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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATI!_ES DE Salvia
aratocensis AISLADOS MEDIANTE DIFERENTES TECNICAS DE
EXTRACCION.*

Autor: Jorge Luis Gaitan Forero**

Palabras clave: Salvia aratocensis, metabolitos secundarios, hidrodestilacion
asistida por la radiacion de microondas (MWHD), destilacion — extraccién con
solvente simultanea (SDE), extraccién con fluido supercritico (SFE).

Desde la antigledad se han usado las propiedades medicinales que tienen las
plantas, que por su caracter autétrofo son capaces de sintetizar sustancias que
emplean en su defensa. La actividad biolégica que presentan estos compuestos
son aprovechables por los seres humanos.

Colombia como pais tropical posee una gran variedad de especies vegetales, de
las cuales un alto porcentaje presenta algun tipo de actividad biolégica en sus
extractos y aceite esencial. La Salvia aratocensis es una especie descubierta
recientemente y endémica de la region del rio Chicamocha. En la literatura se
encuentran reportes sobre propiedades antioxidante, antibacterial, antitumoral,
citotoxica, antiséptica, antiespasmadica, antimicrobiana, y astringente en los
aceites esenciales y extractos de especies de la familia Labiaceae.

En el presente trabajo se aislaron los metabolitos secundarios volatiles presentes
en las hojas de la Salvia aratocensis mediante hidrodestilacion asistida por la
radiacion de microondas, extraccion con CO, supercritico y destilacion-extraccion
simultdnea con solvente. Los metabolitos secundarios  obtenidos fueron
identificados por GC-MS, teniendo en cuenta criterios cromatograficos (indice de
retencion) y espectroscopicos (comparacion con los espectros de masas en las
bases de datos ADAMS, NISTO02 y Wiley 138). Se encontraron tres compuestos
mayoritarios: 1,10-di-epi-cubenol, epi-a-cadinol y y-cadineno. Se realizé una
revision en la literatura sobre los metabolitos encontrados para correlacionar las
posibles propiedades biologicas que presentan el aceite esencial y los extractos
de la Salvia aratocensis.

* Trabajo de grado
** 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 VOLATILE SECONDARY METABOLITES OF Salvia
aratocensis OBTAINED BY DIFERENT EXTRACTION METODOLOGIES.*

Authors: Jorge Luis Gaitan Forero**

Keywords: Salvia aratocensis, secondary metabolites, microwave-assisted hydro-
distillation (MWHD), simultaneous distillation-extraction (SDE), supercritical fluid
extraction (SFE).

Long time ago, people have been using the medicinal plants, because they
synthesize substances that use on their defense. The biological activity these
substances have been used for mankind and their for should of be studied.

Colombia is a tropical country, which possesses a great variety of plant species. A
high percentage of that vegetation presents some type of biological activity in their
extracts and essential oils. Salvia aratocensis is an endemic plant from the
Chicamocha River Canyon. In the literature, there are many references about
biological activity of the Labiatae family such as antioxidant, antibacterial,
antitumoral and cytotoxic activity, besides antiseptic, anti-spasmodic, antimicrobial
and astringent properties.

In this work, volatile secondary metabolites were obtained from Salvia aratocensis
leaves by means of microwave-assisted hydro-distillation, supercritical fluid
extraction with CO,, and simultaneous distillation—solvent extraction.

Secondary metabolites identification was made by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC/MS) on the capillary columns with polar and nonpolar
stationary phases. Component identification was based on chromatographic
criteria (retention times and retention indices) and on interpretation and
comparison of mass spectra with those of standards and databases (ADAMS,
NISTO02 and Wiley 138). The main components identified were epi-a-cadinol, 1,10-
di-epi-cubenol and y-cadinene.

A literature review about the main components, was used as an orientation about
Salvia aratocensis essential oil and extracts and their possible biological activities.

* Collegue thesis
** Industrial University of Santander, Sciences Faculty, School of Chemistry.
Director, Elena E. Stashenko; Co-director, Jairo René Martinez.
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1. INTRODUCCION

Las plantas son utilizadas ancestralmente por sus propiedades para el tratamiento
de una amplia variedad de patologias. Estas propiedades se les atribuyen gracias
a su capacidad de sintesis de compuestos organicos a través de la cadena
metabdlica, que se utilizan en la defensa contra agentes externos [1]. Estas
propiedades han sido aprovechadas por la industria farmacoldgica, que sintetiza
compuestos para adicionarlos a productos comerciales; sin embargo, los gustos
de los grandes y pequefios consumidores cambian; ahora, los productos
farmacologicos de origen natural cautivan los principales mercados
internacionales. La Corporacion Andina de Fomento (CAF) calculé que para el afio
2007 la produccion mundial de ingredientes naturales para farmacos y cosméticos
estuvo alrededor de 1.000 millones de dolares y la venta de alimentos y bebidas

organicas fue cercana a 60.000 millones de dolares [2].

Colombia, como pais tropical, posee una gran variedad de especies vegetales, de
las cuales un alto porcentaje presenta algun tipo de actividad biolégica en sus
extractos. En el territorio nacional se reportan cerca de 50.000 especies de flora,
de las cuales aproximadamente 6.000 cuentan con algun tipo de actividad
biolégica que le confiere uso medicinal [3]. De igual forma, solo 96 especies estan
reportadas en la Lista Basica del Instituto Nacional de Vigilancia en Medicamentos
y Alimentos (INVIMA, 2001) y se resalta que s6lo se comercializan a nivel nacional
156 plantas. A pesar de que Colombia es uno de los paises con mayor diversidad
floristica gracias a su gran variedad de ecosistemas, entre otros factores, no tiene
consolidado un mercado de plantas medicinales, como si ocurre en China, Nepal,
Sri Lanka, Bulgaria, entre otros, en donde existe un alto estatus para la medicina
alternativa. Se calcula que en Colombia existen aproximadamente 100 laboratorios

naturistas y 2.500 establecimientos que comercializan sus productos [3].
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La familia de las Salvias comprende cerca de 300 especies identificadas en
diferentes partes del mundo [4]. Los AE [aceite(s) esencial(es)] y extracto(s) de
estas plantas presentan algun tipo de actividad biol6gica, de las cuales se
destacan las siguientes: antioxidante [5,6], antibacterial y antimicrobial [5-7],
antitumoral y citotoxica [7,8] anticancer [6,9,10], antimutagénica [6], antiséptica [9],
antiespasmadica [9], astringente [11], antiinflamatoria [9], antimalarica [8], efectos

sobre el sistema nervioso central [12] y cardiovascular [6, 11].

La Salvia aratocensis es una especie vegetal endémica de la regién del rio
Chicamocha [13] que pertenece a la familia de las Labiadas, lo que la convierte en
una alternativa agroindustrial exclusiva de esta region, permitiendo ampliar la
participacion de la agroindustria regional en el mercado de los extractos naturales.
Alli radica la importancia de establecer la composicion quimica y la actividad
bioldgica de los extractos de la Salvia aratocensis, que en estudios previos han
demostrado actividad bioldgica contra enfermedades como la tuberculosis, mal de

Chagas y Leishmaniasis, ademés de actividades antioxidante [14] y citotOxica.

Para poder tener una idea sobre las posibles propiedades bioldgicas del AE y los
extractos de la Salvia aratocensis, es necesario identificar sus metabolitos
secundarios. Con base en la informacion recolectada, se podria justificar la
aplicacion a nivel piloto o industrial de métodos de extraccion de los metabolitos
secundarios de interés, con miras a consolidar la participacion regional en el

biocomercio.

El aislamiento de los metabolitos secundarios de Salvia aratocensis se realizo
mediante las siguientes tres técnicas: Primera, hidrodestilacion asistida por la
radiacion de microondas (MWHD), que permitié extraer los componentes volatiles
0 AE del material vegetal. En la técnica MWHD la extraccion se realiza
aprovechando el calentamiento y posterior ebullicion del agua presente en el
recipiente de depdsito y el agua presente al interior de las células del material

vegetal, que arrastra los metabolitos volatiles que posteriormente son separados
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por decantacion. Segunda, extraccién con CO, como fluido supercritico (SFE), que
permitié aislar los componentes menos volatiles presentes en el material vegetal,
esta técnica se basa en las propiedades de fluido supercritico, que tiene el CO,,
gue al atravesar el material vegetal arrastra los metabolitos secundarios presentes
en la matriz. Tercera, extraccion por destilacion con solvente simultanea (SDE),
gue permite estudiar la composicion quimica del extracto vegetal segun la

solubilidad de sus componentesen diclorometano.

En el siguiente paso, se identificaron los metabolitos secundarios por
cromatografia de gases (GC), con fases estacionarias polar y apolar, acoplado al
analisis molecular por espectrometria de masas (MS), usando dos criterios: uno,
espectroscopico mediante la comparacién con los espectros de masas reportados
en las bases de datos ADAMS, NIST y Wiley; y otro criterio, cromatogréfico,
basado en los resultados experimentales obtenidos tras la separacion en la

columna (tiempos e indices de retencion).

La identificacion de los metabolitos secundarios de la Salvia aratocensis permitio
relacionar sus propiedades biolégicas con la composicion, se plantearon hipotesis
sobre algunas propiedades biologicas de interés de la Salvia aratocensis, que

pueden ser aprovechadas a nivel agroindustrial en la region.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Salvia aratocensis

La familia de las Labiadas esta conformada por aproximadamente 300 especies
[13], de las cuales 17 son endémicas del Medio Oriente [5]. Se reportan especies
del género Salvia en paises como Brasil, Grecia, China, Jordania, Iran, lIrak,
Libano, Tunisia, Turquia, Sudafrica, Italia, Espafia y Alemania. En la Tabla 1 se

encuentra la taxonomia de la Salvia aratocensis.

Tabla 1. Taxonomia de la Salvia aratocensis.

Dominio Eucariota

Reino Vegetal

Subreino Plantas verdes
Divisién Magnoliophyta Sinnott
Subdivision Spermatophytina
Infradivision Angioespermas
Clase Magnoliopsida
Subclase Lamiidae

Superorden Lamianae

Orden Lamiales

Familia Labiadas (Labiaceae)
Género Salvia

Especie aratocensis
Subespecie suratensis

La Salvia aratocensis pertenece a la familia Labiatae (Tabla 1); recibe el nombre
comun de “Velero de monte” [14] y se reportd por primera vez en 2003 por el Dr.
José Luis Fernandez del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Bogotad Colombia. La planta fue colectada en la cara sur del valle del

Cafon del rio Chicamocha [14], entre Aratdca y Pescadero (Santander, Colombia),
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entre 500 y 1170 msnm [13,15] e identificada en el Herbario Nacional con el N°
Vaucher 517740. En la Figura 1 se observa la distribucion de algunas especies

del género Salvia en Colombia.

i

QCEANC
PACIFICQ

Figura 1. Ubicacion geogréafica de la zona de endemismo de la Salvia

aratocensis. Tomado de Fernandez J.L [13], p. 244.

A-  Salvia aratocensis.

B- Salvia bogotensis.

C- Salvia cyanotropha.

S- Salvia sochensis.
En la Figura 2 se observa la Salvia aratocensis con inflorecensia terminal. Sus
hojas, en forma de labios, sirven como criterio para la clasificacion de esta especie
[13].
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Figura 2. Salvia aratocensis, ramas con inflorescencia terminal.

Por tratarse de una especie nueva, aun no se reportan estudios sobre su actividad
biolégica y ninguno sobre la composicion quimica de sus extractos, pero se
pueden destacar algunos: Cala Molina, M. P. y colaboradores, en un trabajo
desarrollado en la Universidad Industrial de Santander, evaluaron la actividad
antioxidante, a través del ensayo de descoloramiento del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo, DPPH, y el contenido total de fenoles mediante el método de Folin-
Ciocalteu, del extracto de Salvia aratocensis; los valores obtenidos fueron: 0.0011
+ 0.0001 (kg Ext/mmol iniciales de DPPH) y 0,30 £ 0.05 (mg fenoles/100 mg de
planta) [16].

Dra Patricia Escobar Rivera y colaboradores, del Centro de Investigaciones en
Enfermedades Tropicales (CINTROP) report6 al Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Arométicas
Medicinales Tropicales, CENIVAM, la actividad citotéxica de los metabolitos
secundarios volatiles de Salvia aratocensis, ademas de la actividad anti-

Leishmaniasis y anti-Chagas.
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Otros estudios realizados sobre diferentes especies del género Salvia pueden ser
referentes para la especie Salvia aratocensis, ya que mostraron que el género
Salvia es una fuente de polifenoles. Reciéntemente, se han encontrado estudios
gue centran su atencién en metabolitos secundarios hidrosolubles, en su mayoria,
derivados del acido caféico, que presentan actividades antioxidante, antiviral y

antitumoral [17].

La Salvia aratocensis se encuentra ocasionalmente entre las plantas que se
venden en las plazas de mercado con fines medicinales; su uso mas frecuente

esta asociado con el tratamiento de las dolencias del rifion [13].

Algunas plantas de este género contienen flavonas, flavonoles y sus glucosidos
[18], ademas de metabolitos la mayoria derivados del acido caféico, presentan
actividad antioxidante [5,6], antibacterial y antitumoral [19], actividad citotdxica [7,

8,20], antiséptica [9], antiespasmaddica [9], antimicrobiana [5-7] y astringente [5,11].

2.2 Metabolitos secundarios

Se conocen como metabolitos secundarios a los compuestos quimicos
sintetizados por las plantas; éstos cumplen funciones no esenciales en ellas
algunas, aun desconocidas; intervienen en las interacciones ecolégicas entre la
planta y su ambiente, sin ambargo su ausencia no es fatal para la supervivencia

de la planta.

Muchas veces se pensoé que los metabolitos secundarios eran productos finales de
procesos metabolicos, o productos de desecho sin funcién especifica. En general,
fueron percibidos como poco importantes por los bidlogos, por lo que
histéricamente han recibido poca atencion. Muchas de las funciones de los
metabolitos secundarios aun se desconocen. El estudio de estas sustancias fue
iniciado por quimicos organicos al final del siglo XIX y a principios del siglo XX,

gue estaban interesados en estas sustancias por su importancia como drogas
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medicinales, venenos, saborizantes, pegamentos, aceites, ceras, Yy otros
materiales utilizados en la industria. El estudio de los metabolitos secundarios de
las plantas fue un estimulo para el desarrollo de las técnicas de separacion, la
espectroscopia para dilucidar su estructura, y metodologias de sintesis que hoy

constituyen base de la quimica organica contemporanea.

En estudios biologicos mas recientes se demostré que algunos de los metabolitos
secundarios cumplen funciones de defensa contra predadores y patdgenos,
actian como agentes alelopaticos, o para atraer a los polinizadores o a los
dispersores de las semillas [21-23]. El hecho de encontrar propiedades biolégicas
importantes de muchos metabolitos secundarios ha incentivado el desarrollo de
este campo de investigacion, para buscar nuevas drogas, antibidticos, insecticidas

o herbicidas.

Con base en sus origenes biosintéticos los metabolitos secundarios de las plantas

pueden ser divididos en 4 grandes grupos [24]:

» Terpenos . Todos los terpenoides, tanto los que participan en el metabolismo
primario, como los mas de 25.000 metabolitos secundarios [25], son derivados
del compuesto IPP (Isopentenil difosfato), que se forman por la via del acido
mevalonico. Es un grupo grande de metabolitos con actividad biolégica
importante [26,27]. Estan distribuidos ampliamente en las plantas y muchos de
ellos tienen funciones fisioldgicas primarias. Unos pocos, como los que forman
los AE, estan restringidos a solo algunas plantas. Suelen ser insolubles en
agua y se derivan quimicamente de la union de unidades de isopreno (5
atomos de carbono). Los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de
isopreno (Cs), asi: monoterpenos (Cip); sesquiterpenos (Cis); diterpenos (Cyp);
triterpenos (Csp); tetraterpenos (Cs4) y se habla de politerpenos cuando

contienen mas de 8 unidades de isopreno.
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2.3

Compuestos fendlicos. Como los fenilpropanoides y sus derivados. Los mas
de 8.000 compuestos fendlicos que se conocen estan formados o bien por la

via del &cido shikimico o bien por la via del malonato/acetato.

Compuestos nitrogenados o alcaloides. Los alrededor de 12.000 alcaloides
gue se conocen [24], contienen uno 0 mas atomos de nitrdgeno, son
biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Los alcaloides poseen
una gran diversidad de estructuras quimicas [28]. Son fisiol6gicamente activos
en los animales, aln en bajas concentraciones, por lo que se usan
ampliamente en medicina. Ejemplos de algunos alcaloides conocidos son la

morfina, la atropina, la quinina y la estricnina.

Glicésidos. Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma
cuando una molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo
hidroxilo. Existen tres grupos de glicdsidos de interés particular: saponinas,
glicésidos cardiacos y glicésidos cianogénicos. Se incluye una cuarta familia,

los glucosinolatos, debido a su estructura similar a los glicésidos [24,29].

Aceite esencial

Los AE se encuentran almacenados en las células vegetales, son mezclas de

varias sustancias quimicas biosintetizadas por las plantas (metabolitos

secundaros), que poseen el aroma caracteristico de algunas flores, arboles,

semillas etc. Se les llama AE porque poseen intenso olor, 0 sea, contienen

compuestos volatiles que, por su estructura molecular, generan estimulos en el

sistema olfativo del ser humano. Los aceites pueden ser muy inestables; son

volatiles, fragiles, y pueden sufrir degradacién quimica con la luz, el calor, élcalis o

acidos fuertes [30].

Las plantas elaboran los AE con el fin de protegerse de las enfermedades,

comunicarse entre ellas, demarcar su territorio, competir con otras especies,
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ahuyentar insectos depredadores o atraer insectos benéficos que contribuyen a la
polinizacion [30]. Estas sustancias quimicas, por necesidad, deben ser volatiles a
temperatura y presion normal para el habitat de la planta. Los metabolitos
secundarios se liberan constantemente usando como mecanismo de transporte la
atmosfera [31]. Esta selectividad se debe a la actividad que tiene cada una de las
sustancias que componen el respectivo AE. Esta propiedad biolégica puede ser
aprovechada por el ser humano. Ademas, es una fuente natural, y por lo tanto,

renovable para obtener sustancias con propiedades especificas [31].

En general, se pueden enunciar algunas propiedades fisicas de los AE, entre ellos
las siguientes: son liquidos a temperatura ambiente, volatiles, recién destilados
son incoloros o ligeramente amarillentos, poseen densidad inferior a la del agua,
alto indice de refraccion, son inflamables, pero no son toxicos (su limite de
ingestion por toxicidad es muy alto), solubles en alcohol de alta concentracion, en

aceites fijos o grasas, pero poco solubles en solventes polares.

Se pueden diferenciar los AE de las grasas por los siguientes aspectos:

* Los AE son mas volatiles;

* Las grasas son saponificables;

* Las grasas dejan mancha permanente en el papel;

* Las grasas sufren enranciamiento (formacién de &cidos oxidados, cetonas,
aldehidos, entre otros)

* Los AE son solubles en alcohol.

Por lo general, los AE poseen: terpenos, derivados del fenil propano (aldehido

anisico, eugenol), entre otros [30].
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2.4 Extracto

Se define como extracto vegetal a la mezcla de compuestos de origen quimico
extraidos con un solvente a partir de plantas o de algunas de sus partes. A
diferencia del AE, que solo posee compuestos volatiles, el extracto también
contiene compuestos, independientes de su masa molecular mas alta o presion de

vapor mas baja.

Actualmente, muchos extractos tienen una relevancia creciente en el mercado
farmacoldgico, por la gran variedad de principios activos que puede poseer una
misma planta, en la concentracion en que se pueden obtener (alto grado de
pureza) y la minimizacion de los efectos colaterales asociados a la contaminacion
del proceso de sintesis y por la similitud estructural de los compuestos sintetizados

que se utilizan en la industria farmacolégica tradicional.

2.5 Hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas

Este proceso se basa en el mismo principio de métodos de extraccibn como la

destilacion por arrastre con vapor o hidrodestilacion simple [30].

En principio, la hidrodestilacion necesita un extractor o recipiente cerrado en
donde se introduce la materia prima molida (material vegetal) sumergida en agua
dentro de un horno de micro-ondas como se muestra en la Figura 3. El recipiente
esta conectado a un condensador superior y exterior. Debido al calentamiento por
la accién de la radiacion de microondas, la presion del vapor de agua aumenta
hasta superar la resistencia hidraulica del lecho vegetal, el vapor de agua rompe
las paredes celulares liberando el AE que por su volatilidad es evaporado y
recolectado aparte del lecho vegetal. Los rendimientos conseguidos son similares

a los que se obtienen con la hidrodestilacion convencional [30-32].
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Figura 3. Esquema del montaje para obtencion del AE de Salvia

aratocensis por MWHD [36]. Imagen tomada de: [32, p. 52].

El efecto de las microondas depende forzosamente de la naturaleza de las
matrices del disolvente y del solido. Mientras mayor sea la constante dieléctrica
del disolvente, el calentamiento aumentara, por lo tanto, las microondas dan el
calentamiento a toda la muestra homogéneamente, caracteristica que diferencia a
este método de los existentes. Ademas, el contenido de humedad del material
vegetal es esencial en MWHD debido a que las microondas interactidan
selectivamente con las moléculas polares del agua presentes en los tricomas
glandulares de la estructura vegetal, el calor produce la expansion y ruptura de las
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paredes celulares y la liberacion del AE y promueve la liberacién de los analitos al

medio circundante [30-32].

2.6 Extraccién con fluido supercritico

Este proceso de extraccion usa un fluido en condiciones supercriticas como
disolvente. Por lo general, se utiliza CO,, por presentar caracteristicas “ideales”
para la extraccion (es gaseoso a temperatura ambiente, por lo cual se separa del
analito facilmente, es econdémico, de facil consecucién comercial, inerte y no
toxico) [32,33].

Una de las maneras de realizar la extraccion con CO, supercritico a escala de
laboratorio aparece en la Figura 4, que permite alcanzar presiones de hasta 1100
psi. La materia prima se seca por periodo de varias semanas, finalmente, es
molida y acumulada en un extractor formando un lecho fijo. Luego, se hace
circular una corriente de un fluido supercritico en un extractor Soxhlet de alta
presion [34], que extrae los compuestos solubles en éste. Posteriormente el fluido
se evapora durante la despresurizacion, hasta alcanzar la temperatura y la presion
ambiente. Finalmente el extracto obtenido no tiene el disolvente v,

presumiblemente los componentes no experimentan cambios quimicos [32].

A diferencia de la MWHD, la SFE extrae compuestos de peso molecular més alto,
en la medida que se obtienen presiones mayores al interior del cilindro. EI método
puede hacerse selectivo para algun analito de interés al controlar la polaridad del
fluido supercritico, lo anterior se consigna con la adiciébn de solventes como
alcoholes, generalmente, metanol en pequefios porcentajes que permite extraer

compuestos cada vez mas polares [32-34].
Existen ventajas en el proceso de SFE con CO,: El proceso es libre de

contaminantes biolégicos (microbios, hongos, etc.), tiene minimo impacto

ambiental, se obtienen extractos con una mayor “frescura” y aroma natural, se
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usan de temperaturas moderadas, para evitar la degradacion térmica del producto,

no hay presencia del disolvente en el extracto, mientras se alcanzan mayores

rendimientos por operacion [32,35].

Mezcla refrigerante

Valvula de
despresurizacion (D)

Vapor de CO— |
CO, liquido — |

Muestra

Vaporde CO; =

Balon de recoleccion
del extracto (B)

Bario de agua a

GO°C

o

“\Medidor de presion

Tarnillos de acero

4

inoxidable

IT— Condensador (C)

™~ Vapor de CO,

; —— Cuerpo Soxhlet (A)

|__— Tubo sifén

CO, solido
o

Flato para la

transferencia de calor

Figura 4. Esquema del montaje para obtencion del extracto de Salvia

aratocensis por SFE [35]. Imagen tomada de [32, p.54].
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2.7 Destilacibn-extraccidon con solvente simultanea

Este método fue introducido por Likens y Neckerson en 1966, se basa en la
combinacion de la destilacion por arrastre de vapor y la extraccion con disolvente,
ambos procesos suceden de manera simultadnea [31]. EI modelo original ha sido
modificado hasta tener un meétodo de extraccion a microescala disefiado por
Godefroot y colaboradores [36] como se observa en la Figura 5. Este método
permite extraer los metabolitos secundarios presentes en el material vegetal

usando una cantidad pequefia de solvente.

———
i ]

Condensador

Solvente

Material vegetal

Figura 5. Esquema del montaje para obtencion del extracto de Salvia

aratocensis por SDE [36]. Imagen tomada de [32, p.53].
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Los disolventes organicos son sustancias que pueden suspender, extraer o
disolver sustancias sin reaccionar quimicamente con ellas. La técnica requiere un
extractor de destilacion continua, que consiste en dos balones separados y
conectados por vias diferentes a un condensador. Para realizar la destilacion se
utiliza agua junto con el material vegetal en el balon A y en el balon B (ver Figura
5) el solvente que realizara la extraccion. Por lo general, se utiliza diclorometano
gue es mas denso que el agua; esta técnica permite obtener variedad de

compuestos del extracto de la planta [32,36].

Una de las grandes ventajas es la facilidad para el andlisis cromatografico del
extracto; por estar disuelto en diclorometano solo se requiere tomar una cantidad
del extracto e inyectarlo al cromatografo, no requiere concentraciones previas,
ademas disminuye costos, ya que se extrae gran variedad de compuestos con una
pequeiia cantidad de disolvente [32].

2.8 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia es una técnica de separacion de mezclas organicas
multicomponente, inicié a principios del Siglo XX cuando se implementd en la

separacion de pigmentos vegetales [33].

El principio fundamental tiene sus raices en la igualdad de potenciales entre dos
fases, una movil (gas inerte, generalmente, He, N, H,, He) y una fase estacionaria
(generalmente de PDMS [Poli(dimetilsiloxano)] o PEG [Poli(etilenglicol)]; los
componentes de la mezcla se retienen de manera distinta a lo largo del proceso, lo
gue permite su separacion. Este tiempo de retencion es afectado por las
interacciones entre las fases y los componentes de la mezcla, que dependen de la

presion de vapor y la polaridad de los analitos.

En la cromatografia de gases la muestra se inyecta al equipo, luego, atraviesa la

columna que se encuentra dentro de un horno, al cual se le puede programar la
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temperatura. La velocidad de migracion de cada componente y en consecuencia,
su tiempo de retencion en la columna, sera funcion de su distribucion entre la fase

movil y la fase estacionaria [33].

La identificacion de los componentes de una mezcla se realiza con base en los
tiempos de retencion, es decir, el tiempo que tarda cada componente entre la
inyeccion y la salida de la columna. Para realizar la identificacion se requiere
inyectar una mezcla de hidrocarburos n-alcanos que permiten el calculo de indices
de retencidn para los componentes de la mezcla, en este caso, el AE y los

extractos.

La espectrometria de masas es el analisis de los iones-fragmento provenientes de
la ionizacion y posterior fragmentacion de sustancias puras. La espectrometria de
masas (MS) se utiliza no so6lo en investigacion, sino también en andlisis de rutina

de los procesos industriales, en control de calidad, etc.

Dentro de las bondades de esta técnica se pueden mencionar:

- Capacidad de identificacién, ya que proporciona un espectro caracteristico de
cada molécula.

- Gran sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de ppm
0 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,
por lo que puede utilizarse para generar informacion sobre la composicion de una

mezcla de gases en tiempo real.

Dentro del espectrémetro de masas, se procede a la ionizacién de la muestra
mediante diferentes métodos. El sistema de ionizacibn mas frecuente es el de
impacto o bombardeo de las moléculas con electrones de una cierta energia (70
eV, es energia estandar), capaces de provocar la ionizacién y fracmentacion de

las moléculas. Una vez ionizadas las moléculas y se forman los iones-fragmento,
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éstas se aceleran y se conducen hacia el sistema colector mediante campos
eléctricos 0 magnéticos. La velocidad alcanzada por cada ion dependera de su
relacion masa/carga. La deteccion consecutiva de los iones formados a partir de
las moléculas de la muestra, suponiendo que se trate de una sustancia pura,

produce su espectro de masas, que es diferente para cada compuesto [33,37].

Al acoplar la cromatografia de gases y la espectrometria de masas, se logra por
un lado, separar una mezcla y, por otro, determinar la estructura molecular de

cada uno de los componentes de la muestra por separado.

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada al cromatografo de gases se
separa en la columna cromatogréafica con la elucidén sucesiva de los componentes
individuales aislados, que pasan inmediatamente al espectrometro de masas.
Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico cromatogréafico y se

identifica mediante su respectivo espectro de masas [37].

El Unico obstaculo que se presentaba a la hora de realizar el acoplamiento era
gue el efluente que emerge de la columna cromatografica sale a presion
atmosférica y debe introducirse en el interior del espectrometro de masas que
funciona a alto vacio. Actualmente, el acoplamiento directo resulta muy facil,

porque se utiliza la cromatografia de gases capilar, que es el caso mas habitual.
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3. CIENCIOMETRIA

La cienciometria es una actividad que permite medir la actividad cientifica en
determinada éarea del conocimiento, con respecto al tiempo y a la ubicacién

geogréfica.

Con el objetivo de conocer el estado de la actividad cientifica alrededor del género
Salvia, se realizé un estudio cienciométrico en la Base de Datos Science Direct,

Elsevier B.V. La fecha de consulta fue junio 24 de 2010.

En la Figura 6 se observa un incremento, afio tras afio, en el niumero de
publicaciones referentes al género Salvia. La revision cubrio los dltimos 20 afios y
marcd una tendencia creciente de la actividad cientifica en este campo. Para el

estudio, se utilizé la siguiente ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-KEY(Salvia*).

PUBLICACIONES POR ANO

80
70 -
/,,,,,,

N° DE PUBLICACIONES

1990 1995 2000 2005 2010
ANO

Figura 6. Relacion de publicaciones sobre el género Salvia. Periodo de
observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elsevier B.V. Fecha
de consulta: junio 24 de 2010. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-
KEY(Salvia*).
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En la Figura 7 se observan los paises, en donde se desarroll6 el mayor nimero
de investigaciones sobre el género Salvia. Se encuentra un alto numero de
publicaciones en paises del Medio Oriente, lo cual sugiere que hay una gran
cantidad de especies de Salvia en la flora de la correspondiente region.

PUBLICACIONES POR PAISES

SUR AFRICA
ESPARA | |
ALEMANIA |
YUGOSLAVIA |
EE.UU. |
PORTUGAL |
GRECIA |
ITALIA |

IRAN |
TURQUIA |

0.0 2,0 4,0 6.0 80 100 120 140 16,0 18,0
PORCENTAJE DE PUBLICACIONES

Figura 7. Relacion de publicaciones con respecto al pais de publicacion.
Periodo de observacién: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elsevier
B.V. Fecha de consulta: junio 24 de 2010. Ecuacion de busqueda: TITLE-
ABSTR-KEY(Salvia*).

Los porcentajes que aparecen en la Figura 7 corresponden al numero de
publicaciones encontradas con la ecuaciéon de busqueda: TITLE-ABSTR-
KEY(Salvia*).

Dentro del estudio, se localizaron publicaciones que reportan la presencia de

especies de Salvia endémicas en paises como Brasil [38], Tunisia [6], Turquia
[39,40], Iran [42], Libano [7], Isla de Creta al sur de Grecia [43,44], China [45],
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Jordania [10,43], y algunos paises del sur Africa [8,11,43] y del Medio Oriente
[10,46].

En el estudio cienciométrico realizado se encontr6 que los autores que mas

estudiaron el género Salvia son:
BASER. KHC, TZAKOU. O, DEMIRCI. B, KAMATOU. GPP y RUSTAIYAN. A.

En la Figura 8 se observa la relacion de publicaciones en diferentes areas de
aplicacion. Se observa que la mayoria de los estudios sobre el género Salvia se
desarrollan en los campos de las esencias naturales, la farmacologia, aplicaciones

en quimica industria alimenticia y tecnologia.

Los porcentajes mostrados en la Figura 8 corresponden a los datos recolectados
en la exploracion inicial con la ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-
KEY(Salvia*).

TEMAS DE PUBLICACION

QUIMICA MULTIDICPLINARIA |
QUIMICA ANALfTICA |
AGRICULTURA 1

NUTRICION Y DIETETICA |1
BIOQUIMICA

HH

TEMAS

QUIMICA Y MEDICINA
FARMACOLOGIA | '
CIENCIA DE LAS PLANTAS | |
\
|

QUIMICA APLICADA
CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

0,0 50 10,0 150 20,0 25,0 30,0
PORCENTAJES DE PUBLICACION

Figura 8 . Relacidn de publicaciones con respecto al area de estudio. Periodo

de observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elsevier B.V.
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Fecha de consulta: junio 24 de 2010. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-
KEY(Salvia*).

En la Figura 9 se observa que el mayor porcentaje de las publicaciones sobre el
género Salvia corresponde a publicaciones en articulos. La Figura 9 fue elaborada
con base en los datos obtenidos con la exploracién inicial con la ecuacion de
busqueda: TITLE-ABSTR-KEY(Salvia*).

MODALIDADES DE PUBLICACION @ ARTICULOS

m RESUMENES

O REVISIONES

O MATERIAL EDITORIAL

m COMUNICACIONES Y
PAPERS

88,3

Figura 9. Relacion de publicaciones segun la modalidad. Periodo de
observacion: 1990-2010. Base de datos: Science Direct, Elsevier B.V. Fecha
de consulta: junio 24 de 2010. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABSTR-
KEY(Salvia*).

39



4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1  Material vegetal

El material vegetal fue recolectado en el Cafién del rio Chicamocha en zona rural
del municipio de Soata (Boyacd), seguin numero de colecta JLF-4.2, clasificado por
el Dr. José Luis Fernandez del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad
Nacional de Bogota Colombia (UN), y cultivado a pequefia escala para los
estudios en laboratorio, como se observa en la Figura 10, en el Complejo
Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales Tropicales
(CENIVAM), con sede en la Universidad Industrial de Santander (UIS).

Figura 10. Salvia aratocensis cultivada en el CENIVAM-UIS.
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4.2 OBTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS.

4.2.1 OBTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR MWHD

En la Figura 11 se observa el montaje experimental utilizado para obtener el AE

de la Salvia aratocensis.

Figura 11. Montaje en el laboratorio para obtenciéon del AE de Salvia
aratocensis por MWHD.
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Se utiliz6 el montaje experimental que aparece en la Figura 11, se tomaron tres
cantidades de material vegetal (hojas de Salvia aratocensis), 212, 222 y 220 g.
Cada cantidad fue depositada en un balon aforado distinto con 300 mL de agua,
gue se acoplaron consecutivamente al mismo equipo tipo Clevenger con
reservorio de destilacién adaptado a un sistema de calentamiento por radiacion de
microondas, en un horno convencional (LG, modelo MS-1242zk, 1200 W de
potencia). Cada balon fue sometido a una radiacion aproximada de 720 W (3x15
min), con descansos de 1 min, entre cada intervalo. Finalizado el proceso, el AE
se separ6 por decantacidon, se le eliminé la humedad presente con Na,SO,
anhidro, se filtr6 y se extrajo una alicuota de 50 pL que se aford con diclorometano
(grado analitico) a 1 mL, para su posterior analisis cromatogréfico.

Se calcul6 el rendimiento del AE mediante la formula (1):

W AE
Rendimiento, %=| —— | X 100 % (1)
W MV

Donde: Wxe es el peso del AE (g); Wwuv es el peso del material vegetal (g).
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4.2.2 OBTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR SDE

Se utilizé el montaje experimental, que aparece en la Figura 12. Se pesaron 5,09
g de material, vegetal previamente picado, que se depositd en un balén de
destilacién acoplado al equipo para destilacién-extraccion simultdnea. En este
equipo, se utilizé agua (40 mL) y diclorometano (5 mL, grado analitico). El proceso
tuvo una duracién de 2 h, tiempo después del cual se obtuvo el extracto, se le
eliminé la humedad presente con Na,SO,4 anhidro, se filtr6 y se tomd 1mL, para su

posterior analisis cromatografico.

Figura 12 . Montaje en el laboratorio para obtencion por SDE del extracto de
Salvia aratocensis.
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A Salida de corriente refrigerante del sistema

B Condensador

C Dedo frio

D Accesorio de recirculacion de solventes

E Balon de destilacion con hojas de Salvia aratocensis

F Paso de corriente de refrigeracion del dedo frio al condensador
G Entrada de corriente de refrigeracion al dedo frio

H Balon de destilacion con diclorometano

4.2.3 OBTENCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR SFE

Se utilizd el montaje experimental, que aparece en la Figura 13. Se peso el
material vegetal (5,02 g) previamente picado; se depositd en un equipo Soxhlet de
alta presion (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU) para la extraccion se uso hielo
seco comercial (CO,, 320 g), se ajusto la temperatura del dedo frio a -20 °C, se
regulo la temperatura del bafio de agua a 60 °C con una altura de 7 cm resultando
una presion de 1000-1100 psi. El proceso tuvo una duracion de 2 h, tiempo
después del cual, se inici6 la despresurizacion del montaje experimental; el balén
y el accesorio para recirculacion de CO; se lavaron con diclorometano (grado
analitico), se obtuvo el extracto, se le elimind la humedad presente con Na,SO,

anhidro, se filtr6 y se tom6 1mL, para su posterior analisis cromatografico.



Figura 13. Montaje en el laboratorio para obtencion por SFE del extracto de

Salvia aratocensis.

A Accesorio para recirculacién de CO,

B Material vegetal (hojas de Salvia aratocensis)

C Balon de destilacion en el que se recoge el extracto
D Dedo frio

E Equipo Soxhlet

F Disco de apoyo para el balén de destilacion

G Mandmetro

H Vélvula de despresurizacion
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I Salida de corriente de refrigeracion del sistema
J Entrada de corriente de refrigeracion a dedo frio

K Barfio calefactor de agua

4.3  Analisis cromatografico

Los metabolitos secundarios fueron analizados en un cromatografo de gases
Agilent Technologies 6890 Plus (Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un
detector selectivo de masas (MSD) Agilent Technologies 5973 Plus. Los tiempos
de retencion fueron determinados en una columna capilar DB-5MS 60 m x 0.25
mm x 0.25 ym con fase estacionaria apolar de 5%- fenil-poli(dimetilsiloxano) y una
columna capilar DB-WAX, 60 m x 0,25 mm x 0,25 ym con fase estacionaria polar

de poli(etileneglicol).

La temperatura del horno fue programada desde 45° C (5 min) hasta 250° C @ 5°
C min. El gas de arrastre fue helio (99.9995%, Aga-Fano S.A), con una presion
de entrada en la cabeza de la columna de 113.3 kPa y una velocidad lineal de 26
cm s, El volumen de inyeccién del AE y extracto en diclorometano fue de 2 pL.

4.4  Caracterizacion

Los componentes fueron identificados con base en los criterios cromatogréficos,
tiempos e indices de retencion, y criterios espectroscopicos, a través de la
interpretacion y la comparacion de espectros de masas experimentales con los de
las bases de datos (ADAMS, NIST02 y Wiley).
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

51 Identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de Salvia

aratocensis, aislados por MWHD.

En la Figura 14 se presenta el perfil cromatografico obtenido por GC-MS con

columna capilar DB-5MS con fase estacionaria de 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano)(

60 m), de los metabolitos secundarios volatiles presentes en el del AE de Salvia

aratocensis, obtenido por MWHD. En la Tabla 2 se presenta la composicion

guimica del AE de Salvia aratocensis, con la respectiva comparacion de indices de

retencion y cantidades relativas (%) para cada compuesto identificado.
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Figura 14. Cromatograma tipico del AE de Salvia aratocensis. Columna
capilar DB-5MS con fase estacionaria de 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano)(60 m).

MSD (El, 70 eV). La identificacion de los componentes aparece en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion quimica del AE de Salvia aratocensis, obtenido por MWHD.

N° pico IR, columna apolar Cantidad
) : . Compuesto b
Fig, 14 Reportado [47] Experimental relativa”, %
1 1419 1433 trans-Cariofileno 2,4
2 1453 1457 trans—Muurola—3,5-dieno 2,8
3 1494 1475 trans—Muurola—4(14),5-dieno 5,2
4 1485 1493 Germacreno D 3,7
5 1514 1525 y-Cadineno 11,9
6 1529 1532 trans-Calamineno 1,7
7 1629 1631 1,10-di-epi-Cubenol 22,4
8 1640 1657 epi-a—Cadinol 34,5
9 1686 1695 a-Bisabolol 3,2

a. Indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna DB-5MS.
b. Porcentajes calculados con base en las é&reas de los picos

determinados en la columna.

Se identificaron 9 compuestos, correspondientes al 87,8% del area cromatogréfica
total. Dentro de estos 9 metabolitos secundarios voléatiles, se encontraron 3
mayoritarios a saber: epi-a—cadinol (34,5%), seguido del 1,10-di-epi-cubenol
(22,4%) y y-cadineno (11,9%), que corresponden al 68,8% del area cromatografica

total.

Los metabolitos secundarios volatiles presentes en el AE aparecen en orden de
elucién, segun su peso molecular, lo cual es razonable para la columna capilar

DB-5MS, que es apolar.

En la Figura 15 se presenta el perfil cromatografico obtenido por GC-MS con
columna capilar DB-WAX, con fase estacionaria de poli(etilenglicol)(60 m), de los
metabolitos secundarios volatiles presentes en el AE de Salvia aratocensis
obtenido por MWHD. En la Tabla 3 se presenta la composicion quimica del AE de
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Salvia aratocensis obtenida por GC-MS, con los indices de retencion y cantidades

relativas para cada compuesto identificado.
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Figura 15. Cromatograma tipico del AE de Salvia aratocensis. Columna

capilar DB-WAX con fase estacionaria de poli(etilenglicol)(60 m). MSD (El,

70 eV). La identificacion de los componentes aparece en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicion quimica del AE de Salvia aratocensis obtenido por MWHD.

N° pico IR, columna polar Cantidad
) : . Compuesto b
Fig. 15  Reportado [48] Experimental relativa’, %
1 1617 1592 trans-Cariofileno 1,0
2 1626 1634 trans—Muurola—3,5-dieno 1,9
3 1692 1668 trans—Muurola—4(14),5-dieno 4,7
4 1712 1703 Germacreno D 2,2
5 1766 1757 y-Cadineno 10,2
6 1837 1819 trans-Calamineno 11
7 2037 2050 1,10-di-epi-Cubenol 26,3
8 2136 2159 epi-o—Cadinol 39,2
9 2022 2190 a-Bisabolol 1,2




a. Indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna DB-WAX.

b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos
determinados en la columna.

Se identificaron 9 compuestos, correspondientes al 87,8% del area cromatografica
total. Dentro de estos 9 metabolitos secundarios voléatiles, se encontraron 3
mayoritarios a saber: epi-a—cadinol (39,2%), 1,10-di-epi-cubenol (26,3%) y y-

cadineno (10,2%), que corresponden al 75,7% del area cromatogréfica total.

El orden de elucion de los metabolitos secundarios da una referencia sobre su
polaridad. Los compuestos con grupos OH fueron los Ultimos en eluir, lo que
corresponde al orden de polaridad de las formas moleculares de las sustancias
presentes en el AE de Salvia aratocensis. Coincidencialmente, la secuencia segun
la polaridad y la secuencia segun el peso molecular hicieron aparecer en igual
orden a los metabolitos cuando se analiz6 el AE por las columnas DB-5MS y DB—
WAX.

El rendimiento en porcentaje en peso de la extraccion de AE con respecto al

material vegetal fue del 0,1 %.

5.2 Identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de Salvia

aratocensis, aislados por SDE.

En la Figura 16 se presenta el perfil cromatografico obtenido por GC-MS con
columna capilar de DB-5MS con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(dimetilsiloxano)(60 m), de los metabolitos secundarios volatiles presentes en
el extracto de Salvia aratocensis obtenido por SDE. En la Tabla 4 se presenta la
composicion quimica del extracto de Salvia aratocensis obtenido por SDE, con los

indices de retencién y cantidades relativas para cada compuesto identificado.
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Figura 16. Cromatograma tipico del extracto de Salvia aratocensis, aislado
por SDE. Columna capilar DB-5MS con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(dimetilsiloxano)(60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los
componentes aparece en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion quimica del extracto de Salvia aratocensis, obtenido por
SDE.

N° pico IR, columna apolar Cantidad
) : . Compuesto b
Fig. 16 Reportado [47] Experimental relativa’, %
1 1419 1433 trans-Cariofileno 2,0
2 1494 1475 trans—Muurola—4(14),5-dieno 3,0
3 1485 1493 Germacreno D 1,4
4 1514 1525 y-Cadineno 9,8
5 1529 1532 trans-Calamineno 15
6 1619 1631 1,10-di-epi-Cubenol 24.9
7 1640 1658 epi-a—Cadinol 44,8
8 1654 1670 o—Cadinol 1,8

a. Indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna DB-5MS.
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b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos

determinados en la columna.

Se identificaron 8 compuestos, correspondientes al 84,2% del area cromatografica
total. Dentro de estos 8 metabolitos secundarios voléatiles, se encontraron 3
mayoritarios a saber: epi-a—cadinol (44,8%), del 1,10-di-epi-cubenol (24,5%) y y-

cadineno (9,8%), que corresponden al 79,1% del &rea cromatografica total.

En la Figura 17 se presenta el perfil cromatografico obtenido por GC-MS con
columna capilar DB-WAX con fase estacionaria de poli(etilenglicol)(60 m), de los
metabolitos secundarios volatiles presentes en el extracto de Salvia aratocensis
obtenido por SDE. En la Tabla 5 se presenta la composicion quimica del extracto
de Salvia aratocensis obtenido por SDE, con los de indices de retencion y

cantidades relativas (%) para cada compuesto identificado.
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Figura 17. Cromatograma tipico del extracto de Salvia aratocensis, aislado
por SDE. Columna capilar DB-WAX con fase estacionaria de
poli(etilenglicol)(60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los componentes

aparece en la Tabla 5.
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Tabla 5. Composicion quimica del extracto de Salvia aratocensis, obtenido por
SDE.

N° pico IR, columna polar Cantidad
) : . Compuesto b
Fig. 17 Reportado [48] Experimental relativa’, %
1 1692 1668 trans—Muurola—4(14),5-dieno 1,2
2 1712 1703 Germacreno D 0,7
3 1766 1757 y-Cadineno 4,8
4 1837 1819 trans-Calamineno 0,6
5 2037 2050 1,10-di-epi-Cubenol 28,4
6 2136 2159 epi-a—Cadinol 61,4
7 2022 2090 a-Bisabolol 0,7
8 2150 2165 o—Cadinol 0,8

a. Indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna DB-WAX.
b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos

determinados en la columna.

Se identificaron 8 compuestos, correspondientes al 98,6% del area cromatogréfica
total. Dentro de estos 8 metabolitos secundarios volatiles, se encontraron 3
mayoritarios a saber: epi-a—cadinol (61,4%), 1,10-di-epi-cubenol (28,4%) y y-

cadineno (4,8%), que corresponden al 94,6% del &rea cromatografica total.

53 Identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de Salvia

aratocensis, aislados por SFE.

En la Figura 18 se presenta el perfil cromatografico obtenido por GC-MS con
columna capilar DB-5MS con fase estacionaria de  5%-fenil-
poli(dimetilsiloxano)(60 m), de los metabolitos secundarios volatiles presentes en
el extracto de Salvia aratocensis obtenido por SFE. En la Tabla 6 se presenta la
composicion quimica del extracto de Salvia aratocensis, obtenido por SFE, con los

indices de retencién y cantidades relativas para cada compuesto identificado.
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Figura 18. Cromatograma tipico del extracto de Salvia aratocensis, aislado
por SFE. Columna capilar DB-5MS con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(dimetilsiloxano)(60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacibn de los

componentes aparece en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion quimica del extracto de Salvia aratocensis, obtenido por
SFE.

N° pico IR, columna apolar Cantidad
) : - Compuesto b
Fig. 18 Reportado [47] Experimental relativa’, %
1 1514 1525 y-Cadineno 9,8
2 1619 1630 1,10-di-epi-Cubenol 24,6
3 1640 1656 epi-a—Cadinol 55,5

a. Indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna DB-5MS.
b. Porcentajes calculados con base en las é&reas de los picos

determinados en la columna.

Se identificaron 3 compuestos, estos 3 metabolitos fueron: epi-a—cadinol (55,5%)
seguido del 1,10-di-epi-cubenol (24,6%) y y-cadineno (9,8%), que corresponden al

89,9% del area cromatografica total.



En la Figura 19 se presenta el perfil cromatografico obtenido por GC-MS con

columna capilar DB-WAX con fase estacionaria de poli(etilenglicol)(60 m), de los

metabolitos secundarios volatiles presentes en el extractos de Salvia aratocensis

obtenido por SFE. En la Tabla 7 se presenta la composicion quimica del extracto

de Salvia aratocensis obtenido por SFE, junto con los indices de retenciéon y

cantidades relativas (%) para cada compuesto identificado.
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Figura 19. Cromatograma tipico del extracto de Salvia aratocensis, aislado
por SFE. Columna capilar DB-WAX con fase estacionaria de
poli(etilenglicol)(60 m). MSD (El, 70 eV). La identificacion de los componentes

aparece en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicion quimica del extracto de Salvia aratocensis, obtenido por

SFE.
N° pico IR, columna polar Cantidad
) : . Compuesto b
Fig. 19 Reportado [48] Experimental relativa”, %
1 1692 1668 trans—Muurola—4(14),5-dieno 2,4
2 1766 1757 y-Cadineno 9,8
3 1837 1819 trans-Calamineno 1,3
4 2037 2050 1,10-di-epi-Cubenol 24,2
5 2136 2159 epi-a—Cadinol 56,2
6 2620 2590 Fitol 3.1
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a. Indices de retencion lineales, determinados experimentalmente en la
columna DB-WAX.
b. Porcentajes calculados con base en las areas de los picos

determinados en la columna.

Se identificaron 6 compuestos, que componen el 97% del area cromatografica
total, los 3 metabolitos mayoritarios en el extracto fueron: epi-a—cadinol (56,2%),
1,10-di-epi-cubenol (24,2%) y y-cadineno (9,8%), que corresponden al 90,2% del

area cromatografica total.

Los metabolitos aislados por la extraccion con CO, supercritico corresponden a
los méas pesados, entre ellos, 1,10-di-epi-cubenol y epi-a—cadinol.

Adicional a los metabolitos caracterizados en los demas extractos y el AE, en este
extracto se encontr¢ fitol, que es de mayor masa molecular (296 g/mol) que la de
los otros componentes identificados, que poseen masas moleculares de 204 y 222
g/mol (ver apéndices). Las sustancias identificadas en este extracto presentan
cantidades relativas mayores que las presentes en el extracto, obtenido por SDE y
el AE, lo que indica que, con la técnica de extraccion SFE se pueden aislar estos
componentes con rendimiento mas alto. No se cuenta, infortunadamente, con las
sustancias patrén para determinar sus concentraciones absolutas en los

diferentes extractos.

Se aprecia una diferencia en la cantidad de picos en los cromatogramas de las
Figuras 18 y 19 . Los tiempos de despresurizacion del SFE fueron diferentes para
cada muestra. El menor tiempo de despresurizacion fue para el extracto analizado
con columna DB-5MS (10 h aproximadamente), al ser menor el tiempo de
despresurizacion el gradiente de presion entre el interior del cilindro y la atmosfera
permite escapar facilmente los compuestos mas livianos. En efecto, los tres
compuestos mas pesados predominan en el cromatograma de la Figura 18,

mostrando una presencia minima de los metabolitos secundarios méas volatiles.

56



Por otro lado la despresurizacion del extracto analizado con columna capilar DB—
WAX tardd cerca de 24 h, y en el cromatograma de la Figura 19 se aprecian 6

picos cromatograficos.

En términos generales, la mayoria de las sustancias identificadas son isomeros,
presentan pesos moleculares muy similares o iguales entre si, por esta razon no
es buena la separacion en columna capilar DB-5MS con fase estacionaria de 5%-
fenil-poli(dimetilsiloxano)(60 m), que es apolar y tiene criterios de separacion como
el peso molecular y la presién de vapor; se aprecia una mejor separacion de los
componentes con la columna capilar DB-WAX con fase estacionaria de
poli(etilenglicol)(60 m), que es polar, y por ende tiene como criterio de separacion

la polaridad de las moléculas.

Los extractos SDE y SFE pueden contener sustancias poco volatiles que no la

técnica GC-MS no detecta.

5.4 Comparacion con los metabolitos secundarios aislados de otras especies del

género Salvia.
En la Tabla 8 se hace una comparacion entre los metabolitos secundarios volatiles

encontrados en la Salvia aratocensis y los reportados en 23 especies del género

Salvia.
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Tabla 8. Presencia de los metabolitos secundarios volatiles de Salvia aratocensis

en otras especies del género Salvia.

Metabolito
o
" e 2 _
£ g3 2 o 5 ; =
: c 2 & 3 c 2 £ € £ 5 3
Especie s 5 9 ¢ § & E 3 T £ © _
E = ®© T = = © s © 5 % S
5 3§ £ & g8 R § &% 1 8§ &«
r 4 3 £ E G § & 8 T @
g3 2 &7 g¢g s °
= g
Salvia officinalis L [49] X X D X
Salvia bracteata [7] X X C E X
Salvia rubifolia [7] X G A X X E T X z
Salvia aucheri var. [41] X G D X
Aucheri
Salvia aramiensis [41] X X D
Salvia pilifera [41] X A X X C E X
Salvia multicaulis Vahl. [50] A X D C X X
Salvia africana-caerulea  [51] X A X X E T
Salvia africana-lutea [51] X X D X E T
Salvia lanceolata [61] X X X E T
Salvia miltiorrhiza [62, X A X X
53]
Salvia mirzayanii [54] A X X
Salvia microstegia Boiss ~ [55] X X X C X B X
Salvia lanigera [56] X X X D T B
Salvia spinosa [56] [56] X A X D T
Salvia syriaca [56] [56] X X
Salvia Rosifolia [57] X A X X C E
Salvia cryptantha [58] A X X X

58



Tabla 8. Continuacién. Presencia de los metabolitos volatiles de Salvia aratocensis en

otras especies del género Salvia.

Salvia multicaulis [50] A X D X
Salvia hydrangea [59] X D E X X X
Salvia potentillifolia [60] X A X T X
Salvia tomentosa Miller [61] A X X

D o-Cadineno

E epi-Cubenol

T t-Cadinol

C cis-Calamineno

z cis-Fitol

A a -Muuroleno

B B -Bisaboleno

G y—Muuroleno

Se observa que el trans-cariofileno, el a—cadinol y el germacreno D son frecuentes
en las especies del género Salvia. Por otro lado, se puede observar la presencia
de compuestos con similitud estructural, como lo son los isémeros de y-cadineno y
1,10-di-epi-cubenol, que se pueden presentar por estar asociados a la misma ruta

metabdlica.
El y-cadineno también se encontro reportado en otras especies del género Salvia,
y en algunas ocasiones su isbmero o-cadineno. Se concluye, que los isomeros del

cadineno son habituales entre el género Salvia.

Los isémeros cis- y trans- del calamineno también son usuales en la composicion

guimica de los metabolitos secundarios del género Salvia.
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En lo referente al a—cadinol, aunque se encontrd reportado en algunas especies
del género Salvia, es muy comun su isémero el tau-cadinol. Se puede asegurar
gue los isémeros del cadinol también son comunes en las especies del género

Salvia.

Los metabolitos menos habituales en las especies del género Salvia con las que
se compard la composicion quimica de los compuestos volatiles, fueron trans—
muurola—3,5-dieno y trans—muurola—4(14),5-dieno, encontrando una presencia
muy frecuente del a—muurolenoy el y-muuroleno, que comparten similitud
estructural con compuestos de la familia del cariofileno y el cadineno. En la Tabla
9 se observan las estructuras moleculares de algunas sustancias reportadas en
potras especies del género Salvia, y que son isdmeros de los metabolitos

encontrados en la Salvia aratocensis.

Tabla 9. Comparacion estructural de isomeros reportados en otras especies del

género Salvia.

/
x
y—Muuroleno * a —Muuroleno ® o-Cadineno”
OH- O |
g |
“ A
epi-Cubenol * t-Cadinol * B -Bisaboleno”®
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A Nombre de la estructura molecular, Tomado de: [47].

Los metabolitos secundarios a-bisabolol y fitol fueron los menos frecuentes,
reportdndose muy poco en las especies del género Salvia, incluso sus isbmeros
también son poco frecuentes entre las especies comparadas. Se encontraron

reportes del B —bisaboleno, un derivado del bifosfato de 2-trans-6-trans-farnesilo.
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6. CONCLUSIONES

1. La Salvia aratocensis es una fuente natural de los siguientes sesquiterpenoides:
1,10-di-epi-cubenol, epi-a—cadinol y y-cadineno, que constituyen mas del 70% de

sus aceites esenciales y extractos SDE y SFE.

2. La mayor variedad de metabolitos secundarios volétiles se obtiene en el AE
aislado por MWHD, pero en los extractos, obtenidos por SDE y SFE, estan
presentes metabolitos secundarios menos volétiles que los que se encuentran en
el aceite esencial de Salvia aratocensis.

3. Al comparar los metabolitos secundarios volétiles encontrados en la Salvia
aratocensis, con los reportados en otras especies del género Salvia, se observa
gue hay similitudes en su composicién quimica; sus aceites esenciales presentan
actividades antimicrobiana y antioxidante.

Con base en lo anterior, se presume que el AE de Salvia aratocensis también

puede exhibir las propiedades antimicrobiana y antioxidante.
4. La técnica SFE permiti¢ aislar 1,10-di-epi-cubenol y epi-a—cadinol en mayor

cantidad relativa (24,6 y 55,5 % respectivamente), por ser metabolitos volatiles

relativamente pesados encontrados en la Salvia aratocensis (P.M. = 222 Da).
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7. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de actividad insecticida, antimicrobial y antioxidante, a mezclas
de los tres metabolitos mayoritarios presentes en la Salvia aratocensis, y comparar
los resultados de actividad de las mezclas con los resultados que se obtengan
para los extractos y AE; ello, para correlacionar las propiedades bioldgicas de la
Salvia aratocensis con sus tres metabolitos mayoritarios. Lo ideal seria iniciar las
pruebas insecticidas tomando como referencia los insectos mas frecuentes en la

zona de endemismo de la Salvia aratocensis.

Estudiar la composicion de los metabolitos secundarios de la Salvia aratocensis en
cultivos a mayor escala, pues la competencia interespecifica y la alelopatia son
factores relevantes que inciden sobre la composicion de los metabolitos

secundarios volatiles que produce una planta.
Aislar los metabolitos secundarios de Salvia aratocensis por SFE, a presiones

mayores que las utilizadas en este trabajo de investigacion, con el fin de identificar
componentes mas pesados, como diterpenos y flavonoides..
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Apéndice A. trans-Cariofileno

Tabla 10. Informacion general del trans-cariofileno.

trans-Cariofileno

Formula condensada: Estructura molecular [47]

CisH24 H

A\

Masa molecular:
204 g/mol

I/In

Es un sesquiterpeno también conocido como gB-cariofileno, se encuentra presente
en el AE de plantas como la menta [62], Euphorbia cyparissias y Lippia alba [63]
gue presentan actividad antimicrobiana contra acillus subtillis [64], entre otros, y
antimicotica [63]; también es comun encontrarlo como Oxido u epdxido de
cariofileno [65,66].

Se encuentra en medicamentos para el tratamiento de acné [67]. Actualmente la
fuente natural de esta sustancia es la andiroba, planta amazonica que se cultiva
en Brasil. También se encuentra como componente mayoritario en el AE de Lippia
origanoides [68], quimiotipos de Lippia chevalieri [69], especies del genero
Ocimum de la familia Labiaceae como O. basilicum, O. kilimandscharicum, O.
lamiifolium, O. suave [70], especies del género Achillea [71] e Hypericum [72]. La
presencia de este metabolito generalmente implica la presencia de germacreno-D
[62,69-75], isébmeros del cadineno [70-75] y a-cadinol [70-75]. Se encuentra en AE
gue presentan actividad antifingica [66]. Algunas publicaciones sugieren que junto
con el trans—muurola—4(14),5-dieno, vy-cadineno, y germacreno D pueden
originarse en la misma ruta metabdlica [9], sugiriendo como metabolito de partida

el farnesil difosfato [76].
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Apéndice B .  trans—Muurola—3,5-dieno

Tabla 11. Informacion general sobre el trans—muurola—3,5-dieno

trans—Muurola—3,5-dieno

o Estructura mol lar [47
Férmula condensada: structura molecular [47]

C:15H24

Masa molecular:
204 g/mol

Es un sesquiterpeno poco comun con respecto a su isomero cis-, se le encuentra

en AE con actividad antioxidante [77]

Apéndice C. trans—Muurola—4(14),5-dieno

Tabla 12. Informacion general sobre el trans—muurola—4(14),5-dieno

trans—Muurola—4(14),5-dieno

, Estructura molecular [47]
Foérmula condensada:

CisHzs : M

Masa molecular:
204 g/mol

Es un sesquiterpeno que se encuentra presente en AE en los que coexiste con
metabolitos como germacreno D, y-cadineno, trans-cariofileno y trans—muurola—

3,5-dieno [77]. Aunque es mas comun encontrar su isémero cis- [77-79].
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Algunas publicaciones sugieren que junto con el trans-cariofileno, el y-cadineno, y
el germacreno D pueden originarse en la misma ruta metabdlica [9], sugiriendo
como metabolito de partida el farnesil difosfato [76]. En algunos AE que presentan
actividad antioxidante y antibacterial, el trans-muurola-4(14),5-dieno se encuentra
con metabolitos como germacreno D, y-cadineno y a-cadinol [52]. Se encuentra en
los AE de especies del género Phlomis [78] e Hypericum [80] coexistiendo con
metabolitos como trans-cariofileno, germacreno D, trans—muurola—4(14),5-dieno,

y-cadineno, a-cadinol y fitol.

Apéndice D. Germacreno D

Tabla 13. Informacion general sobre el germacreno D

Germacreno D

Férmula condensada: Estructura molecular [47]

CisHzs 4
/ \\\\\

Masa molecular:
204 g/mol

=

Es un sesquiterpeno utilizado como precursor de sustancias como el cadineno y
otras de interés farmacoldgico [81]. La presencia del germacreno D permite pensar
en una actividad toxica cuya estructura da origen, por oxidacion, a una serie de
compuestos de tipo lacténico que producen reacciones citotoxicas o alérgicas en
la piel [82]. Estudios han demostrado la accidon antiparasitaria [83], antifingica,
antimicrobial [84], analgésica y toxica [85] de AE en los cuales se encuentra el

germacreno-D como componente mayoritario.

Algunas fuentes naturales relevantes de esta sustancia son la Aralia [86],
Smyrnium perfoliatum [87], la menta [62], la Lippia alba, quimiotipo citral, en donde
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el germacreno D es el componente mayoritario [63], Lippia origaniodes [68],
qguimiotipos de Lippia chevalieri [69] y varias especies del genero Ocimum de la
familia Labiaceae como O. basilicum, O. kilimandscharicum, O. lamiifolium, O.
suave [70] y especies del genero Achillea [88,89] e Hypericum [72]. Algunas
publicaciones sugieren que junto con el trans—muurola—4(14),5-dieno, el y-
cadineno, y el trans-cariofileno pueden originarse en la misma ruta metabdlica [9],
sugiriendo como metabolito de partida el farnesil difosfato [76]. En algunos AE que
presentan actividad antioxidante y antibacterial, el germacreno D se encuentra

con metabolitos como trans-muurola-4(14),5-dineno, y-cadineno y a-cadinol [89].

Apéndice E. y-Cadineno

Tabla 14. Informacion general sobre el y-cadineno

y-Cadineno

Férmula condensada: Estructura molecular [47]

CisH24

Masa molecular:
204 g/mol

La presencia de este sesquiterpeno sugiere la presencia de otros como
germacreno-D [62,69,71-75,90], trans-cariofileno [70-75,90] y a-cadinol [70-
75,90]. Algunas publicaciones sugieren que junto con el trans—muurola—4(14),5-
dieno, el germacreno D, y el trans-cariofileno pueden originarse en la misma ruta

metabdlica [9], sugiriendo como metabolito de partida el farnesil difosfato [76].

Se encuentra presente en AE con actividad antimicrobial [70,72] y antifungica [90].

En algunos AE que presentan actividad antioxidante y antibacterial, el y-cadineno
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se encuentra con metabolitos como germacreno D, a-cadinol y trans-muurola-
4(14),5-dieno [89].

Apéndice F. trans-Calamineno

Tabla 15. Informacion general sobre el trans-calamineno

trans-Calamineno

, Estructura molecular [47
Formula condensada: [47]

C:15H24

Masa molecular:
204 g/mol

Sesquiterpeno que se encuentra presente en AE con actividad antiinflamatoria y
antibacterial [79] contra Enterobacter aerogenes (ATCC13048), Serratia
marcescens (ATCC25419), Salmonella enteritidis (ATCC13076), Yersinia
enterocolitica (ATCC23715) y Shigella sonnei (ATCC11060).

Apéndice G. 1,10-di-epi-Cubenol

Tabla 16. Informacion general sobre el 1,10-di-epi-cubenol

1,10-di-epi-Cubenol

Eérmula condensada: Estructura molecular [47]

Ci5H60 OH

Masa molecular:
222 g/mol
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Se encuentra que el extracto metanolico de raiz de Caule (TIMBETE) es usado
como herbicida natural [91], y contiene germacreno D, y -cadineno,1,10,di-epi-
cubenol, epi-a-cadinol. Estos metabolitos se encuentran presentes en el AE y
extracto de la Salvia aratocensis, o que permite pensar que el AE de la Salvia

aratocensis puede ser utilizado como un herbicida natural.

Es uno de los estereoisomeros del cubenol, junto con compuestos como 1-epi-
cubenol, 10-epi-cubenol, a-cubenol, epi- a-cubenol, 1-cubenol y epi-B-cubenol, los
cuales se encuentran frecuentemente en AE que presentan actividad antioxidante
[7,50] y antimicrobiana [7,49,50,59,60], de donde se les asocia capacidad

antirradicalaria.

Algunos esteroisomeros del cariofileno y el cadineno se han reportado junto con
10-epi-cubenol, a-cubenol, epi- a-cubenol y 1-cubenol en los AE de Ocimum
tenuiflorum, Ocimum gratissimu y Piper auritum, que presentan actividad
antidermatofilica [70].

Apéndice H. epi-a—Cadinol

Tabla 17. Informacion general sobre el epi-a—cadinol

epi-a—Cadinol

Formula condensada: Estructura molecular [47]
C1sH260

Masa molecular:
222 g/mol

Se encuentra presente en AE con propiedades herbicidas [91] y por lo general su

presencia indica la coexistencia de metabolitos como germacreno D, y-cadineno,
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1,10,di-epi-cubenol, a-cadinol y trans-cariofileno [92]. Es mucho mas frecuente

encontrar el isdbmero tau-cadinol.

Apéndice |I. a-Cadinol

Tabla 18. Informacion general sobre el a-cadinol

a-Cadinol
Formula condensada: Estructura molecular [47]
C1sH260 OH T H
Masa molecular: @i)\
" H
222 g/mol /\

Suele encontrarse en compafiia de metabolitos como el y— cadineno, germacreno-
D y el trans-cariofileno [91,93]. Se encuentra presente en AE con actividad
acaricida [92] y antifungica [66]. Estudios previos con este metabolito han
demostrado actividad antibacteriana de este compuesto [94]. Se encuentra en el
AE de citronella [95].

En algunos AE que presentan actividad antioxidante y antibacterial, el a-cadinol
se encuentra con metabolitos como germacreno D, y-cadineno y trans-muurola-
4(14),5-dieno [89].

Apéndice J. a-Bisabolol
Tabla 19. Informacion general sobre el a-bisabolol

a-Bisabolol

Formula condensada: Estructura molecular [47]

C15H260

Masa molecular:
222 g/mol
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Es un sesquiterpeno floral 6pticamente activo. Es el activo principal del AE de la
flor de manzanilla, reconocido por sus propiedades antiinflamatoria, antimalarica
[96], antimicrobiana y antimicética [97]. Su accidn suavizante y emoliente hace
guesea facilmente tolerable por todas las pieles, de donde derivan sus
aplicaciones en la industria cosmética como: Productos para la proteccidon solar,
preparaciones para despueés de sol, productos para bebé y del cuidado de nifios,
acondicionadores del pelo y aftershaves, productos para después de la depilacion,
preparaciones de la proteccion de piel y del cuidado de piel (lociones y ungientos)
etc. Comercialmente se encuentran preparados con un 95% de contenido del

principio activo [78].

Apéndice K. Fitol

Tabla 20. Informacion general sobre el fitol

Fitol
Formula condensada: Estructura molecular [47]
C20H400
Masa molecular: ~§
296 g/mol LOH

Es un diterpeno [24] alcohdlico floral. Se cataloga como un precursor de las
vitaminas E y K1 [98]. Este metabolito se encuentra involucrado en la biosintesis
de la clorofila [97] en las especies vegetales. Se utiliza en la obtencion de acido
fithnico. Se ha utilizado en estudios sobre capacidad antirradicalaria [99,100] junto
con compuestos de referencia como a-Tocoferol y Trolox®.

Estructuras analogas al fitol presentan actividad antituberculosa [101].
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