 1 0,10 0
CooH2s0** 2447 62,123 110 12,1 0,0665 1 0,11 1
CaoH2802** 2486 62,934 57 6,3 0,0672 1 0,11 1
* Cuentas

** |dentificados tentativamente

Tabla 11. Reproducibilidad de los indices de retencion, tiempos de retencion,
areas cromatograficas y cantidades relativas (%) de algunos componentes del

extracto de H. mutabilis obtenido por SFE (n=3).

IR tr prom, Area* Cantidad o CV (%)
Compuesto . . - = - =
prom. min prom. relativa, % tr (Min) Area* tr(min) Area*

a-Pineno 939 19,522 8 2,2 0,000 1 0,000 3
a-Copaeno 1393 37,141 6 1,9 0,002 1 0,006 8
trans- 3-Cariofileno 1405 37,574 155 43,2 0,002 1 0,006 1
y-Elemeno 1442 38,749 88 24,6 0,003 2 0,007 2
Aromadendreno 1455 39,185 6 1,9 0,004 1 0,009 7
a-Humuleno 1476 39,849 9 2,7 0,002 1 0,005 2
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Continuacion Tabla 11.

IR tr prom, Area*  Cantidad o CV (%)
Compuesto : . ; - ; -
prom. min prom. relativa, % tr(min)  Area* tr(min) Area*
Germacreno D 1501 40,667 44 12,4 0,003 1 0,007 1
a-Bulneseno 1509 40,879 6 1,7 0,001 2 0,003 3
Biciclogermacreno 1513 40,985 21 7,7 0,001 1 0,003 4
o-Cadineno 1525 41,330 6 1,7 0,013 1 0,033 9
* Cuentas

Tabla 12. Reproducibilidad de los indices de retencion, tiempos de retencion,
areas cromatogréficas y cantidades relativas (%) de algunos componentes del
extracto de H. mutabilis obtenido por SDE (n=3).

IR tr prom, Area*  Cantidad o CV (%)
Compuesto . . ) p . p
prom. min. prom. relativa, %  tg(min)  Area* tgr(min) Area*
a-Pineno 940 19,569 2734 20,5 0,001 79 0,0 3
Sabineno 979 21,240 150 11 0,001 1 0,0 1
B-Pineno 983 21,431 113 0,8 0,000 1 0,0 1
Limoneno 1034 23,551 69 0,5 0,000 1 0,0 1
cis- B-Ocimeno 1039 23,739 85 0,6 0,000 2 0,0 2
trans- 3-Ocimeno 1050 24,192 40 0,3 0,001 2 0,0 5
a-Cubeneno 1351 35,642 126 0,9 0,002 1 0,0 1
CisHog™* 1364 36,095 99 0,7 0,001 1 0,0 1
a-Copaeno 1393 37,153 99 0,7 0,001 1 0,0 1
trans- B-Cariofileno 1406 37,621 1590 11,7 0,001 2 0,0 1
y-Elemeno 1443 38,816 2258 16,6 0,003 1 0,0 0
a-Guaieno 1449 38,978 380 2,8 0,000 1 0,0 1
Aromadendreno 1455 39,198 89 0,7 0,001 2 0,0 2
a-Humuleno 1476 39,867 223 1,7 0,001 2 0,0 1
y-Curcumeno 1495 40,471 197 15 0,002 2 0,0 1
Germacreno D 1503 40,722 1666 12,3 0,003 1 0,0 0
Curzereno 1509 40,895 134 1,0 0,001 2 0,0 1
Biciclogermacreno 1515 41,046 1997 14,7 0,002 1 0,0 0
a-Bulneseno 1519 41,164 275 2,0 0,000 1 0,0 1
y-Cadineno 1522 41,273 36 0,3 0,001 2 0,0 6
0-Cadineno 1525 41,355 105 0,8 0,001 1 0,0 1
* Cuentas

** |dentificados tentativamente

En las Tablas 6-12 se muestran los valores de tg promedio, IR, area

cromatografica promedio, cantidad relativa (%) y desviacion estandar (o) de
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algunos constituyentes del aceite esencial y extractos obtenidos de L. alba, H.

mutabilis e H. suaveolens por cromatografia de gases con FID.

También, se presentan los coeficientes de variacion (CV, %) para los tiempos de
retencion de algunos componentes del aceite y de los extractos. Como se puede
observar, estos valores no exceden el 2%, valor maximo establecido por las
normas GLP (Good Laboratory Practice; Buenas Practicas de Laboratorio), por lo
tanto, se mostré una reproducibilidad alta en el analisis cromatografico empleado

en esta investigacion.

Asi mismo, segun las normas GLP, los coeficientes de variacion (CV) para areas
de picos cromatogréficos no deben superar el 10%; lo que se observo en este
trabajo, en las Tablas 6-12, cuyos datos indican, una repetibilidad alta, en los
andlisis cromatograficos de los AE y extractos estudiados (CV<3%).

4.3 Rendimiento del aceite esencial de L. alba.

Los rendimientos de los aceites esenciales obtenidos de plantas colectadas en el
Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM, permitieron estimar lo que se puede
esperar, en cuanto a la rentabilidad, de esta especie vegetal.

El rendimiento del AE se hall6 dividiendo el peso del AE obtenido sobre el peso de
material vegetal (MV) introducido en el balén de extraccion. Los rendimientos se

mantuvieron constantes a lo largo del estudio, tal como lo muestra la Tabla 13.

Para calcular el rendimiento, se utilizo la siguiente ecuacion:

. . — WAE 0,
Rendimiento = /WMV x 100%
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Donde:

W e= Peso del aceite esencial (g); Wuv= Peso del material vegetal (Q).

Tabla 13. Rendimientos de los aceites esenciales de L. alba obtenidos de plantas

colectadas en el Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM.

Planta bajo Parte de la Material Tlempo_ fje AE Rendimiento,
. extraccion, .
estudio planta vegetal, g min obtenido, g %
. 198 0.35 0.18
Lippia alba Hoi/atsé"o‘;res 197 45 0.31 0.16
198 0.35 0.18

En la Figura 26, se observan los rendimientos del aceite esencial de L. alba

obtenidos en tres experimentos independientes. La mircenona fue el compuesto

mayoritario de este aceite. Se puede resaltar, que el rendimiento obtenido fue muy

similar en las tres extracciones, que se hicieron mediante la técnica de MWHD.

Rendimiento del aceite

0,18 1
0,175 A
0,17 A
0,165 A
0,16 -
0,155 A

esencial, %

0,18

0,18

0,15

L. alba (1)

L. alba (2)

L. alba (3)

Figura 26. Rendimientos de los aceites esenciales obtenidos por MWHD de L.

alba de plantas cultivadas en el Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM.
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4.4  Caracterizaciéon general de los aceites esenciales y extractos

La identificacion preliminar de los componentes de los AE y extractos aislados de
L. alba, H. suaveolens e H. mutabilis se realiz6 con base sus indices de retencion
lineales calculados experimentalmente y usando el criterio espectroscépico
mediante la comparacion de los espectros de masas experimentales y reportados
en diferentes bases de datos (ADAMS, NIST y Wiley).

4.4.1 ldentificacion de los metabolitos secundarios volatiles de L. alba, aislados
por MWHD.

Los metabolitos secundarios encontrados en mayor proporciéon en la L. alba
recolectada, secada y tratada, fueron los mismos aislados por cada una de las
otras técnicas de extraccion empleadas; entre los principales se encuentran el
mirceno, mircenona, ocimenona y germacreno D. Una mezcla de isoémeros,
mircenona y cis- y trans-ocimenonas, conocida como tagetenona, compuesto
mayoritario de L. alba estudiada en este trabajo, corresponde al quimiotipo de esta

planta que se encuentra en Argentina y Guatemala.

En la Figura 27, se presenta el perfil cromatografico tipico del aceite esencial de
L. alba, obtenido por el método de MWHD. La identificaciébn de los compuestos
presentes en el aceite se llevé a cabo utilizando los indices de retencion lineales
calculados en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar (DB-WAX). Los siguientes
fueron los parametros de integracion aplicados: umbral de integracion, Thshd=15,
y “area de rechazo” del pico sobre la linea base igual a 0.1. En la Tabla 14, se
presenta la composicion quimica del AE de L. alba.
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Figura 27. Perfil cromatogréfico tipico del AE de L. alba, obtenido por MWHD.
Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la
Tabla 14.

Tabla 14. Composicion quimica del AE de L. alba, obtenido por MWHD.

IR
N° pico tr, min 2 DB-5 DB-WAX rela/;\i:/eaa,l %° Compuesto
Lit. [2] Exp.b Exp.
1 21,862 990 993 1064 11,0 B-Mirceno
2 22,962 1020 1020 1172 1,2 p-Cimeno
3 23,551 1029 1034 1105 0,9 Limoneno
4 24,186 1044 1050 1250 0,3 trans-p-Ocimeno
5 25,985 1088 1094 1338 0,4 p-Cimeneno
6 26,274 1095 1101 1453 3,1 Linalool
7 28,315 1145 1155 1479 63,1 Mircenona
8 31,314 1226 1234 1568 4.8 cis-Ocimenona
9 31,441 1235 1238 1578 0,6 trans-Ocimenona
10 31,609 - 1242 - 2,3 **C10H140
11 37,608 1391 1406 1580 1,3 B-Elemeno
12 38,761 1443 1442 1668 0,8 trans-pB-Farneseno
13 40,705 1485 1503 1705 45 Germacreno D

**|dentificado tentativamente
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a. Tiempos de retencion, determinados experimentalmente en la columna
apolar DB-5.

b. indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna apolar DB-5.

c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados
en la columna apolar DB-5.

En la Tabla 14, se puede apreciar la cantidad relativa de los compuestos que se

encuentran en cantidades mayores de 0.3%.

En el aceite esencial de L. alba se identificaron positivamente 13 compuestos,
correspondientes al 94.3% del area cromatografica total. Dentro de la totalidad de
metabolitos secundarios volatiles, se encontraron 5 mayoritarios, a saber: la
mircenona (63.1%), seguida de mirceno (11.0%), cis-ocimenona (4.8%),
germacreno D (4.5%) y linalool (3.1%), que corresponden al 86.5% del area

cromatografica total.

4.4.2 ldentificacion de los metabolitos secundarios volatiles de L. alba, aislados
por SFE.

En la Figura 28, se presenta el perfil cromatogréafico tipico del extracto de L. alba,
obtenido por el método de SFE. La identificacién de los compuestos presentes en
el extracto se llevo a cabo utilizando los indices de retencién lineales, calculados
en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar (DB-WAX). Los parametros de
integracion aplicados fueron: umbral de integracion, Thshd=15, y “area de
rechazo” del pico sobre la linea base igual a 0.1. En la Tabla 15, se presenta la

composicion quimica del extracto de L. alba obtenido por SFE.

91



[ isdt

2 3 ]L 7 8 | wJ‘u ] 5
Lo & I A | A o il

1
Ll min

]
5]
(]
ha
(4]
ha
-1
L]
L
(=]
L
ka—
(L]
o g
w
L
=
o

Figura 28. Perfil cromatografico tipico del extracto de L. alba, obtenido por SFE.
Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la
Tabla 15.

Tabla 15. Composicion quimica del extracto de L. alba, obtenido por SFE.

IR
Area
N° pico tr, min 2 DB-5 DB-WAX relativa, %° Compuesto
Lit. [2] Exp.b Exp.
1 21,813 990 992 1065 9,4 B-Mirceno
2 22,960 1020 1020 1172 1,0 p-Cimeno
3 23,547 1029 1034 1196 0,7 Limoneno
4 26,247 1095 1100 1452 1,8 Linalool
5 28,055 1140 1148 1469 3,7 Ipsdienol
6 28,178 1145 1151 1472 50,7 Mircenona
7 31,277 1226 1233 1560 1,0 cis-Ocimenona
8 31,425 1235 1237 1552 0,9 trans-Ocimenona
9 37,594 1391 1405 1578 51 B-Elemeno
10 38,666 1419 1439 1597 0,7 trans-B-Cariofileno
11 38,752 1439 1441 1642 3,2 Aromadendreno
12 39,011 1443 1450 1570 0,5 trans-pB-Farneseno
13 39,392 1466 1461 1657 1,1 allo-Aromadendreno
14 40,097 1485 1503 1704 19,3 Germacreno D
15 40,677 1500 1505 1740 0.8 Biciclogermacreno
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a. Tiempos de retencion, determinados experimentalmente en la columna
apolar DB-5.

b. indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna apolar DB-5.

c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados
en la columna apolar DB-5.

En la Tabla 15, se puede apreciar la cantidad relativa (%) de los compuestos que

se encuentran en cantidades mayores de 0.3%.

Se identificaron positivamente 15 compuestos, correspondientes al 99% del area
cromatografica total. Dentro de la totalidad de metabolitos secundarios volatiles, se
encontraron 5 mayoritarios, a saber. la mircenona (50.7%), seguida del
germacreno D (19.3%), mirceno (9.4%), B- elemeno (5.1%) e ipsdienol (3.7%), que
corresponden al 88.2% del area cromatografica total.

4.4.3 ldentificacion de los metabolitos secundarios volatiles de L. alba, aislados
por SDE.

En la Figura 29, se presenta el perfil cromatogréfico tipico del extracto de L. alba,
obtenido por el método de SDE. La identificacion de los compuestos presentes en
el extracto se llevd a cabo utilizando los indices de retencién lineales, calculados
en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar (DB-WAX). Los parametros de
integracion aplicados fueron: umbral de integracién, Thshd=15, y “area de
rechazo” del pico sobre la linea base igual a 0.1. En la Tabla 16, se presenta la

composicién quimica del extracto de L. alba obtenido por SDE.
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Figura 29. Perfil cromatogréfico tipico del extracto de L. alba, obtenido por SDE.
Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la
Tabla 16.

Tabla 16. Composicion quimica del extracto de L. alba, obtenido por SDE.

IR
N° pico tr, min & DB-5 DB-WAX Area Compuesto
R relativa, %° P
Lit. 2]  Exp? Exp.

1 21,868 990 993 1064 15,9 Mirceno
2 22,962 1020 1020 1170 1,1 p-Cimeno
3 23,554 1029 1034 1196 1,2 Limoneno
4 24,188 1044 1050 1251 0.4 trans-B-Ocimeno
5 25,987 1088 1094 1338 0,4 p-Cimeneno
6 26,268 1095 1101 1450 3,9 Linalool
7 28,227 1145 1153 1482 39.9 Mircenona
8 28,719 1165 1166 1613 0,5 Borneol
9 29,952 1186 1198 1721 0,3 a-Terpineol
10 30,464 1204 1212 1725 0,4 Verbenona
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Continuacion, Tabla 16.

IR
Area

N° pico in 2 DB-5 DB-WAX Compuesto

P tr, min relativa, %° P
Lit. [2] Exp.b Exp.

11 31,331 1226 1235 1560 9,2 cis-Ocimenona
12 31,658 1235 1243 1587 11,4 trans-Ocimenona
13 33,010 1287 1280 1601 0,6 Acetato de bornilo
14 37,609 1391 1406 1575 2,2 B-Elemeno
15 38,765 1439 1442 1639 1,4 Aromadendreno
16 39,400 1443 1462 1672 0,4 trans-pB-Farneseno
17 40,103 - 1484 1779 0,3 y-Muuroleno
18 40,712 1485 1503 1705 7,7 Germacreno D

En la Tabla 16, se puede apreciar la cantidad relativa (%) de los compuestos que

se encuentran en cantidades mayores de 0.3%.

Se identificaron positivamente 18 compuestos, correspondientes al 96.2% del area
cromatografica total. Dentro de la totalidad de metabolitos secundarios volatiles, se
encontraron 5 mayoritarios, a saber: la mircenona (39.9%), seguida del mirceno

(15.5%), trans-ocimenona (11.1%), cis-ocimenona (9.0%) y germacreno D (7.7%),

Tiempos de retencion, determinados experimentalmente en la columna

apolar DB-5.

indices de retencién lineales, determinados experimentalmente en la

columna apolar DB-5.

Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados

en la columna apolar DB-5.

gue corresponden al 83.2% del area cromatografica total.

Para la L. alba cultivada en Bucaramanga (Santander, Colombia), la mircenona
fue el componente mayoritario aislado por las tres técnicas empleadas, seguida

del mirceno, que también fue encontrado en alta proporcion tanto en el AE como

en los extractos obtenidos por SDE y SFE de esta planta.
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Se encontré la mircenona en muy alta proporcion (39.1%-63.1%). Este metabolito
no es comun en los AE y extractos aislados de L. alba cultivada en Colombia [15,
19, 20, 23, 93, 94]. En la literatura, este quimiotipo se encontré descrito,
provenientes de plantas cultivadas o recolectadas en el campo en Guatemala y
Argentina [81].

Otros de los compuestos mayoritarios detectados en el aceite y extractos
obtenidos por tres técnicas de extraccion fueron el germacreno D y los isbmeros
cis- y trans-ocimenonas. A continuacion, se puede observar los componentes

comunes aislados por las tres técnicas diferentes de extraccion en la Figura 30.

m SDE

63,1
80 1 W SFE

Cantidad relativa, %

Figura 30. Composicion porcentual de los principales compuestos detectados en

el aceite y los extractos obtenidos de L. alba por tres técnicas de extraccion.

Los extractos SDE fueron ricos en monoterpenos, gue son los mas volatiles entre
los metabolitos secundarios aislados, y, en general, ésta fue la técnica, con la cual

se obtuvieron extractos con el nimero mas alto de compuestos.
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En la Figura 31, se comparan las areas relativas (A«/Aisiq) de compuestos aislados

de la L. alba estudiada, por tres diferentes técnicas empleadas.
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Figura 31. Relaciéon A,/Aisiq de los principales compuestos comunes en los
extractos obtenidos de la especie L. alba, utilizando las tres diferentes técnicas de

extraccion (Istd=n-tetradecano).

En la Tabla 17 se encuentran los valores de cada una de las areas determinadas

con respecto al patron interno, Istd= n-tetradecano.

Tabla 17. Valores de areas cromatograficas relativas determinadas con respecto
al patron interno (n-tetradecano).

SDE SFE MWHD
Mirceno 2,26 0,12 1,67
Mircenona 5,82 0,69 9,59
Germacreno D 1,32 0,01 0,7
cis-Ocimenona 1,62 0,01 0,37
trans-Ocimenona 1,1 0,26 0,69
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La mircenona, es el compuesto que se encontré en mayor proporcion (39.1% -
63.1%) en el aceite (MWHD) y los extractos (SDE, SFE) obtenidos las tres

técnicas diferentes de extraccion.

El monoterpeno [(B-mirceno, fue el otro de los compuestos detectados que se
encontré en proporcidon alta con respecto al patron interno, sin embargo, en la
técnica de SFE su cantidad aislada fue relativamente baja, en comparacion con la
obtenida por SDE o MWHD, lo cual puede ser atribuido a la volatilidad alta de

este.

Las estructuras quimicas de los principales compuestos presentes en el aceite y

en los extractos de L. alba se muestran en la Figura 32.

B-Mirceno cis-Ocimenona trans-Ocimenona
Germacreno D Mircenona

Figura 32. Estructuras quimicas de los principales compuestos presentes en los
aceites esenciales y extractos obtenidos por MWHD, SDE y SFE de L. alba,

respectivamente.
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Ricciardi y sus colaboradores, en su publicacion [81] sobre la composicién quimica
de los aceites esenciales de L. alba (Familia Verbenaceae), realizados en
Argentina, encontraron, como componentes mayoritarios, la mircenona (58%) y la
cis-ocimenona (13.1%). El AE obtenido en el Laboratorio de Cromatografia de la
UIS, por el autor de este trabajo, muestra también que el componente con
cantidad relativa mas alta fue la mircenona (63.1%), también acompafiada de la
cis-ocimenona (4.8%), pero en menor proporcion que en el aceite de la L. alba

cultivada en Guatemala.

A diferencia de los estudios realizados en Argentina [81], el B-mirceno fue (11.0%)
es el segundo componente con mayor presencia en el aceite esencial de L. alba;
este componente no aparece como mayoritario reportado por Senatore y
colaboradores, pero si se reportdé como principal por Sing y colaboradores [89], en
el aceite de L. alba cultivada en el Norte de la India [89].

En general, la composicion quimica de los AE de L. alba extraidos por MWHD, de
las plantas provenientes de las parcelas experimentales del CENIVAM, present6
una variacion apreciable respecto a los principales compuestos encontrados en
otros estudios realizados [15, 19, 20, 23, 93, 94]. Esta variabilidad de la
composicién, pudo haber sido influenciada por factores ecoagricolas (condiciones
de cultivo, altitud, temperatura, suelo, origen y edad de la planta) por cambios

genético, la hipotesis, que habria que confirmar.
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4.4.4 ldentificacion de los metabolitos secundarios volatiles de H. suaveolens,

aislados por SFE.

En la Figura 33, se presenta el perfil cromatografico tipico del extracto de H.
suaveolens, obtenido por el método SFE. La identificacion de los compuestos
presentes en el extracto se llevd a cabo utilizando los indices de retencion
lineales, calculados en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar (DB-WAX). Los
parametros de integracion aplicados fueron: umbral de integracién, Thshd=15, y
“area de rechazo” del pico sobre la linea base igual a 0.1. En la Tabla 18, se

presenta la composicion quimica del extracto de H. suaveolens obtenido por SFE.
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Figura 33. Perfil cromatografico tipico del extracto de H. suaveolens, obtenido por
SFE. Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la
Tabla 18.
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Tabla 18. Composicion quimica del extracto de H. suaveolens, obtenido por SFE.

IR
Area
0 pi e & DB-5 DB-WAX
N° pico tr, min Tt 0 Compuesto
Lit. 2]  Exp? Exp.
1 26,034 1083 1095 1398 6,4 Fenchona
2 38,753 1439 1441 1640 9,0 Aromadendreno
3 39,852 1452 1476 1662 1,3 a-Humuleno
4 40,669 1485 1501 1708 1,6 Germacreno D
5 43,643 1582 1606 2008 1,1 Oxido de cariofileno
6 43,732 1608 1610 2006 6,4 Epoxido de humuleno 1l
7 44,432 N.I. 1637 2085 0,9 Ci5H240*
8 45,521 1676 1680 2221 1,9 a-Cadinol
9 51,674 1944 1956 - 0,8 Diterpeno hidrocarbonado |
10 53,640 2046 2055 - 1,5 C18H2602*
11 54,455 2082 2097 - 1,6 Abietatrieno*
12 56,149 2159 2176 - 4,9 Abieta-8(14),13(15)-dieno*
13 58,410 2269 2272 - 5,3 C20H300*
14 59,201 2285 2306 - 2,6 C20H280*
15 59,409 N.I. 2316 - 21,5 C20H300*
16 61,352 N.I. 2410 - 14,6 C2oH20*
17 62,123 2428 2447 - 12,1 C20H280*
18 62,934 2493 2493 - 6,3 C2oH2502*

* |dentificados tentativamente.
- Tiempos de retencién mayores que el hidrocarburo lineal mas pesado empleado, Czs.
a. Tiempos de retencion, determinados experimentalmente en la columna
apolar DB-5.
b. indices de retencién lineales, determinados experimentalmente en la
columna apolar DB-5.
c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados

en la columna apolar DB-5.

Se identificaron positivamente 18 compuestos, correspondientes al 98.9% del area
cromatografica total. Dentro de la totalidad de metabolitos secundarios volatiles, se
encontraron 5 mayoritarios, de los cuales los tres principales (48.2%), en cuanto a

su area relativa alta, se identificaron tentativamente como diterpenos, seguidos del
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aromadendreno (9.0%) y la fenchona (6.4%), que correspondieron al 63.6% del
area cromatogréfica total.

4.45 |dentificacion de los metabolitos secundarios volatiles de H. suaveolens,
aislados por SDE.

En la Figura 34, se presenta el perfil cromatografico tipico del extracto de H.
suaveolens, obtenido por el método SDE. La identificacion de los compuestos
presentes en el extracto se llevd a cabo utilizando los indices de retencion
lineales, calculados en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar (DB-WAX). Los
pardmetros de integracion aplicados fueron: umbral de integracién, Thshd=15, y
“area de rechazo” del pico sobre la linea base igual a 0.1. En la Tabla 19, se
presenta la composicion quimica del extracto de H. suaveolens obtenido por SDE.

11

51

14
5

1 B 12 | 18 19
4 6w " 1
dep bkl Lo Tal- el
40

#h,
|
T
Z0 25 30 5 45min

Figura 34. Perfil cromatografico tipico del extracto de H. suaveolens, obtenido por
SDE. Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la
Tabla 19.
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Tabla 19. Composicion quimica del extracto de H. suaveolens, obtenido por SDE.

IR
N° pico tr, min @ DB-5 DB-WAX Area ® Compuesto
' relativa, %
Lit. 2]  Exp’ Exp.

1 19,167 924 931 1023 1,2 a-Tujeno
2 19,533 932 939 1028 6,8 a-Pineno
3 20,124 945 953 1075 0,3 a-Fencheno
4 20,213 954 955 1083 0,7 Canfeno
5 21,230 974 978 1112 2,7 B-Pineno
6 22,546 1003 1009 1158 13,5 a-Felandreno
7 23,037 1014 1021 1164 0,3 a-Terpineno
8 23,343 1020 1029 1272 1,1 p-Cimeno
9 23,574 1029 1035 1196 8,2 Limoneno
10 23,627 1032 1036 1210 8,0 1,8-Cineol
11 26,089 1083 1096 1405 30,5 Fenchona
12 28,326 1141 1155 1496 1,8 Alcanfor
13 29,123 1165 1176 1718 0,3 Borneol
14 29,504 1174 1186 1628 0,8 Terpinen-4-ol
15 30,127 1186 1203 1695 0,3 a-Terpineol
16 37,602 1409 1406 1521 0,7 a-Gurjuneno
17 38,779 1439 1442 1641 9,3 Aromadendreno
18 39,863 1452 1476 1657 1,3 a-Humuleno
19 40,679 1485 1502 1708 1,3 Germacreno D
20 43,746 1582 1610 2008 3,5 Oxido de cariofileno

a. Tiempos de retencion, determinados experimentalmente en la columna

apolar DB-5.

b. indices de retencién lineales, determinados experimentalmente en la

columna apolar DB-5.

c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados

en la columna apolar DB-5.

En la Tabla 19 se puede apreciar la cantidad relativa de los compuestos que se

encuentran en cantidades mayores de 0.3%.

Se identificaron positivamente 20 compuestos, correspondientes al 92.6% del area

cromatografica total. Dentro de la totalidad de metabolitos secundarios volatiles, se

encontraron 5 mayoritarios, a saber: la fenchona (30.5%), seguida del a-
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felandreno (13.5%), aromadendreno (9.3%), limoneno (8.2%) y 1,8-cineol (8.0%),
que corresponden al 69.5% del area cromatogréfica total.

Entre los compuestos comunes aislados por SFE y SDE, se encuentran la
fenchona, presente en mayor cantidad relativa (%) aislada por las dos técnicas
empleadas, seguida del aromadendreno. El a-felandreno fue aislado por SDE en
un alto porcentaje (13.5%), sin embargo, no se extrajo en cantidad detectable por
SFE. El limoneno se aislo en cantidad relativa del 8.2%, por SDE, mientras que no

se logro su extraccion en cantidad detectable por la técnica SFE.

En la Figura 35 se observan los principales componentes aislados por SFE y SDE

de H. suaveolens.

SDE

Cantidad relativa, %

Figura 35. Composicion porcentual de los principales compuestos comunes

detectados en los extractos obtenidos por SDE y SFE de H. suaveolens.
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A diferencia de SDE, la técnica SFE permitié obtener extractos con alto contenido

de compuestos semivolatiles como sesquiterpenos y diterpenos y sus derivados

oxigenados, que no se encontraron en los demas extractos, pero estos se

identificaron tentativamente.

En la Figura 36, se comparan las &reas cromatograficas relativas (AxJ/Aisiq) de

compuestos comunes presentes en los extractos obtenidos por SFE y SDE de H.

suaveolens.
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Figura 36. Relacion de A,/Aisie (Istd=n-tetradecano) de los principales compuestos

comunes detectados en los extractos obtenidos por SDE y SFE de la especie H.

suaveolens.

En la Tabla 20, se encuentran

los valores de cada una de

las areas

cromatograficas determinadas con respecto al patrén interno, Istd= n-tetradecano.
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Tabla 20. Valores de cada una de las areas cromatograficas determinadas con

respecto al patrén interno.

SDE SFE
Fenchona 1,56 0,04
Aromadendreno 0,47 0,063
a-Humuleno 0,06 0,0092
Germacreno D 0,06 0,01
Oxido de Cariofileno 0,18 0,0081

Las estructuras quimicas de los principales compuestos detectados en los

extractos aislados de H. suaveolens se muestran en la Figura 37.

HO
0
Palustrol Aromadendreno Fenchona
a-Humuleno Germacreno D Oxido de cariofileno

Figura 37. Estructuras quimicas de los principales compuestos detectados en los

extractos obtenidos de H. suaveolens.
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Los diterpenos y sus derivados oxigenados (71.2%) fueron la principal familia de
compuestos aislados por SFE, tal como lo muestra la Figura 38; éstos se
identificaron tentativamente. Uno de los motivos por lo que en los extractos SFE
se detectaron compuestos mas pesados, esta relacionado con el tiempo de
despresurizacion, que llegoé a durar casi 8 horas, lo que hace que el gradiente alto
de presién entre el interior del cilindro y la atmésfera genera la pérdida de
compuestos mas livianos, manifestada en la cantidad minima de estos metabolitos
secundarios volatiles en los extractos; La segunda familia con mayor niumero de
compuestos detectados en los extractos SFE fue la de los sesquiterpenos
(22.2%), sequida de la de los monoterpenos (6.4%).

En los extractos aislados por la técnica SDE, se cambié la proporcion de
diterpenos, que no se registraron en cantidades detectables; los monoterpenos y
sesquiterpenos, en cambio, debido a su volatilidad relativamente alta
prevalecieron el los extractos obtenidos. La composicion porcentual de estas

familias de compuestos aislados mediante las técnicas SDE y SFE se muestra en

la Figura 38.
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Figura 38. Familias de compuestos quimicos presentes en los extractos de H.

suaveolens obtenidos por SDE y SFE.
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Para obtener mayor informacion sobre la composicion quimica de los metabolitos
secundarios presentes en las plantas de H. suaveolens, éstas fueron sometidas a
extraccion por 2 técnicas diferentes. Los extractos SDE fueron ricos en
monoterpenos, que son los mas volatiles entre los metabolitos secundarios
estudiados y, en general, ésta fue la técnica, con la cual se obtuvieron extractos

con el nimero mas alto de compuestos.

La otra técnica utilizada fue SFE. Esta permiti6 obtener extractos con alto
contenido de compuestos semivolatiles como sesquiterpenos y diterpenos que no
se encontraron en los demas extractos, pero, en general, por estas dos técnicas

de extraccion se detectaron menos compuestos.

Segun Falcéo y colaboradores [38], se han encontrado en el AE de las plantas de
H. suaveolens, los mismos monoterpenos que se aislaron en este trabajo, por
ejemplo, la fenchona (componente mayoritario en el extracto obtenido por SDE),
canfeno, felandreno, tujano, 1,8-cineol, B-pineno, entre otros; también, se aislaron

los siguientes sesquiterpenos: 6xido de cariofileno, a-humuleno y aromadendreno.
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4.4.6 ldentificacion de los metabolitos secundarios volatiles de H. mutabilis,

aislados por SFE.

En la Figura 39, se presenta el perfil cromatografico tipico del extracto de H.
mutabilis, obtenido por el método SFE. La identificacion de los compuestos
presentes en el extracto se llevd a cabo utlizando los indices de retencion
lineales, calculados en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar (DB-WAX). Los
parametros de integracion aplicados fueron: umbral de integracion, Thshd=15, y
“area de rechazo” del pico sobre la linea base igual a 0.1. En la Tabla 21, se

presenta la composicion quimica del extracto de H. mutabilis obtenido por SFE.
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Figura 39. Perfil cromatogréfico tipico del extracto de H. mutabilis, obtenido por
SFE. Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la
Tabla 21.
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Tabla 21. Composicion quimica del extracto de H. mutabilis, obtenido por SFE.

N© pico fin DB-5 DB-WAX rela'z::,‘ 0 Compuesto
Lit. 2]  Exp? Exp.
1 19,522 932 939 1028 2,2 a-Pineno
2 37,142 1374 1393 1483 1,9 a-Copaeno
3 37,575 1408 1405 1610 43,2 trans-B-Cariofileno
4 38,751 1434 1442 1638 24,6 y-Elemeno
5 39,187 1439 1455 1643 1,9 Aromadendreno
6 39,850 1452 1476 1669 2,7 a-Humuleno
7 40,669 1485 1501 1704 12,4 Germacreno D
8 40,880 1509 1509 1719 1,7 a -Bulneseno
9 40,986 1500 1513 1744 7,7 Biciclogermacreno
10 41,339 1522 1525 1788 1,7 0-Cadineno

a. Tiempos de retencion, determinados experimentalmente en la columna
apolar DB-5.

b. indices de retencién lineales, determinados experimentalmente en la
columna apolar DB-5.

c. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados

en la columna apolar DB-5.

En la Tabla 21 se puede apreciar la cantidad relativa (%) de los compuestos que

se encuentran en cantidades mayores de 0.3%.

Se identificaron positivamente 10 compuestos, correspondientes a la totalidad del
area cromatografica. Los siguientes fueron los tres principales metabolitos
secundarios volatiles, a saber: trans-g-cariofileno (44.1%), seguido del y-elemeno
(24.6%) y germacreno D (12.5%) que corresponden al 81.2% del area

cromatografica total.
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4.4.7 ldentificacion de los metabolitos secundarios volatiles de H. mutabilis,

aislados por SDE.

En las Figuras 40, se presenta el perfil cromatogréfico tipico del extracto de H.
mutabilis, obtenido por el método de SDE. La identificacion de los compuestos
presentes en el extracto se llevd a cabo utlizando los indices de retencion
lineales, calculados en dos columnas, apolar (DB-5MS) y polar (DB-WAX). Los
parametros de integracion aplicados fueron: umbral de integracion, Thshd=15, y
“area de rechazo” del pico sobre la linea base igual a 0.1. En la Tabla 22, se

presenta la composicion quimica del extracto de H. mutabilis obtenido por SDE.

11

16

Istd

20 25 30 35
Figura 40. Perfil cromatogréfico tipico del extracto de H. mutabilis, obtenido por

SDE. Columna DB-5 (60 m). Split 1:30. La identificacion de los picos aparece en la
Tabla 22.

111



Tabla 22. Composicion quimica del extracto de H. mutabilis, obtenido por SDE.

IR
. ) Cantidad
N© pico tr, min & DB-5 DB-WAX relativa, %° Compuesto
Lit. 2]  Exp? Exp.

1 19,569 932 940 1028 20,5 a-Pineno
2 21,240 969 979 1125 1,1 Sabineno
3 21,431 974 983 1112 0,8 B-Pineno
4 23,551 1024 1034 1195 0,5 Limoneno
5 23,739 1032 1039 1240 0,6 cis-B-Ocimeno
6 24,192 1044 1050 1242 0,3 trans- -Ocimeno
7 35,642 1345 1351 1466 0,9 a-Cubeneno
8 36,095 - 1364 1482 0,7 CisHas*
9 37,153 1374 1393 1529 0,7 a-Copaeno
10 37,621 1408 1406 1627 11,7 Trans-B-Cariofileno
11 38,816 1434 1443 1640 16,6 y-Elemeno
12 38,978 1437 1449 1641 2,8 a-Guaiene
13 39,198 1439 1455 1642 0,7 Aromadendreno
14 39,867 1452 1476 1671 1,7 a-Humuleno
15 40,471 1481 1495 1736 15 y-Curcumeno
16 40,722 1485 1503 1706 12,3 Germacreno D
17 40,895 1499 1509 1732 1,0 Curzereno
18 41,046 1500 1515 1744 14,7 Biciclogermacreno
19 41,164 1509 1519 1720 2,0 a-Bulneseno
20 41,273 1513 1522 1754 0,3 y-Cadineno
21 41,355 1522 1525 1788 0,8 0-Cadineno

* |dentificados tentativamente

Tiempos de retencion, determinados experimentalmente en la columna
apolar DB-5.

indices de retencién lineales, determinados experimentalmente en la
columna apolar DB-5.

Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados

en la columna apolar DB-5.

En la Tabla 22 se puede apreciar la cantidad relativa de los compuestos que se

encuentran en cantidades mayores de 0.3%.
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Se identificaron positivamente 22 compuestos, correspondientes al 92.5% del area
cromatografica total. Dentro de la totalidad de metabolitos secundarios volatiles, se
encontraron 5 mayoritarios, a saber: el a-pineno (20.5%), seguido del y-elemeno
(16.6%), biciclogermacreno (14.7%), germacreno D (12.3%) y trans-B-cariofileno

(11.7%), que corresponden al 75.8% del area cromatografica total.

Hubo varios compuestos que no fueron detectados en extractos obtenidos, por
una técnica, y, si, por la otra, como por ejemplo: el a-guaieno y el limoneno se
detectaron en extractos aislados por SDE y no por SFE, mientras que el y-
cadineno que aparece en el extracto de SFE y no en el obtenido por destilacion-
extraccion con solvente. Esto se debe, posiblemente, a la distinta volatilidad de los
compuestos o al tiempo largo para despresurizacion del equipo SFE empleado.

En la Figura 41, se observan algunos componentes presentes en los extractos
SFE y SDE obtenidos de H. mutabilis.

Cantidad relativa, %

Figura 41. Composicion porcentual de los principales compuestos detectados en

los extractos obtenidos por SFE y SDE de H. mutabilis.
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En la Figura 42 se comparan las areas relativas (Ay/Aistg) de compuestos comunes

presentes en extractos obtenidos por SFE y SDE de H. mutabilis.
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Figura 42. Relacién de AJ/Ais (Istd=n-tetradecano) de los principales compuestos
comunes detectados en los extractos obtenidos por SDE y SFE de la especie H.

mutabilis.

En la Tabla 23 se encuentran los valores de cada una de las areas

cromatograficas determinadas con respecto al patrén interno, Istd= n-tetradecano.

Tabla 23. Valores para cada una de las areas cromatograficas determinadas con

respecto al patron interno.

a-Pineno
trans-B-Cariofileno
y-Elemeno
Germacreno D
Biciclogermacreno

SDE
1.92
1.09
1.56
1.15
1.37

SFE
0.0053
0.099
0.055
0.031
0.0072
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Las estructuras quimicas de los principales compuestos detectados se muestran

en la Figura 43.

H
L) =
— \\
H
a-Pineno -B-Cariofi
trans-B-Cariofileno y-Elemeno
Germacreno D Biciclogermacreno

Figura 43. Estructuras quimicas de los principales compuestos detectados en los

extractos obtenidos de H. mutabilis.

Entre las familias de compuestos aisladas por SDE, los sesquiterpenos se
encontraron en mayor cantidad (68.7%) en comparacion con los monoterpenos
(23.8%). EIl biciclogermacreno (14.7%) fue el componente mayoritario de esta
primera familia, mientras que, por el lado de los monoterpenos, el a-pineno

(20.5%) resulté mas abundante en la mezcla.

La composicion porcentual de estas familias de compuestos obtenidos por dos

técnicas, SFE y SDE, se muestra en la Figura 44.
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Figura 44. Familias de compuestos quimicos presentes en los extractos obtenidos
por SFE y SDE de H. mutabilis.

En Brasil, Barbosa y colaboradores en su publicacién [14] sobre la composicion
quimica de los aceites esenciales, obtenidos por MWHD, mostraron que el aceite
de H. mutabilis posee biciclogermacreno (8.7%) y germacreno (6.2%), como
componentes principales. Estas sustancias aparecen también en los extractos
obtenidos por SDE y SFE en el Laboratorio de Cromatografia de la UIS, de las
plantas cultivadas en las parcelas de CENIVAM.

A diferencia de los estudios realizados por Barbosa y colaboradores [14], Falcao &
Menezes [38], en su publicacién “The Hyptis genus: an ethnopharmacological and
chemical review” [38], realizado también en el sur del continente, Brasil, muestra
como este género posee una gran variedad de compuestos, entre las que se
encuentran el germacreno D, biciclogermacreno, compuestos que se encuentran
en cantidades mas altas en los extractos obtenidos en este trabajo; también se
aprecia que H. mutabilis, posee compuestos de la familia de los triterpenos, que

no fueron aislados mediante las técnicas utilizadas en este estudio.
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En la Tabla 24 (Véase Apéndice), se encuentra la informacion general sobre
algunos terpenos aislados por MWHD, SFE y SDE de las plantas L. alba, H.

suaveolens e H. mutabilis.
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5. CONCLUSIONES

» Usando criterios cromatogréaficos y espectroscopicos (espectros de masas),
se determin6é la composicion quimica de los aceites esenciales (AE) y
extractos de plantas de L. alba, H. suaveolens e H. mutabilis, cultivadas en
el Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM situado en el campus

principal de la UIS, en la ciudad de Bucaramanga, Colombia.

» Los coeficientes de variacion para los tiempos de retencion y areas
cromatograficas de los componentes de aceites y extractos no superaron el
2% y el 10%, respectivamente, cumpliendo con lo reglamentado por GLP
para muestras analizadas por GC. Esto valida resultados cromatograficos

obtenidos en este trabajo que son confiables y reproducibles.

» El analisis de la composicién quimica del AE y extractos de L. alba, aislados
de las hojas y tallos, reveld que el compuesto mayoritario es la mircenona
(39.1-63.1%). Este quimiotipo de L. alba, también conocido como quimiotipo
tagetenona, es tipico para plantas de esta especie que crecen en Argentina
y Guatemala. En Colombia, este quimiotipo se describe por primera vez.
Otros compuestos presentes en AE y extractos en esta planta fueron los
isbmeros cis- y trans-ocimenonas, asi como el B-mirceno y el germacreno
D.

» El rendimiento del AE obtenido por MWHD, de L. alba extraido de sus hojas
y tallos, que se secaron previamente durante un periodo de 15 dias hasta la
pérdida de humedad, fue de 0.18%.
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» Al comparar los metabolitos secundarios volatiles encontrados en los
extractos de H. mutabilis e H. suaveolens con los reportados por otros
autores, como Barbosa y colaboradores en Brasil [14], asi como Peerzada
en EEUU [74], respectivamente, se observa que hay similitudes en su
composicién quimica; se presume que sus AE pueden exhibir este tipo de
metabolitos.

» El andlisis de la composicién quimica de los extractos de H. mutabilis,
aislados de las hojas y tallos, revel6 que el compuesto mayoritario, cambid
respecto a la técnica empleada. Por SFE, se aisl6 en mayor proporcion el
trans-B-cariofileno (44.1%), mientras que por SDE el compuesto mayoritario
fue a-pineno (20.5%). Otros compuestos principales aislados de H.
mutabilis por las dos técnicas fueron: y-elemeno (16.6-24.6%), germacreno
D (12.3-12.5%) y biciclogermacreno (6-14.7%).

» El andlisis de la composicion quimica de los extractos de H. suaveolens,
aislados de las hojas y tallos, revelé que el compuesto mayoritario aislado,
por SDE fue la fenchona (30.5%). Esta se extrajo también por SFE, pero no
resultd6 ser compuesto mayoritario (6.4%), debido al aislamiento de
diterpenos, como familia predominante de compuestos aislados (48.2%).
Otros compuestos en alta proporcion aislados de H. suaveolens, por las dos
técnicas empleadas fueron: aromadendreno, a-humuleno (1.3%),

germacreno D (1.3-1.6%) y 6xido de cariofileno (1.1-3.5%).
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6. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio econdmico sobre los cultivos, donde se tenga en cuenta
variables como mantenimiento, costos de implantacion, produccion, entre
otros, que sirva de referencia a agricultores y empresas interesados en el

proceso de compostaje.

Aislar los metabolitos secundarios de L. alba, H. mutabilis e H. suaveolens
por la técnica SFE variando las presiones utilizadas en este trabajo de

investigacioén, con el fin de identificar componentes mas pesados.

Se recomienda la evaluacion organoléptica del AE de L. alba estudiada
recientemente debido al agradable aroma que posee, el cual podria

aprovecharse en aplicaciones perfumisticas.

Se recomienda no usar tiempos de extraccion por MWHD muy largos
(superiores a 60 min) con el fin de obtener mas aceite esencial; si el AE
obtenido es de rendimiento muy bajo, usar pentanol debido a su densidad
para poder extraer el aceite esencial del Dean-Stark sin pérdida de éste.

Realizar pruebas de actividad antimicrobial, insecticida y antioxidante del
AE de L. alba, H. mutabilis e H. suaveolens.
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Tabla 24. Informacién general de terpenos [2, 107, 108, 109].

Nombre Formula Olor Propiedades Estructura
Liguido incoloro o color amarillo
claro.
(R)-( +)-limoneno: olor a citricos P. Congelacion: -96.00 °C.
Limoneno CioH16 frescos como naranja. P. Ebullicion: 175 a 177 °C.
(S)-(-)-limoneno: nota de limon. P de vapor: 1.54000 mm/Hg H
136.23 g/mol A
Liquido incoloro
P. Ebullicion: 166 a 167 °C. I
B-Mirceno CioH1s6 Olor picante con alta intensidad. P de vapor: 2.2900 mm/Hg —
136.23 g/mol
Liquido amarillo palido
P. Ebullicién: 177 °C. /l\/\/lif
cis-B-Ocimeno CioH1e Olor floral. P de vapor:1.56000 mm/Hg
N =
136.23 g/mol
Liquido incoloro
Olor floral. Flores frescas, que | o gy, yicion: 194.00 a 197.00 °C.
) recuerda el lirio del valle; sin

Linalool C1oH150

embargo, los enantiomeros
difieren un poco en el olor.

P de vapor: 0.090500 mm/Hg
154.24 g/mol
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Continuacion, Tabla 24.

Nombre Formula

Olor

Propiedades

Estructura

trans-

Ocimenona CroHO

N.D.

P. Ebullicion 226.00 a 228.00 °C.
P. de vapor: 0.078800 mm/Hg
150.21 g/mol

cis-Ocimenona C10H12.0

N.D.

Soluble en : alcohol
Insoluble en : agua
P. Ebullicién: 226 a 228 °C.
P. de vapor: 0.078800 mm/Hg
150.21 g/mol

B-Elemeno CisHy4

Olor hierba.

Liquido entre incoloro y amarillo
claro.
P. Ebullicion: 251 a 253 °C.
Presién de vapor :0.027600 mm/Hg
204.35 g/mol

CisH
B-Farneseno 151724

Olor a hierbas citricas.

Incoloro o de color amarillo claro
Soluble en : alcohol
Insoluble en : agua

P. Ebullicion: 272 a 273 °C.
P. de vapor :0.010100 mm/Hg
204.35 g/mol

136




Continuacion, Tabla 24.

Nombre Formula Olor Propiedades Estructura
P. de Ebullicién: 279 a 280 °C.
CisHos P. de vapor : 0.006730 mm/Hg

Germacreno D Olor a madera de especias.

204.35 g/mol

Ipsdienol C1oH160 Olor a pino balsamico.

indice de Ref.: 1.48000 a 1.50000
Liquido transparente e incoloro
P. de Ebullicion: 233 a 235 °C.
P. de vapor :0.010300 mm/Hg

152.23 g/mol

IS SN

Aromadendreno CisHaa Olor madera.

Soluble en : alcohol
Insoluble en : agua
P. de vapor: 0.022600 mm/Hg
204.35 g/mol

<
..

Acetato de
bornilo

C15H5005 Olor balsamico. Madera de pino.

Liquido transparente e incoloro
P. Fusién: 26 a 29 °C. Hg
P. Ebullicion: 228 a 231 °C.
P. Congelamiento: 25.10 °C.
P. de vapor: 0.228000 mm/Hg
196.28 g/mol

0

A DA
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Continuacion, Tabla 24.

Propiedades

Estructura

Incoloro o liquido amarillo claro
P. Ebullicion: 267 a 268 °C.
P. de vapor: 0.013200 mm/Hg
204.35 g/mol

P. Fusion: 206.00 a 208.00 °C.
P. Ebullicion: 212 a 213 °C.
P. de vapor: 0.035000 mm/Hg
154.24 g/mol

Liquido viscoso incoloro.
P. Ebullicion: 214 a 218 ° C.
P de vapor: 0.028300 mm / Hg
154.24 g/mol

Nombre Férmula Olor
Biciclogermacreno CisHos Olor a lefia verde.
Borneol Ci0H150 Olor balsdmico. Madera de pino.
a-Terpineol C,0H150 Olor floral, con un matiz de limén.
: Olor lefioso, como un pinar
a-Tujeno CioH1s , .p
después de la lluvia.

Liquido incoloro.
P. Ebullicion: 150 a 152 °C.
P. de vapor: 4.770000 mm/Hg
136.23 g/mol

~
=
—~ o
/Q[_{
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Continuacion, Tabla 24.

Nombre Formula Olor Propiedades Estructura
Soluble en: alcohol, aceites fijos
Insoluble en: agua
: P. Ebullicion: 173. 175.00 °C.
a-Terpineno CioH16 Olor fuerte a madera. bullicio 3.002175.00°C

P. de vapor: 1.638000 mm/
136.23 g/mol

Olor a pino resinoso. Olor a

a-Pineno CioHie trementina

P. Congelacion: -64 a -62 °C.
P. Ebullicién: 155 a 156 °C.
P. de vapor: 3.489000 mm/Hg @
25.00 ° 136.23 g/mol

Tipo de olor, terpénico. Madera

Pi CioH :
B-Pineno 107716 de pino.

Liquido incoloro.
P. Ebullicion: 164 a 165 °C.
P. de vapor: 2.399000 mm/Hg
136.23 g/mol

ClOHlG

a-Fencheno Olor a alcanfor.

Categoria: sustancias naturales y
extractos
P. Ebullicion: 157 a 159 °C.
P. de vapor: 3.380000 mm/Hg
136.23g/mol

O
.
=
A
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Continuacion, Tabla 24.

Nombre Formula Olor Propiedades Estructura
H
Trans-gB- P : N
. CisHoa Olor dulce a madera seca. Liquido aceitoso claro
Cariofileno 1
Liquido amarillento claro. Verde
palido. /
HUmLIEnG o Olor efioso P. Ebullicién: 166 a 168 °C. /
151724 ' P. de vapor: 0.008120 mm/Hg N
204.356 g/mol
P. Ebullicién: 293 a 294 °C. HO
P. de vapor :0.000179 mm/Hg
Palustrol Ci5H,60 N.D. 222.36 g/mol
Incoloro o liquido amarillo claro.
Olor agradable, fresco, citrico y P. Ebulliciéon: 175 a 176 °C.
a-Felandreno CioH1e picante lefioso, con una nota

discreta de menta.

P. de vapor: 1.860000 mm/Hg
136.23 g/mol

J
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Continuacion,

Tabla 24.

Olor

Propiedades

Estructura

gy

Nombre

Formula

Liquido de color amarillo palido.
P. de fusion: 60 a 63 ° C.

Oxido de
cariofileno

CisH240 Olor dulce picante. Madera seca.

Presién de vapor: 0.006720 mm/Hg
Vida util: 24 meses, si se almacena
correctamente.

220.35 g/mol

P. de fusiébn: 5a 6 ° C.
P. de ebulliciéon: 193 a 194 ° C.

Fenchona

C1oH160 Olor a hierbas lefiosas.

P. de vapor: 0.463000 mm / Hg
152.23 g/mol

Liquido amarillo palido
P. de ebullicion: 212 °C.

Terpinen-4-ol

C:lOHlBC)

Olor agradable, terroso, con una
nota ligeramente picante.
154.25 g/mol

P. de vapor: 0.020000 mm/Hg

Liquido incoloro.
P. de ebullicion: 262 a 263 ° C.

a-Gurjuneno

C:15H24

Olor madera de balsamo.

P. de vapor: 0.016400 mm/Hg
204.35 g/mol
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Continuacion, Tabla 24.

Nombre

Formula

Olor

Propiedades

Estructura

Sabineno

C:10H16

Olor madera de pino.

Liquido amarillo palido
P. de ebullicién: 163 a 165 °C.
P. de vapor: 2.630000 mm/Hg
136.23 g/mol

trans-B-Ocimeno

CioHie

Olor dulce a hierbas.

Liquido incoloro o amarillo claro.

P. de ebullicién: 174 a 175 °C.
P. de vapor: 1.560000 mm/Hg
136.23 g/mol

cis-B-Ocimeno

ClOHlG

Olor a hierba floral dulce.

Liquido amarillo claro.
P. de ebullicién: 177 °C.
P. de vapor:1.560000 mm/Hg
136.23 g/mol

a-Copaeno

C:15H24

Olor a madera de especias.

Liquido incoloro viscoso.
P. de ebullicién: 246 a 251 °C.
P. de vapor: 0.038100 mm/Hg
204.35 g/mol

~y
UL
K
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Continuacion, Tabla 24.

Nombre Formula Olor Propiedades Estructura
P. de ebullicién: 281 a 282 °C.
a-Guaieno Co.H Olor dulce balsamo de madera P. de vapor: 0.006200 mm/Hg
15772 picante. 204.35 g/mol
P. de ebullicién: 274 a 275 °C.
P. de vapor: 0.009040 mm/Hg
a-Bulneseno CisHaq N.D. 204.35g/mol
P. de ebullicién: 271 a 276 °C. Y,
_ P. de vapor: 0.010300 mm/Hg G
y-Cadineno CisHos N.D. 204.35g/mol
P. de ebullicion: 279 a 280 °C.
0-Cadineno CisHos

Olor a hierbas lefiosas.

P. de vapor: 0.006690 mm/Hg
204.35g/mol
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Continuacion, Tabla 24.

Nombre

Formula

Olor

Propiedades

Estructura

Curzereno

Ci5H200

N.D.

216.32 g/mol
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