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RESUMEN:

TITULO: AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE HERNANDULCINA EN EL
EXTRACTO DE Lippia dulcis TREVIR., OBTENIDO POR EXTRACCION CON FLUIDO
SUPERCRITICO*

Autor: Franci Nathalie Gémez Jaimes**

Palabras clave: Hernandulcina, Lippia dulcis, extracto, fluido supercritico.

Lippia dulcis Trevir., es una planta utilizada tradicionalmente para tratar afecciones respiratorias y
digestivas; sin embargo, su principal atractivo es su sabor dulce, al ser la fuente de la
hernandulcina, compuesto quimico 1200 veces mas dulce que la sacarosa. La constante
investigacién cientifica enfocada a la busqueda de productos naturales, sucedaneos de los
compuestos sintéticos, y el potencial de L. dulcis como edulcorante, motivl a realizar el aislamiento
de la hernandulcina y su analisis quimico.

Se obtuvieron el aceite esencial y extracto supercritico de Lippia dulcis, por hidrodestilacion
asistida por la radiacion de microondas (MWHD) y la extraccién con fluido supercritico (SFE),
respectivamente. Los compuestos mayoritarios en el aceite y en el extracto, correspondieron al
a-bisabolol, 6-cadineno, trans-gB-cariofileno, biciclogermacreno y a-copaeno. La hernandulcina no
fue detectada, debido a las condiciones analiticas. En vez de esto, se observaron sus productos de
descomposicién térmica: la 6-metil-5-hepten-2-ona y 3-metil-2-ciclohexen-1-ona.

El aislamiento de la hernandulcina se realiz6 por cromatografia en columna y cromatografia en
capa delgada. La caracterizacion estructural se realiz6 por medio de diferentes técnicas
instrumentales: Espectroscopia de infrarrojo (IR), espectroscopia ultravioleta (UV-Vis) y resonancia
magnética nuclear (RMN uni y bidimensional). La cuantificaciéon de la hernandulcina en el aceite
esencial y en el extracto se realiz6 por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Debido a la
labilidad térmica de la molécula, no es posible realizar su analisis espectroscépico por medio de
técnicas que empleen altas temperaturas. Para superar esta condicién, se realizé la derivacion
quimica de la hernandulcina, empleando la sililacién, que permitid realizar su andlisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y confirmar su identidad
quimica como su derivado.

El aceite esencial, el extracto supercritico y la hernandulcina presentaron también actividad

antirradicalaria, superior a los antioxidantes sintéticos de referencia evaluados
(BHT y a-Tocoferol), medida por el ensayo ORAC.

* Trabajo de grado

** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Directores: Elena E. Stashenko y Jairo René
Martinez.
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ABSTRACT:

TITLLE: ISOLATION, IDENTIFICATION AND QUANTITATION OF HERNANDULCIN IN THE
EXTRACT OF Lippia dulcis TREVIR., OBTAINED BY SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION *

Author: Franci Nathalie Gomez Jaimes**

Key words: Hernandulcin, Lippia dulcis, extract, supercritical fluid.

Lippia dulcis Trevir., is a traditional plant used to treat respiratory and digestive diseases, but its
main attraction is its sweet taste for being the natural source of the hernandulcin, a chemical
compound rated to be 1200 times sweeter than sucrose. The constant scientific research focused
on natural products to replace artificial synthetic compounds, and the potential of L. dulcis as
sweetener, led us to the isolation of hernandulcin and its chemical analysis.

Essential oil and supercritical extract of Lippia dulcis were obtained by hydrodistillation assisted by
microwave radiation (MWHD) and supercritical fluid extraction (SFE), respectively. The main
compounds in the oil and extract corresponded to a-bisabolol, &-cadinene, trans-B-caryophyllene,
and a-copaene bicyclogermacrene. Hernandulcin was not detected, due to the analytical conditions.
Instead, we observed its thermal decomposition products: 6-methyl-5-hepten-2-one and 3-methyl-2-
cyclohexen-1-one.

Isolation of hernandulcin was performed by column chromatography (CC) and thin layer
chromatography (TLC). The structural characterization was performed by different instrumental
techniques: infrared spectroscopy (IR), ultraviolet spectroscopy (UV-Vis) and nuclear magnetic
resonance (NMR uni and bidimensional). Hernandulcin quantification of the essential oil and the
extract was performed by high performance liquid chromatography (HPLC). Due to the thermal
lability of the molecule, it's not possible to perform spectroscopic analysis techniques by employing
high temperatures. To overcome this condition, hernandulcin was derivated using silylation
reaction, wich allowed us to do the analysis by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS) and confirm its identity.

The essential oil, supercritical extract and hernandulcin showed antiradical activity, higher than
reference synthetic antioxidants evaluated (BHT and a-tocopherol), as measured by ORAC assay.

* College thesis

** Science Faculty, School of Chemistry. Directed by Elena E. Stashenko and Jairo René Martinez.
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INTRODUCCION

El sabor dulce ha sido una sensacion muy importante en la vida humana. El
hombre siempre ha mostrado su inclinacion hacia los alimentos en los cuales
reconoce este efecto y, asi mismo, ha desarrollado diferentes maneras de emplear
otras sustancias en reemplazo del azucar y de la miel, que han sido las primeras

fuentes de dulzor, ya sean naturales o sintéticas [1].

Juntamente, el creciente interés del hombre por el consumo preferencial de
productos naturales, asi como la tendencia global por reducir el uso de sustancias
sintéticas, han llevado a la necesidad de desarrollar la agroindustria de productos
naturales en Colombia. Entre los principales productos empleados por el sector
empresarial, las plantas aromaticas constituyen un elemento de primordial
importancia, bien sea por su empleo en la elaboracién de productos culinarios, o
cuando se obtienen de ellas, diversas mezclas de compuestos, de amplia
aplicacion en diferentes ramas de la industria, e.g. perfumeria, farmacéutica,

alimentos.

La especie Lippia dulcis Trevir., popularmente conocida como “orozuz”, es una
hierba arrastradera, perenne y fuertemente aromatica. Esta especie se reconoce
en la medicina tradicional, por sus propiedades contra afecciones respiratorias y
digestivas [2]. Sin embargo, la caracteristica principal de esta planta, radica en que
es la fuente natural de la hernandulcina, un sesquiterpenoide, tipo bisabolano,

sustancia mas de 1000 veces mas dulce que la sacarosa [3].
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Con el fin de impulsar el desarrollo en la investigacién de productos naturales, el
objetivo principal de este trabajo de investigacion fue el aislamiento de la
hernandulcina, su caracterizacion estructural y la determinacibn de su
concentracion en el aceite esencial y extracto de Lippia dulcis Trevir., cultivada en
el Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM. Debido a la labilidad térmica de la
molécula, no es posible realizar su andlisis espectroscépico por medio de técnicas
que empleen altas temperaturas. Para superar esta condicion, se realizo la
derivacién quimica de la hernandulcina, empleando la sililacién, que permitié

realizar su analisis por GC-MS y confirmar su identidad quimica.

En el trabajo, se caracterizaron los metabolitos secundarios presentes del aceite
esencial y del extracto de las partes aéreas de la especie L. dulcis, aislados por la
hidrodestilacion asistida por la radiacién con microondas y la extraccion con CO,
supercritico, respectivamente; se evalué por medio de los ensayos ORAC vy

ABTS™ su actividad antirradicalaria, asi como de la hernandulcina aislada.

Es importante resaltar que, en este trabajo de investigacion se determiné que la
hernandulcina, un compuesto de origen natural, ademas de ser un potente
edulcorante, no toéxico [4], presenta también una alta actividad antirradicalaria,
superior a los antioxidantes sintéticos de referencia evaluados(BHT y a-Tocoferol),
medida por el ensayo ORAC, método de evaluacién de la capacidad antioxidante

de gran relevancia en sistemas biologicos y en alimentos [5].

Los resultados, parciales y finales, de esta investigacién, se presentaron en dos
eventos cientificos: (1) XI Congreso Colombiano de Fitoquimica, realizado en
Medellin, los dias 5-7 de octubre de 2011. Modalidad: péster; y (2) VIII Congreso

Internacional de Quimica, Ingenieria Quimica y Bioquimica, realizado los dias 9-12
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de octubre de 2012, en La Habana, Cuba. Modalidad: presentacion oral y

poster.
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1 MARCO DE ANTECEDENTES

1.1 TEORIA MOLECULAR DEL SABOR DULCE

La transduccion del sabor dulce es objeto de estudio de diversos centros de
investigacion en el mundo. Se conoce que este proceso nace de la interaccién de
una molécula con una proteina-G (denominada T1R3), acoplada al receptor del
gusto en las células gustativas, que generan una sensacion de dulzura placentera
[1]. Pese a la publicacion de los residuos de la secuencia proteica de T1R3, su
estructura tridimensional detallada no ha sido determinada. Mientras tanto, las
investigaciones se han enfocado en estudiar moléculas con propiedades

gustativas particulares, responsables del sabor dulce, entre otros.

Estudios previos de relacion ‘estructura-sabor dulce’ se han caracterizado por
plantear la existencia de un modelo ‘glucéforo’, nombre que recibe el fragmento
estructural responsable del dulzor. Actualmente, existen tres teorias modelo que
describen el dulzor de una molécula, como resultado de las propiedades
fisicoquimicas especificas de sus grupos funcionales presentes y sus arreglos
geomeétricos, a saber: teoria AH-B; AH-B, X; y MPA (Multipoint Attachment Theory,

por sus siglas en inglés).

1.1.1 Teoria AH-B. Descrita por Shallenberger y Acree [6], esta teoria sugiere
gue todos los compuestos con sabor dulce, contienen un enlace con un hidrégeno
acidico, AH, y un enlace correspondiente a un atomo electronegativo, B,
separados por una distancia que va de 2.5 a 4.0 A, y los cuales interaccionan con
un sistema AH-B analogo del receptor, formando dos puentes de hidrégeno e
interrumpiendo enlaces de hidrogeno intramoleculares en el receptor (Véase
Figura 1) [6].
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Molécula Receptor

Glucéforo D=25-4.0A

Figura 1. Modelo AH-B de la teoria molecular del sabor dulce. Fuente: La autora®

Para lograr adaptar el modelo AH-B a la variacion en el dulzor en diversas
moléculas, e.g., algunos enantiomeros de L-aminoécidos, Shallenberger y Acree
[6] propusieron una barrera espacial de 3A, medida perpendicularmente desde el
receptor. Este hecho explica la enantioespecificidad del receptor gustativo, en el
cual el grado de dulzor depende de la fortaleza de la interaccibn molécula-
receptor, es decir, cuanto mayor sea la interaccién, mayor sera la sensacion de

dulzor.

1.1.2 Teoria AH-B, X. Esta propuesta, descrita por Kier [7], es andloga a la
teoria AH-B, y explica la estereoespecificidad del receptor, a través de la
presencia de un tercer componente en la unidad glucoférica, designado como X
(Véase Figura 2). Este ultimo elemento debe tener interacciones de dispersion
(fuerzas de van der Waals) o hidrofébicas con el receptor, hecho que le permite
potenciar el sabor dulce, actuando como un modulador debido a efectos

inductivos, pese a no ser un punto de interaccién vital para el anclaje.

'L a figura se elaboré con base en el modelo descrito en [6]
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Molécula Receptor

Figura 2.Modelo AH-B, X de la teoria molecular del sabor dulce. Fuente: La autora®

1.1.3 Teoria MPA. La teoria MPA (Multipoint Attachment, por sus siglas en
inglés), fue desarrollada por Tini y Nofre en 1996. Este es el modelo mas detallado
y complejo de los receptores de dulzor, realizado a partir del analisis SAR
(Structure-Activity Relationship, por sus siglas en inglés), de todas las sustancias
de sabor dulce conocidas. Esta teoria sugiere la existencia al menos de ocho
categorias funcionales que contribuyen al dulzor, que estan agrupadas dentro de
la afinidad alta y los sitios secundarios. En este caso, los receptores de dulzor se
encuentran en un estado de reposo inicialmente (conocido como estado R), como
resultado de las interacciones idnicas y puentes de hidrogeno de caracter
intramolecular, que ocurren entre varios sitios de reconocimiento. Cuando el
edulcorante interacciona con los receptores, este dispersa las interacciones
intramoleculares, provocando marcados cambios conformacionales que permiten
su expansion. Presuntamente, este efecto alostérico es el que inicia la

transduccion del sabor dulce [8].

1.2 Lippiadulcis TREVIR.

Lippia dulcis Trevir., (familia Verbenaceae), es una hierba rastrera, perenne,

aromatica e intensamente dulce (Véase Figura 3). Posee tallos estrigosos o

?La figura se elaboré con base en el modelo descrito en [7]
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glabros y alcanza una altura entre 40-60 cm. Sus hojas, con una longitud de 1-6
cm, son opuestas en peciolos de 0,5-1,5 cm; ampliamente cuneadas en la base,
rugosas en la superficie y asperas al tacto. Sus flores son ovoide-globosas al
inicio, después cilindricas; usualmente son cortas, pero pueden alcanzar hasta 3
cm de longitud; son cuneado-aovadas, con céliz diminuto y corola blanca entre
1-1,5mm de largo [9, 10].

Figura 3. Lippia dulcis Trevir. Fotografia tomada por la autora. Lugar: Complejo
Agroindustrial Piloto de CENIVAM. Fecha: septiembre de 2012.

L. dulcis es endémica de América Tropical, su habitat se extiende desde el sur de
México hasta Panama y Colombia, a altitudes que alcanzan los 1800 msnm
[9, 11]. Se encuentra también en Puerto Rico, Cuba, La Espafola y otras islas

caribefias, y ha sido introducida en paises como Estados Unidos, Inglaterra y
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Alemania [2]. Crece principalmente en climas calidos humedos a orillas de
bosques humedos subtropicales o en bordes boscosos de rios y lagunas [11].

La especie es conocida por los siguientes sinénimos cientificos: Phyla dulcis
Moldenke, Phyla scaberrima (Juss.) Moldenke y Zapania scaberrima Juss. exPers
[12]. Entre sus nombres coloquiales se encuentran: “orozuz” (México, Cuba, El
Salvador, Nicaragua, Guatemala), “hierba dulce” (México), “orozuz de la tierra”
(Cuba), “corronchoncho” (ElI Salvador), “orosul” (Nicaragua), “Fog fruit”, “Lippia

Mexicana”y “Mexican Lippia” (Estados Unidos e Inglaterra) [2].

L. dulcis ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional. ElI cocimiento de
la planta se usa para el tratamiento de afecciones digestivas y respiratorias. Sus
hojas y tallos presentan propiedades emolientes, diaforéticas, diuréticas,
balsamicas, estimulantes, expectorantes, sedantes, sudorificas, tonicas y
abortivas [2, 12]. En Cuba, el jugo de la planta se utilizaba para tefiir el papel de

una clase particular de cigarrillo, llamado ‘pectoral de orozuz’ [13].

Ademas de las propiedades mencionadas, la planta es particularmente llamativa
por ser la fuente natural de la hernandulcina; sesquiterpenol con esqueleto de
bisaboleno, reconocido como el principio dulce de la especie y considerado, en
una base molar, mas de 1000 veces superior en dulzor a la sacarosa (Véase
Figura 4a) [3, 14,15].

El nombre de la molécula fue dado en honor al conquistador, médico e historiador
espafiol, Francisco Hernandez, quien luego de realizar una expedicién botanica en
América Central, escribié una monografia titulada ‘Historia Natural de la Nueva
Espana’, entre 1570 y 1576. En ella, describia una planta intensamente dulce,
conocida con el nombre azteca de ‘Tzonpelic xihuitl’, que significa ‘hierba dulce’, y

posteriormente fue registrada como Lippia dulcis Trevir. [2, 16].
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La hernandulcina, junto con su epimero estructural (no dulce) epi-hernandulcina
(Figura 4b), fue aislada y caracterizada por Compadre y colaboradores, en 1985
[4], del extracto de éter de petrdleo de la planta cultivada en México (0,004% p/p).
Los autores, ademas, determinaron que la molécula se descompone a 140 °C,
produciendo la 3-metil-2-ciclohexen-1-ona y la 6-metil-5-hepten-2-ona (Véase

Figura 5).

Figura 4. Estructuras quimicas de A. Hernandulcina y B. Su epimero estructural, la

epi-hernandulcina [4].

O  OH O

_— /

Figura 5. Reaccion de descomposicion térmica de la hernandulcina en A. 3-Metil-2-

ciclohexen-1-ona y B. 6-Metil-5-hepten-2-ona [4].

La propiedad edulcorante de la hernandulcina, se atribuye a los grupos carbonilo
en C1, hidroxilo en C1’ y la olefina en C4’, funciones esenciales para la mediacion
de su sabor, que pueden atribuirse a la teoria AH-B, X del sabor dulce [4]. La

molécula ha sido patentada como un potencial edulcorante y recomendada en la
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preparacion de productos dentifricos [17]. En diversos ensayos biol6gicos
realizados sobre esta molécula, se determiné que no posee actividad mutagénica
significativa, o que se evalu6 en cepas de Salmonella typhimurium. Asi mismo, el
compuesto no presentd toxicidad al ser administrado en ratones, en dosis de

hasta2g por 1 kg de peso corporal [4].

Yang y colaboradores [18] realizaron la biotransformaciéon de la molécula, por
medio de su fermentacion, empleando cepas fungicas de Glomerella cingulata. El
resultado de este procedimiento fue un compuesto con mayor solubilidad en agua,

el cual fue denominado ‘Metabolito 1’ (Véase Figura 6).

TH

a

OH

Figura 6.Estructura quimica del producto de biotransformacion de la hernandulcina,
llamado ‘Metabolito 1’ [18].

Por medio de la sintesis de la molécula, a partir del (R)-(+)-limoneno, Mori y Kato
[19] demostraron que la (6S, 1'S)-hernandulcina es el Unico compuesto, de los
cuatro diastereoisdbmeros posibles (6S, 1'R; 6R, 1'R; y 6R, 1'S), que presenta
sabor dulce. Adicionalmente, la hernandulcina y sus isémeros estructurales han
sido sintetizados por medio de diferentes procedimientos [20-23]: (1) por
condensacion aldolica de sus productos de descomposicion térmica; (2) a partir
del (-)-isopulegol, empleando acido m-cloroperbenzoico; (3) partiendo de
ciclohexadieno y usando enolatos de boro y silicio; (4) por la ruta de cicloadicién
de un 6xido de nitrilo, utilizando (2Z,6E)-farnesal y (5) por la generacion de E-dienil

carbamato, empleando TiCl; como catalizador.
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Kaneda y colaboradores [24], adem&s de aislar la hernandulcina (0,154% p/p) y la
epi-hernandulcina (0,040% p/p), a partir del extracto etéreo de la planta,
obtuvieron un nuevo compuesto sesquiterpénico, también dulce, denominado 4[3-

hidroxihernandulcina (9,5 mg; 0,0008% p/p) (Véase Figura 7).

Figura 7. Estructura quimica de la 4B-hidroxihernandulcina [24].

1.2.1 Composicion quimica de la planta. En estudios realizados en México [2],
se reportd que el aceite esencial se componia principalmente por monoterpenos
(86%) y, en menor proporcion de compuestos sesquiterpénicos (14%). El
monoterpeno oxigenado alcanfor, fue identificado en alta concentracion (53%) en
el aceite. La hernandulcina no fue detectada; en vez de ello, se identificé uno de
sus productos de degradacidon térmica, la 6-metil-5-hepten-2-ona, pero solo en

bajas concentraciones (0,51%) [2].

Souto y colaboradores [11], en Puerto Rico, sugirieron que la dificultad en la
deteccién de la molécula (por su labilidad térmica), podria obedecer a las
condiciones operativas durante el proceso cromatografico. Para esto, emplearon
bajas temperaturas a la hora del analisis del extracto de la planta, encontrando
que, aunque la hernandulcina se conserva térmicamente estable, la volatilizacion

de la muestra es incompleta y se dificulta su cuantificacion.
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En disimilitud con los resultados reportados en México [2], la composicién quimica
del aceite esencial y extracto de la planta determinada en diferentes paises:
Puerto Rico [11], Guatemala [25], Colombia (investigaciones desarrolladas en el
Centro de Investigacion de Excelencia CENIVAM [26-28]) y Brasil [29]; se
caracteriza por su alto contenido de compuestos sesquiterpénicos (>60%) y por la
presencia de los productos de descomposicion de la hernandulcina. Por esta
razon, se propone la existencia de dos quimiotipos de la planta: Hernandulcina y
alcanfor. En la Tabla 1, se resume la variacién en la composicion quimica de la

especie, dependiendo de su ubicacion geogréfica.

Tabla 1. Variacién de la composicion quimica de los metabolitos secundarios de L. dulcis,

segun su ubicacién geografica.

Pais Compuestos mayoritarios

Puerto Rico = Hernandulcina (36,0%), epi-hernandulcina (22,0%), 6-metil-5-hepten-2-ona
(2,70%), 3-metil-2-ciclohexen-1-ona (2,80%), a-bisabolol (2,9%) [11].

México Alcanfor (53,2%), canfeno (15,9%), limoneno (7,40%), trans-B-cariofileno
(3%), a-copaeno (1,60%), 6-metil-5-hepten-2-ona (0,51%) [2].

Guatemala @ 6-Metil-5-hepten-2-ona (16,8-20,5%), 3-metil-2-ciclohexen-1-ona (12,7-
15,7%), a-copaeno (3,40-6,70%), trans-B-cariofileno (6,10-7,60%), a-
bisabolol (8,0-14,6%), 6-cadineno (5,3-5,6%) [25].

Colombia trans-B-Cariofileno (9,40-10,3%), &-cadieno (7,80-8,80%), a-copaeno (8,3-
8,9%), biciclogermacreno (7,9%), 6-metil-5-hepten-2-ona (2,0-3,9%), 3-
metil-2-ciclohexen-1-ona (1,4-3,30%) [26-28].

Brasil trans-B-Cariofileno (13,8-16,8%), a-copaeno (11,5-13,9%),5-cadineno
(12,0-15,0%), a -bisabolol (7,7-9,9%), 6-metil-5-hepten-2-ona (8,0-11,4%),
3-metil-2-ciclohexen-1-ona (2,1-5,4%) [29].
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El aceite esencial de la planta presenta actividad antihistaminica y anticolinérgica
[30]. También presenta actividad biologica contra T. cruzi y L. chagasi, y toxicidad
en células Vero. Ensayos contra V. cholera, E. coli, S. aureus y P. aeruginosa
resultaron negativos [26, 31]. Los extractos metandlicos, mostraron actividad

antiinflamatoria [32].

Diversos compuestos, con marcada actividad biolégica, han sido aislados del
extracto metandlico de la planta, a saber: sesquiterpenos tipo bisabolano,
hernandulcina, epi-hernandulcina, 43-hidroxihernandulcina, lippidulcina A, epi-
lippidulcina A, peroxilippidulcinas A-C, peroxi-epi-lippidulcina B y epi-lippidulcinas
B y C; flavonoides, sakuranetina, cirsimaritina, pectolinaringenina, salvigenina,
eupatorina, eupatilina, y 5,3'-dihidroxi-6,7,4'5"-tetrametoxiflavona; glicésidos,
acteésido, iso-actedsido, martinésida; y flavonas, eupafolina, 6-hidroxiluteolina.
Algunos de estos compuestos mostraron actividad antiproliferativa y antioxidante
[33, 34].

1.3 METABOLISMO SECUNDARIO VEGETAL

Se conoce como metabolismo primario a la serie de reacciones quimicas que
conducen a la biosintesis de compuestos como azucares simples, aminoacidos,
lipidos, proteinas, acidos nucleicos, entre otros; estos compuestos desempefian
un papel esencial en el metabolismo béasico de los organismos [35, 36]. En las
plantas, ademas de estos metabolitos, existe una gran cantidad de compuestos
organicos, que parecen no estar implicados directamente en su crecimiento y
desarrollo. Estos compuestos se conocen como metabolitos secundarios [37]. Su
funcion generalmente estd relacionada con el sistema de defensa, la
comunicacion con otras especies (alelopatia) y la excrecion de las plantas. En
términos generales, son los responsables de las caracteristicas organolépticas de

las plantas y de su actividad bioldgica [36].
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Los metabolitos secundarios de las plantas pueden dividirse en tres grupos, a
saber: terpenos, compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados. En general, la
ruta de sintesis de estas sustancias parte del metabolismo primario y se deriva en
tres rutas, principalmente, la ruta de los acidos malénico, mevalénico y siquimico
[36, 38].Los terpenos constituyen el mayor grupo de metabolitos secundarios
producidos por las plantas y tipicamente son los constituyentes de sus aceites
esenciales y extractos. Por lo general, son compuestos poco solubles en agua y
se clasifican por el niamero de unidades de cinco carbonos que contienen
(unidades isoprénicas), en monoterpenos, Cio; sesquiterpenos, C;s; diterpenos,
Cyo; triterpenos, Csp; entre otros [38].

1.3.1 Aceites esenciales. Los aceites esenciales, AE, son mezclas de
metabolitos secundarios volatiles; son generalmente compuestos con masa
molecular menor de 300 Da, obtenidos por técnicas destilativas y que, en general,
son responsables del olor de las mismas [39]. Se les llama ‘aceites’ por su
apariencia fisica, que es bastante parecida a los aceites vegetales o aceites de
cocina, y ‘esenciales’, puesto que se considera que representan la esencia de la

planta de origen.

Los AE son generalmente liquidos a temperatura ambiente, pueden tener o no
coloracién; algunos son inestables frente a la luz, oxigeno, a la presencia de
agentes oxidantes, reductores o cambios de pH [40]. Tipicamente, difieren en su
composicién quimica, pero tienen algunas propiedades fisicas comunes, como alto
indice de refraccién, actividad O6ptica, densidad menor que la del agua e
inmiscibilidad con ella. Sin embargo, los AE son solubles en la mayoria de

solventes organicos.

Debido a sus diversas propiedades, los AE han sido ampliamente utilizados a lo

largo de la historia en diversas industrias, entre las cuales figuran: cosmética
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(elaboracion de perfumes, pastas dentifricas, cremas); alimenticia (preparacion de
aditivos, saborizantes, condimentos); licorera (en refrescos vy licores), quimica fina

(precursores quimicos para la sintesis de nuevos compuestos).

1.3.2 Hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas. Con el fin de
extraer el AE de una planta, esta debe ser sometida a un proceso de destilacion,
e.g., hidrodestilacion [41]. Si en lugar de los métodos convencionales de
calentamiento, se utiliza la radiacion de microondas como fuente de energia, el
proceso se conoce como hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas,
MWHD (Microwave-Assisted Hydrodistillation, por sus siglas en inglés).

Esta técnica fue descrita inicialmente por Paré y colaboradores [42, 43], y
consistia en la extraccion de la esencia a través del calentamiento por microondas,
empleando un solvente “transparente”, que no absorbe la radiacion de las
microondas. A través de numerosas investigaciones, en el Centro de Investigacion
de Excelencia CENIVAM se han optimizado las condiciones operativas de este
proceso, para obtener mejores rendimientos, como lo describen Stashenko y
colaboradores [44] y Tsarkova [45].

En el proceso de extraccion, la muestra se sumerge al disolvente, en este caso,
agua, en un equipo de destilacion tipo Clevenger. La calefaccidn resultante, junto
con la alta presion de vapor, conducen a la ruptura de las paredes celulares de la
planta, seguida de la liberacion del aceite esencial en una mezcla azeotropica, que
al ser condensada, forma dos capas, una, rica en aceite y otra, rica en agua.
Dichas capas se almacenan en un reservorio Dean-Stark y, seguidamente, se

separan por decantacion.
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1.3.3 Extractos. Los extractos de las plantas, son mezclas de compuestos
quimicos producto del metabolismo secundario vegetal. Se diferencian de los AE,
en muchas de sus propiedades fisicas y quimicas: normalmente son mezclas
viscosas, estdn formados por compuestos de mayor peso molecular, e.g.,
diterpenoides, fitoesteroles y, en la mayoria de los casos, son de menor
volatilidad.

Normalmente, estos compuestos corresponden a la fraccion semi-volatii o no
volatil de la planta, es decir, aquellos analitos que por no ser volatilizables o ser
inestables térmicamente, e.g., lactonas sesquiterpénicas, no se pueden aislar
mediante métodos destilativos. En vez de ello, para su obtencidn se emplean
distintos procesos, que forman el grupo de las técnicas extractivas, y cuyo
principio de operacion radica en la extraccion mediante un disolvente; se
aprovechan las propiedades de solubilidad y polaridad de los analitos de la matriz

y su afinidad con un disolvente dado o sus mezclas [41].

Los extractos, al igual que los AE, se encuentran en una amplia aplicacién en
diversos campos, dentro de los cuales se destacan: industria cosmética, e.g.,
compuestos antioxidantes (compuestos fendlicos) aplicados en bases cosméticas;
alimentos, e.g., pigmentos y condimentos; quimica farmacéutica, e.g., compuestos

con bioactividad (vitaminas, esteroides, polisacaridos), entre otros.

1.3.4 Extracciéon con fluido supercritico. Un fluido supercritico, SF, es una
sustancia cuyas condiciones de presion y temperatura se encuentran por encima
de su punto critico; region en la cual coexisten dos fases: liquida y gaseosa [46].
Esto le confiere propiedades caracteristicas de ambos estados: densidad similar a
la de los liquidos; difusividad propia de los gases, junto con valores de viscosidad
y tension superficial bajos, lo cual permite una extraccion mas rapida y eficiente
[47].

40



El proceso SFE (Supercritical Fluid Extraction, por sus siglas en inglés), consiste
en una extraccion solido-liquido, llevada a cabo dentro de una camara, a través de
la cual se hace circular el fluido, y el cual, al entrar en contacto con la matriz,
solubiliza y arrastra los compuestos presentes en ésta. Una vez transcurrido el
tiempo de extraccion, la mezcla ‘soluto-solvente’ obtenida, se separa en un
recipiente colector, en donde se almacenan los solutos extraidos v,
posteriormente, se separa el solvente de extraccion, por evaporacion, en la

mayoria de los casos.

El diéxido de carbono, CO,, es el solvente mas empleado en la SFE de productos
naturales [47, 48]. El atractivo que posee este compuesto, se debe a varias
caracteristicas, a saber. es quimicamente inerte, econdmico y apto para la
obtencién de compuestos termolabiles, puesto que su temperatura critica es
relativamente baja (31,1°C) [49]. Ademds, en el proceso de extraccion se
prescinde de una etapa adicional de separacién del solvente, puesto que en

condiciones ambientales este se encuentra en estado gaseoso.

1.4  AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE COMPUESTOS ORGANICOS

Muchas de las técnicas disponibles para la separacion y purificacion de
metabolitos secundarios de las plantas -que usualmente se encuentran en
mezclas complejas-, estan relacionadas con la cromatografia [50]. De hecho, los
meétodos de separacion se pueden clasificar en dos grupos: Cromatograficos y no
cromatograficos. El primer grupo comprende, entre otros, métodos preliminares
como la cromatografia en columna, CC (Column Chromatography, por sus siglas
en inglés) y la cromatografia en capa fina, TLC (Thin Layer Chromatography, por
sus siglas en inglés), las cuales, complementadas, constituyen los métodos mas
empleados para aislar y purificar compuestos quimicos en matrices sélidas o

liguidas, durante experimentos a pequefia-mediana escala (<20 g)[51-53]. Es
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importante resaltar, que la eleccion de la técnica de aislamiento dependera

exclusivamente de las caracteristicas fisicoquimicas de los analitos a separar.

1.5 ANALISIS INSTRUMENTAL

La caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios aislados de una matriz
vegetal, e.g., aceite esencial, extracto, es fundamental para tener un amplio
conocimiento sobre sus propiedades organolépticas, biolégicas, fisicoquimicas,
etc. Para llevar a cabo esta tarea, existen diversas herramientas instrumentales, la
escogencia de una u otra, o de varias, depende exclusivamente de las
caracteristicas u ‘hoja de vida’ de los analitos y de la disponibilidad de los equipos

para realizar su analisis.

1.5.1 Cromatografia de gases. La GC (Gas Chromatography, por sus siglas en
inglés), es uno de los métodos de separacion, en el cual los componentes de una
muestra, previamente volatilizada, se reparten o distribuyen, asimétricamente,
entre dos fases: una estacionaria, que puede ser sélida o liquida, contenida en
una columna capilar de silice fundida; y una movil, de naturaleza gaseosa
(generalmente helio), que transporta la muestra a través de la fase estacionaria
[54-56]. La columna cromatografica se coloca dentro de un horno con
calentamiento programable, factor de gran influencia en la separacion de la

mezcla.

El proceso cromatografico ocurre como resultado de repetidos actos de
absorcion/desorcion, durante el movimiento de los componentes de la muestra a
través de la fase estacionaria; la separacion de los analitos tiene lugar de acuerdo
con su constante de distribucion Kp entre las dos fases [55]. Una vez han

terminado su recorrido a través de la columna cromatogréfica, los analitos pasan a
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un detector, que registra las diferentes sustancias y genera una sefal proporcional
a su cantidad.

La identificacion de los componentes se realiza por comparacion de sus indices de
retencion lineales, IRL, que se calculan con base en los tiempos de retencion de
los analitos y los de una seria analoga de hidrocarburos lineales, con los de
sustancias de referencia, en dos fases estacionarias de distinta naturaleza: polar y

apolar [57].

1.5.2 Cromatografia de gases - espectrometria de masas. La espectrometria
de masas, MS (Mass Spectrometry, por sus siglas en inglés), con ionizacion por
impacto de electrones, ElI (Electron Impact, por sus siglas en ingles), puede
identificar de manera casi inequivoca cualquier sustancia pura. Su principio
consiste en la generacion de iones en fase gaseosa, producto de la fragmentacion
de las moléculas presentes en una mezcla, seguido de la separacion de dichos
iones y su deteccién [54, 55]. Los fragmentos producidos se separan de acuerdo
con su relacion masa-carga (m/z), y el espectro de masas resulta Unico para cada

compuesto quimico [58].

En la actualidad, el detector espectrométrico de masas acoplado al cromatografo
de gases constituye la GC-MS (Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry, por sus siglas en inglés), una herramienta indispensable para
determinar la composicion quimica de una mezcla compleja de analitos

volatilizables.
De esta manera, la identificacion de un compuesto, por GC-MS, se realiza por: (1)

comparacion de sus IRL con los de una sustancia de referencia o los reportados

en las bases de datos y (2) con base en espectros de masas experimentales,
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comparandolos con los espectros de masas de bibliotecas de espectros, a saber:
Adams, NIST, Wiley [58, 59].

1.5.3 Identificacion confirmatoria de un compuesto organico. En la
actualidad, la GC-MS ha sido la técnica con mayor aplicacion para caracterizar
guimicamente un compuesto determinado. Sin embargo, la coincidencia de los
distintos parametros cromatograficos permite realizar un reconocimiento de la
estructura molecular, mas no su identificacion absoluta [59]. Por esta razon, para
lograr la identificacion confirmatoria de un analito de interés, se hace necesario el
uso de mas de una técnica de analisis, cuya eleccién dependera exclusivamente

de las caracteristicas del analito, objeto de estudio.

Existen diversas herramientas instrumentales para llevar a cabo la elucidacion
estructural de un compuesto organico, dentro de las cuales se encuentran: (1)
Espectroscopia de infrarrojo, IR, basada en la absorciéon de la radiacion
electromagnética, a frecuencias que corresponden a las energias vibracionales de
un conjunto especifico de enlaces quimicos dentro de una molécula [60]; (2)
Espectroscopia UV-Vis, cuyos valores de energia corresponden a la diferencia
energética entre los estados electronicos de las moléculas [61] y (3) Resonancia
magnética nuclear, RMN, un método espectral basado en las propiedades

magnéticas de los nucleos de las moléculas presentes en una muestra[62].

1.6 DERIVACION QUIMICA

La derivacion es un método quimico que consiste en la transformacion de uno o
varios grupos funcionales dentro de una molécula. Tipicamente, estas reacciones
se emplean para reemplazar o ‘enmascarar’ un atomo de hidrégeno I4bil, unido a

un heteroatomo (grupos —COOH, —OH, —NH y —SH), con una especie quimica de
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menor polaridad [63]. En la cromatografia de gases este proceso se lleva a cabo
con el fin de aumentar la volatilidad y estabilidad térmica de los compuestos,
disminuir el nivel minimo de deteccidn y obtener una mayor simetria en sus picos

cromatograficos [55].

1.6.1 Reaccion de sililacion. EIl proceso consiste en el cambio o reemplazo
quimico de un grupo protico de una molécula organica por un grupo trimetilsililo
(Véase Figura 8). Esta reaccion se lleva a cabo a través de una sustitucion

nucleofilica aromética de segundo grado, SN, [64, 65].

F o 0 OH
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N | _Si_ _Si_
| I l
Acido carboxilico BSTFA Producto derivado Subproductos

o alcohol

Figura 8. Reaccion general del proceso de sililacion. Tomado de [26].

Existen diversos agentes sililantes, entre los cuales figuran: trimetilclorosilano,
TMCS; hexametildisiloxano, HMDS; bis-sililacetamida, BSA;N-metil-(trimetilsililo)-
trifluoroacetamida, MSTFA; N,O-bis-(trimetilsililo)-trifluoroacetamida, BSTFA; y N-
(t-butildimetilsililo)-N-metiltrifluoroacetamida, MTBSTFA; estos dos ultimos son
mas utilizados. La piridina se emplea en la mayoria de los casos, como

solvente/catalizador de la reaccion [65-67].
La sililacibn ha sido la técnica de derivacion prevaleciente, con una amplia

aplicacién en el andlisis de compuestos fendlicos, esteroides, azucares [64, 68],

drogas farmaceéuticas [64]. A diferencia de otros métodos, normalmente, la
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sililacion no requiere una etapa de purificacion, previa al analisis, y sus derivados

pueden ser inyectados directamente al cromatografo de gases.

1.7 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Segun Halliwell y Gutteridge [69], un antioxidante, AO, se define como “cualquier
sustancia que, al estar presente en bajas concentraciones, inhibe o previene la
oxidacion de un sustrato”. Segun su origen, los AO se clasifican en sintéticos y
naturales. Los antioxidantes de origen natural mas representativos, son los
compuestos fendlicos [68, 70]. Los antioxidantes sintéticos (también fendlicos),
contienen en su esqueleto grupos alquilicos, que los hacen aptos para
solubilizarse en grasas y aceites, y asi poder ser utilizados como aditivos. A pesar
de la controversia generada por los efectos adversos que pueden presentar, los
antioxidantes sintéticos mas empleados son el butilhidroxianisol, BHA;
butilhidroxitolueno, BHT; y ter-butil hidroquinona, TBHQ [71].

1.7.1 Capacidad de absorcion de radicales libres de oxigeno (ORAC).El
ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) fue desarrollado por Cao y
colaboradores [72], y actualmente es el mas utilizado en la determinacién de la

capacidad antioxidante de diversos productos alimenticios [5].

El ensayo consiste en la interaccion quimica de una molécula fluorescente,
fluoresceina, FL (Véase Figura 9a), con un azocompuesto generador de radicales
peroxilo, generalmente el AAPH [2,2'-azo-bis(2-amidino-propano)dihidrocloruro]
(Véase Figura 9b), por accion térmica (37°C), en presencia de un compuesto con
actividad antirradicalaria [73].
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Los radicales peroxilo promueven la oxidacion de la FL, causando un
decrecimiento en la intensidad de la fluorescencia del medio. Los antioxidantes
‘atrapan’ los radicales, a través del mecanismo de transferencia de un atomo de
hidrégeno, HAT (Hydrogen Atom Transfer Assay, por sus siglas en inglés) y
protegen asi la molécula de FL e inhiben la caida de la fluorescencia [74]. La
intensidad relativa de la fluorescencia se mide a través del tiempo y, se obtiene el

area bajo la curva, ABC, de cada ensayo.

HO o) 0
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Figura 9. Estructuras quimicas de: A. Fluoresceina; B. Radical AAPH.

Finalmente, la capacidad antioxidante se cuantifica usando una curva de
calibracién del compuesto de referencia Trolox® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), un homadlogo hidrosoluble de la vitamina E (Véase
Figura 10). De esta manera, el valor ORAC de una sustancia o mezcla de
sustancias, se expresa como micro-moles equivalentes de Trolox® por gramo o
litro de muestra (umol TE/g o umol TE/L) [74].

a7



HO
COOH
HO O

A B

Figura 10. Estructuras quimicas: A. Trolox® y B. Vitamina E.

La ventaja principal que presenta este método, radica en que su mecanismo de
accion se basa en la reaccion de los radicales peroxilo, los cuales son los
radicales libres predominantes encontrados en procesos de oxidacion lipidica de

alimentos y sistemas bioldgicos.

1.7.2 Ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS". El ensayo de la
capacidad antioxidante equivalente de Trolox®, TEAC (Trolox® Equivalent
Antioxidant Capacity), fue descrito por primera vez por Re y colaboradores [75].
Dentro de las ventajas que presenta se encuentra la capacidad de ‘secuestrar’
radicales y su funcionalidad para ser aplicado tanto en compuestos hidrosolubles,

como liposolubles.

El ensayo se basa en la capacidad de los compuestos AO de estabilizar el cation-
radical ABTS™ (cation radical del &cido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico), por medio del mecanismo de transferencia de un electron, SET (Single
Electron Transfer, por sus siglas en inglés). El cation-radical, se genera por la
reaccion del ABTS con una especie quimica oxidante, el persulfato de potasio,
PDS (Véase Figura 11), el cual es de color azul-verdoso en solucion y presenta

una absorbancia maxima en 734nm [76].
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Figurall. Generacion del cation-radical ABTS+-.

Cuando se agrega el AO a la mezcla reactante, el radical experimenta una
reduccion, la cual es proporcional a la concentracion y capacidad antirradicalaria
del compuesto, que resulta en la decoloracién del cation-radical, lo que se mide
espectroscépicamente, en funcién de su absorbancia. Esta variacion se calcula
con respecto al compuesto de referencia Trolox® y se expresa como equivalentes

de Trolox®.
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2 CIENCIOMETRIA

La comunidad cientifica evalia constantemente la calidad y la confiabilidad de su
produccion. Dicha valoracion se puede utilizar para direccionar y planificar las
investigaciones. Los estudios cienciométricos permiten analizar la ciencia como
una disciplina, dando a conocer la investigacion desarrollada por distintos paises y
sus resultados, desde una perspectiva econémica y social. Las diferentes bases
de datos son los recursos mas utilizados para llevar a cabo estudios

cienciomeétricos.

Para el presente trabajo de investigacion, el andlisis cienciométrico consistié en
una busqueda en la base de datos Scopus (Elsevier), disponible en la Universidad
Industrial de Santander, para fines académicos, para observar los avances
cientificos y los estudios desarrollados sobre Lippia dulcis y hernandulcina, en el
periodo de 1980-2012.

Las investigaciones sobre la especie Lippia dulcis Trevir., se han enfocado
principalmente en la evaluacion de sus propiedades de dulzor atribuidas a la
hernandulcina [14, 15]. Ademas de esto, diversos estudios también se han
encaminado en la actividad bioldgica de esta planta, e.g., actividad antiinflamatoria
[32], antiespasmaddica [30], contra afecciones respiratorias y digestivas [2, 12]. Lo
anterior se refleja en las publicaciones cientificas sobre el aislamiento de
metabolitos secundarios presentes en esta especie y su actividad biologica (afios
2002-2008) (Véase Figura 12) [30, 32-34]; las areas de interés son farmacologia,
toxicologia y farmacéutica, lo que refleja el interés que despierta la actividad
bioquimica de esta planta (Véase Figura 14).
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Lippia dulcis = Hernandulcin ~ Afi0

Figura 12. Relacion de los afios y el numero de publicaciones sobre Lippia dulcis y
hernandulcina. Base de datos: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1980-2011.
Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY “Lippia dulcis”, “hernandulcin”. Fecha de

consulta: septiembre de 2012.

Las investigaciones sobre la hernandulcina comenzaron en los afos 1985-1987
cuando por primera vez fue elucidada su estructura quimica y sus propiedades de
dulzor [3, 4]. Posteriormente, los estudios sobre la molécula se enfocaron en el
aislamiento, caracterizacion y la evaluacibn no solo de las propiedades
edulcorantes de la molécula, sino también de sus propiedades bioldgicas. Entre
los afios 1985 y 2004, las investigaciones sobre hernandulcina superaron en
namero los estudios sobre Lippia dulcis, debido al interés que despierta la
investigacion y desarrollo sobre la viabilidad de la sintesis y purificacion de este
compuesto por diferentes métodos de reaccion [20-23].
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Dentro de las areas de investigacion, en las cuales se encuentra nuestro objeto de
estudio, sobresalen los campos de farmacologia, biologia, medicina y quimica
(Véanse Figuras 13 y 14). Sin embargo, en el area de estudio en Quimica, las
investigaciones sobre la hernandulcina tienen una mayor aplicacion, debido a los
estudios realizados sobre la sintesis del compuesto y sus estereoisomeros, y al

interés que genera este compuesto natural, para sustituir la sacarosa.

En la base de datos Scopus (Elsevier), se encontré una investigacion publicada en
el mes de marzo del presente afio, sobre la extraccion de hernandulcina con fluido
supercritico, a partir de Lippia dulcis. El estudio se public6 en Journal of
Supercritical Fluids, y se muestra un andlisis del efecto de la presion y la
temperatura sobre el proceso de extraccion. La caracterizacion de los extractos se

realiz6 por los métodos analiticos instrumentales GC-MS, LC-MS y HPLC.

Ciencias ambientales

Inmunologia y Microbiologia
Multidisciplinaria

Fisica y astronomia

Ingenieria quimica

Medicina

Quimica

Bioquimica, Genetica y Biologia Molecular
Agricultura y Biologia

Farmacologia, Toxicologia y Farmacéutica

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22

Numero de publicaciones

Figura 13. Relacion del area de estudio y el nimero de publicaciones sobre Lippia dulcis.
Base de datos: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1980-2012. Ecuacion de
busqueda: TITLE-ABS-KEY (Lippia dulcis). Fecha de consulta: septiembre de 2012.
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Figura 14. Relacion del area de estudio y el niumero de publicaciones sobre la
hernandulcina. Base de datos: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1980-2012.
Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (hernandulcin). Fecha de consulta: septiembre
de 2012.
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3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal se recolectd durante los meses de septiembre y octubre del
2011, en parcelas experimentales ubicadas en el Complejo Agroindustrial Piloto
CENIVAM, ubicado en el Campus principal de la Universidad Industrial de

Santander.

La identificacion botanica de la especie se realizé en el Instituto de Ciencias
Naturales, Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (sede

Bogota), por el doctor José Luis Fernandez, en el afio 2007.

3.2 TRATAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal se sometié a un proceso de secado a temperatura ambiente, a
la sombra. Las plantas se colocaron sobre bandejas, dando paso a la circulacion
del aire en todas las direcciones. Se tomo registro del cambio en el peso de la
planta, en funcién del tiempo, cada 12 h, hasta alcanzar el equilibrio. Finalmente,
se calcul6 la pérdida de peso porcentual y con base en esto, se construyo la curva

de secado para la especie.
La disminucion de la humedad de la planta durante el secado, se calcul6 mediante

la Ecuacion 1, bajo la presuncion de que la pérdida de peso corresponde

exclusivamente al contenido de agua del material.

Ecuacion 1
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Antes de realizar los procesos de obtencidén del aceite esencial y extracto de la
planta, el material vegetal se ubicé en una estufa de secado de bandejas, por 12 h

a 40°C, con el fin de obtener un porcentaje de humedad menor del 10%.

El picado de la planta se realiz6 en un picador/triturador forrajero TRF 300
(Metalurgica TRAPP Ltda. Jaragu& do sul, Brasil), acondicionado con un tamiz de

0.8 mm.

3.3 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

El aceite esencial se obtuvo de las partes aéreas (hojas, tallos e inflorescencias)
de Lippia dulcis Trev., por hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas,
MWHD. La extraccion se llevd a cabo en un equipo de destilacion tipo Clevenger
(Véase Figura 15), con adaptacion para calentamiento por radiacion de
microondas a través de un horno domeéstico Samsung AMW 8113ST (Selangor,

Malasia), con potencia de salida de 1600 W y frecuencia de radiacion de 2,4 GHz.

Las condiciones operativas del procedimiento se desarrollaron segun lo descrito
por Stashenko y colaboradores [44]. Se emplearon 230 g de material vegetal
previamente tratado (Seccidon3.2) y ca. 350 mL de agua. El proceso de extraccion
se realizd por un tiempo total de 45 min, dividido en 3 intervalos de 15 min cada

uno. Experimentalmente, se empleo el 50% de la potencia del horno (800 W).
La esencia se retir6 del reservorio Dean-Stark por decantacion y, con el fin de

evitar el deterioro debido a la presencia de agua en la muestra, se adicioné sulfato

de sodio anhidro como agente secante.
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Figura 15. Montaje MWHD. Fotografia tomada por la autora. Lugar: Laboratorio Antoine
Lavoisier, CENIVAM, UIS. Fecha: Abril del 2012.

La obtencién del AE se realizd6 por triplicado para obtener los datos de
reproducibilidad del proceso. El rendimiento de la extracciébn se determind con

base en el peso inicial del material vegetal empleado, segun la Ecuacion 2.

— Ecuacioén 2

En donde:

W e = Peso del aceite esencial extraido;
Wwv= Peso inicial del material vegetal.

Los valores determinados para cada extraccién se promediaron; la variacion en el
contenido de aceite corresponde a la desviacion estandar de los datos.
Finalmente, se tomaron 50 pL del aceite esencial y se depositaron en un vial de
reaccion, al cual se afadio 1 pL de Istd (patrén interno, n-tetradecano). La mezcla
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anterior se afor6 a 1 mL con diclorometano y se inyecté al GC-MS, para su

posterior analisis.

3.4 EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO

La obtencion del extracto de la planta se realizé en un equipo de extraccion con
fluido supercritico a escala piloto Thar SFE-2000-2-FMC50 (Thar Instruments, Inc,
Pittsburgh, PA, EE.UU.) (Véase Figura 16), equipado con un porta-muestra en
acero inoxidable con capacidad para 2x10° m® un sistema de separacién y
coleccion de los extractos tipo ciclon, con capacidad para 5 x 10 m?; un regulador
automatico e independiente de temperatura y presion; bombas de alta presion
P-200A, para el CO2; y un medidor de flujo Sitrans FC Massflo tipo MASS6000

(Siemens AG, Berlin, Alemania).

Figura 16. Equipo de extraccion con fluido supercritico Thar SFE-2000. Fotografia
tomada por la autora. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: octubre de 2012.
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Las condiciones de operacion empleadas durante el proceso de extraccion con

fluido supercritico, se encuentran reportadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones del proceso de extraccion SFE.

Parametro Cantidad
Material vegetal 0,4kg
Presion 30MPa
Temperatura 313 K
Flujo de CO; 40 kg/h
Densidad de la carga 400 kg/m?®
Tiempo 2h

El experimento se realizO por triplicado para obtener los datos de la
reproducibilidad del proceso; la variacién en la cantidad del extracto corresponde a

la desviacion estandar de los datos.

El rendimiento de la extraccién se determiné con base en el peso inicial del

material vegetal empleado y el peso del extracto obtenido, segun la Ecuacion 2.

3.5 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Con el fin de realizar la caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios
presentes en el aceite esencial y el extracto de Lippia dulcis Trev., las muestras se
sometieron un proceso de separacion cromatografico, empleando dos columnas
de diferente polaridad. Se us6 un detector de masas, MSD (Mass Selective

Detector, por sus siglas en inglés).
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La cuantificacién de los compuestos presentes en el AE y extracto de la planta, se
realizo por cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacion en llama,
FID (Flame lonization Detector, por sus siglas en inglés).

3.5.1 Andélisis por GC-MS. Columna apolar. El analisis cromatogréfico se llevd
a cabo en un equipo Agilent Technologies 6890N Network GC System (Véase
Figura 17) (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975 Inert XL, con un puerto de
inyeccion split/splitless (250 °C, relacion de split 30:1) y un inyector automatico
Agilent 7683B. La separacion de los analitos de la mezcla se realiz6 en una
columna capilar con fase estacionaria apolar DB5-MS (J & W Scientific, Folsom,
CA, EE.UU.) con dimensiones de 60 m x 0,25 mm, D.l. x 0,25 um, d, con fase
estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano). El gas de arrastre empleado fue helio
(He, 99,9995%, LINDE S.A.), con una presion de entrada en la cabeza de la
columna de 16,47 psi, y una velocidad de flujo constante de 1 mL/min. La
programacion de temperatura en el horno fue de 45 °C (5 min), 150 °C (2 min) @
4 °C/min, 250 °C (5 min) @ 5 °C/min, 275 °C (15 min) @ 10 °C/min.

3.5.2 Andlisis por GC-MS. Columna polar. El analisis cromatogréfico se llevo a
cabo en un equipo Agilent Technologies 7890A GC System (Véase Figura 18)
(Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent 5975C Triple Axis Detector, equipado con un puerto de
inyeccion split/splitless (250°C, relacion de split 30:1) y un inyector automatico
Agilent 64513A. La separacion de los analitos de la mezcla se realiz6 en una
columna capilar polar DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), con fase
estacionaria entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol), de 60 m x 0,25 mm,
D.l. x 0,25 um, d;. El gas de arrastre fue helio (He, 99,9995%, LINDE S.A.), con

una presion de entrada en la cabeza de la columna de 16.47 psi, y una velocidad
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de flujo constante de 1 mL min™ y programacién de temperatura del horno de 45
°C (5 min), 150 °C (3 min) @ 3 °C/min, 220 °C (5 min) @ 4 °C/min.

Figura 17. Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 6890N Network GC System.
Fotografia tomada por la autora. Lugar: Laboratorio de Instrumentacién Analitica,
CENIVAM, UIS. Fecha: junio de 2012.

Figura 18. Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 7890A GC System. Fotografia
tomada por La autora. Lugar: Laboratorio de Instrumentacion Analitica, CENIVM, UIS.
Fecha: junio de 2012.
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3.5.3 Sistema de adquisicion de datos. Los espectros de masas se obtuvieron
empleando el método de ionizacién El, con energia de 70 eV. Las temperaturas de
la camara de ionizacion y de la linea de transferencia permanecieron a 230 y
280°C para los analisis en columnas polar y apolar, respectivamente (Véanse
Secciones 3.5.1 y 3.5.2). Los espectros de masas y las corrientes i6nicas
reconstruidas, TIC (Total lon Current, por sus siglas en inglés) se obtuvieron
mediante un analizador cuadrupolar, operado en modo de barrido automéatico de
radiofrecuencia (full scan) a 4,75 scan s™, en el rango de masas de m/z 40-350
Da. Los datos cromatogréaficos y espectrométricos se obtuvieron y se procesaron
con el sistema de datos Chemstation (G1701DA MSD).

3.5.4 Identificacion. La identificacion cualitativa de los compuestos en el AE y
en el extracto, se realizé por comparacion de los indices de retencién lineales, IRL,
y los espectros de masas experimentales, con los reportados en las librerias de
compuestos Adams, NIST y Wiley [58, 59].

Los IRL se calcularon con base en los tiempos de retencion de una serie
homéloga de patrones de hidrocarburos lineales desde Cs hasta Cys, que se
analizaron bajo las mismas condiciones cromatograficas que se usaron para el AE

y el extracto de la planta. Su determinacién se realiz6 empleando la Ecuacion 3.

_ Ecuacion 3

En donde:

Ir= Indice de retencion lineal del compuesto de interés;
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n = Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto de
interes;

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

trx= Tiempo de retencion del compuesto de intereés;

trn y trn= Tiempos de retencion de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto de interés, respectivamente.

3.5.5 Cuantificacién. La cuantificacion de los compuestos presentes en las
matrices se realizé por medio de la cromatografia de gases acoplada a un detector
FID.

El andlisis cuantitativo del AE y el extracto, se llevd a cabo en un equipo Agilent
Technologies 6890A Network GC System (Figura 19) (Agilent Technologies, Palo
Alto, California, EE.UU), acoplado a un detector FID (250°C), con un puerto de
inyeccion split/splitless (250° C, relacion de split 30:1) y un inyector automatico
Agilent 7683B. La separacién de los analitos de las mezclas se realizé en una
columna capilar de naturaleza apolar DB5-MS (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.) con dimensiones de 60 m x 0,25 mm, 0,25 um, d;, con fase estacionaria
de 5%-fenil-poli(metilsiloxano). ElI gas de arrastre empleado fue helio (He,
99,995%, LINDE S.A.), con una presion de entrada en la cabeza de la columna de
16,47 psi, y una velocidad de flujo constante de 1 mL min™. Las velocidades de
flujos de gases de combustion en el detector de ionizacion en llama, FID, (aire e
hidrégeno), se mantuvieron a 300 y 30 mL min, respectivamente; el gas auxiliar
fue nitrégeno(N,, 99,995%, LINDE S.A.), a 30 mL-min™. Los datos obtenidos
fueron procesados por medio del software GC ChemStation Rev. B.01.03 (204).

La temperatura del horno del cromatégrafo de gases se programé de la misma

manera que se describe en la Seccion 3.5.1.
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La cuantificacion de los metabolitos se realizd6 mediante el método de

estandarizacion interna, empleando como patrén interno, Istd, n-tetradecano,

segun la Ecuacion 4.

_ Ecuacién 4

En donde:
C,x= Concentracion (g/L) del analito en la muestra;

Cista= Concentracion (g/L) del Istd;
A,= Area (cuentas) del pico cromatogréafico del analito;

Ais.a= Area (cuentas) del pico cromatografico del Istd.

Figura 19. Cromatoégrafo de gases Agilent Technologies 6890A Network GC System.
Fotografia tomada por la autora. Lugar: Laboratorio de Instrumentacién Analitica,

CENIVAM, UIS. Fecha: junio de 2012.
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3.6 AISLAMIENTO DE LA HERNANDULCINA

El aislamiento de la hernandulcina se realiz6 a partir del extracto SFE de L. dulcis.
Para ello, el desarrollo del proceso se dividio en tres etapas, a saber: (1) Seleccion
de las condiciones elucion y de revelado; (2) Separacion en columna y (3)

Caracterizacion quimica del compuesto.

3.6.1 Seleccion de las condiciones de elucion y de revelado. El primer paso
fue la seleccion del sistema de elucién y de revelado para extracto SFE por TLC,
sobre placas cubiertas de gel de silice 60 F»45. Se probaron diferentes mezclas de

n-hexano:acetona, en diferentes proporciones (v/v).

Las placas cromatogréaficas se examinaron por medio de una cadmara de luz UV a
254 y 366 nm, y fueron reveladas empleando vapores de yodo, |, y solucién

acuosa de H,SO, al 5%.

3.6.2 Cromatografia en columna. La separacion se llevé a cabo en una
columna cromatografica, la cual se cargd con ca. 8 g del extracto de la planta. La
fase estacionaria fue gel de silice 60 Fy4s. La fase movil correspondié a una
mezcla de solventes n-hexano:acetona, utilizando un aumento gradual de la

polaridad.

3.6.3 Caracterizacion quimica del compuesto. La elucidacion estructural del
compuesto aislado se determind mediante las siguientes técnicas instrumentales,

a saber:
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v' Espectroscopia de infrarrojo (IR): el espectro infrarrojo se obtuvo en un
espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier Bruker Tensor 27, en

ventanas de KBr, para muestras liquidas.

v Resonancia magnética nuclear (RMN): la toma de los espectros de
resonancia magnética nuclear en los experimentos *H, **C, DEPT 135°, y los
espectros bidimensionales de correlacibon homonuclear (COSY) vy
heteronuclear (HSQC y HMBC), se realiz6 en un espectrémetro Bruker
Avance-400 con un campo magnético de 9,4 T. El solvente fue cloroformo
deuterado (CDCls, estandar interno TMS 0,03% v/v).

v' Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS): el
andlisis cualitativo de la hernandulcina se realizé con base en el procedimiento

descrito en la Seccién 3.5.1.

v' Cromatografia liguida de alta eficiencia (HPLC-UV-DAD): el andlisis se
realizd6 en un cromatégrafo liquido Agilent Technologies 1200 (Véase Figura
20) (Agilent Technologies, Palo Alto, California, EE.UU), equipado con una
bomba cuaternaria Agilent Tecnologies G1354A, un inyector manual Agilent
Tecnologies Series 1200 G1328B y un detector UV-Vis de arreglo de diodos
(DAD, Diode Array Detector, por sus siglas en inglés) G1315B. La separacion
se realizd en una columna apolar Agilent Tecnologies ZORBAX Eclipse XDB-
C18 (4,6 x 150 mm, 5 ym). Como fase mévil, se emple6é una mezcla metanol-
agua (80:20 v/v) en régimen isocratico (1 mL-min?). La temperatura de la
columna se mantuvo en 25 °C. Los datos obtenidos fueron procesados por
medio del software Agilent Chem Station LC versionB.04.03-SP1 (87).
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3.7 CUANTIFICACION DE LA HERNANDULCINA

Debido a su labilidad térmica, la cromatografia liquida de alta eficiencia fue la
técnica empleada para determinar la concentracién de este compuesto en el AE y
el extracto de la planta. El analisis cromatografico se realizé en un cromatografo
liquido de alta eficiencia con un detector UV-vis-DAD. Las condiciones del proceso
de separacion se reportan en la Seccién 3.6.3.

La cuantificacion se realizé empleando el método de estandar externo. La curva
de calibracién se realiz6 con concentraciones diferentes (0,5; 1; 2,5; 5, 10, 25, 50,
100, 250 y 500 ppm) del compuesto aislado y purificado, que se emple6 como

compuesto de referencia.

Figura 20. Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia Agilent 1200 Series. Fotografia tomada
por la autora. Lugar: Laboratorio de Instrumentacion Analitica, CENIVAM, UIS. Fecha:
junio de 2012.
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Los limites de deteccion, LOD (Limit of Detection, por sus siglas en inglés) y de
cuantificacion, LOQ (Limit of Quantification, por sus siglas en inglés) se
determinaron de acuerdo con la minima sefial analitica distinguible, y,, que pueda
ser medida y que no corresponda a una fluctuacion estadistica de la sefial del
blanco, segun la Ecuacién 5:

Ecuacién 5.
Donde:
ys= Promedio de las medidas del blanco;
Sg= Desviacion estandar calculada para la curva de calibracion;
K = Valor que se obtiene de acuerdo con el nivel de confianza que se escoja,

(generalmente 3).

De esta manera, el LOD se determiné segun la Ecuacién 6:

_ Ecuacion 6.

Donde m es la pendiente obtenida por regresion lineal de la curva de calibracion.
Sustituyendo la Ecuacién (5) en la (6), se obtiene que:

— Ecuacioén 7.
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El nivel minimo de cuantificacion, LOQ, se definié para un valor de k=6, segun la
Ecuacion 8.

— Ecuacion 8.

3.8 DERIVACION QUIMICA

Con el fin de realizar el ultimo paso confirmatorio de la estructura quimica de la
hernandulcina y, a su vez, verificar su presencia en el AE y extracto de L. dulcis,
se procedié a realizar la derivacion quimica del compuesto aislado, asi como del
AE y extracto, para obtener un producto con mayor estabilidad térmica y realizar

su analisis por GC-MS.

La técnica de derivacion empleada fue la sililacion. El desarrollo de este proceso
se realiz6 con base en una modificacién de la metodologia descrita por Celis [26],
en donde se empleaba BSTFA como agente sililante, en un medio de reaccién de
tolueno, a una temperatura de 50°C, por una hora. En este estudio, se utilizo la
piridina como solvente/catalizador de la reaccion, y la temperatura empleada fue
de 55°C, por dos horas.

3.8.1 Derivacion de la hernandulcina. La reaccion de sililacion se llevo a cabo
de la siguiente manera: en un vial de reaccién se colocé 1 mg (4,23 x 10 mmol)
de hernandulcina y se adicionaron (0,63 mmol) uL de BSTFA, respectivamente,
junto con 168 uL de piridina. El tubo de reaccion fue sometido a calentamiento a
una temperatura de 55°C y con agitacion constante. El tiempo de reaccion del
proceso fue monitoreado y determinado por TLC, sobre placas de gel de silice 60

F2ss.
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Finalmente, a la masa de reaccion se adicionaron 2 mL de agua. Posteriormente,
se realiz6 una extraccion por lotes, empleando diclorometano (3 x 1mL). La fase
organica se separo; la mezcla se llevé a sequedad bajo un flujo de nitrégeno. La
muestra se preparé para el andlisis cromatografico, aforando a 1 mL con

diclorometano.

Para corroborar la estructura quimica de los productos de la reaccién de sililacion
del analito objeto de estudio, se realizd6 la identificacion correspondiente, por
medio de distintas técnicas instrumentales, a saber: espectroscopia infrarrojo

(Seccidn 3.6.3.) y espectrometria de masas (Seccién 3.5.1.).

3.8.2 Derivacion del AE y el extracto. Una vez obtenido el derivado de la
hernandulcina aislada, se procedi6 a realizar la misma metodologia descrita en la
Seccién 3.8.1 para el AE y extracto. El andlisis de los derivados en el AE y en el

extracto, se llevd a cabo mediante la GC-MS (Seccidén3.6.3.).

3.9 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIRRADICALARIA

La determinacion de la capacidad antirradicalaria del extracto, el AE y la
hernandulcina, se midié en un equipo lector de microplacas Turner Biosystems
Inc., Modulus™ 1l Microplate Multimode Reader (Sunnyvale, CA, EE.UU.), con
placas de poli(estireno) de 96 pozos y equipado con moédulos de absorbancia (UV-

Vis) y fluorescencia (Véase Figura 21).
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Figura 21. Equipo lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ 1l Microplate

Multimode Reader. Fotografia tomada por la autora. Lugar: Laboratorio de Fichas
técnicas, CENIVAM, UIS. Fecha: junio de 2012.

Los resultados de los ensayos se compararon con los obtenidos de patrones
certificados de antioxidantes sintéticos: el BHT y el a-tocoferol, y con los de un

compuesto sesquiterpénico: el trans-f-cariofileno.

3.9.1 Capacidad de absorcion de radicales libre de oxigeno ORAC. Para el
desarrollo de este ensayo, se empled el equipo lector de microplacas en el modulo
de fluorescencia, con filtros que manejan longitudes de onda de A= 490 nm de
excitacion y A= 510-570 nm de emision. La capacidad antioxidante del AE,
extracto y la hernandulcina se midié por la inhibicion en la disminucion de la
fluorescencia segun la metodologia reportada por Ou y colaboradores [74]; para
este propdésito, se utilizé la fluoresceina como indicador molecular y el blanco de
ataque de los radicales peroxilo generados por el AAPH. La respuesta se da en

términos del area bajo la curva (ABC), la cual es directamente proporcional al valor
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ORAC expresado en mmol de Trolox® /peso de muestra. El célculo se realiz6 con
base en la Ecuacién 9.

Ecuacion 9.
En donde:
Fi= Fluorescencia en el tiempo i;

Fo= Fluorescencia en el tiempo inicial (0 min).

El valor neto de ABC se obtuvo restando el ABC blanco de la reaccion al ABC de
cada una de las mediciones, segun la Ecuacién 10.

Ecuacion 10.

Los ensayos se realizaron por triplicado (n=3).

3.9.2 Ensayo de decoloracion del catién radical ABTS™. El ensayo se realizo
empleando espectroscopia VIS a una longitud de onda de A= 750 mn; con base en
el procedimiento descrito por Re y colaboradores [75]. Se prepar6é una solucién
stock del catién-radical ABTS™, mezclando una solucion de ABTS (7mM) con
persulfato de potasio, PDS (2,45mM). La mezcla se dejo reaccionar por 24 h, a
4°C, en ausencia de luz. Para el ensayo, la absorbancia del equipo se ajusto a
0,700 +0,003.

La respuesta de las muestras se determiné como el porcentaje de absorbancia del

cation-radical ABTS™, segun la Ecuacion 11.
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— Ecuacion 11.

En donde:

Ao= Absorbancia del cation-radical ABTS™ sin inhibir;
Ar=Absorbancia del catién-radical ABTS™ determinada después de la adicion del

posible antioxidante.

Se prepararon soluciones del AE, extracto y hernandulcina, de tal manera, que la
inhibicién de la solucion del catién-radical ABTS resultara entre el 10-80% del
blanco de la absorbancia. Posteriormente, se determind la capacidad antioxidante
equivalente al Trolox® (TAC — pmol de Trolox® / g de sustancia) (n=3) del AE,

extracto y hernandulcina aislados de L. dulcis.
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4 ANALISIS DE RESULTADOS

El desarrollo experimental de este trabajo se dividio en 3 etapas: la primera,
consistio en el aislamiento y caracterizacion quimica del aceite esencial y extracto
de la planta; en la segunda, se realizo el aislamiento y elucidacion estructural de la
hernandulcina, seguido de su derivacion quimica; en la tercera etapa, se evalud la
actividad antirradicalaria del AE, extracto y la hernandulcina. A continuacion, se

presenta la discusion de los resultados obtenidos de esta investigacion.

4.1 IDENTIFICACION BOTANICA DE LA ESPECIE

Al realizar estudios sobre especies vegetales, es importante tener certeza de la
identidad botanica de la especie objeto de estudio. Para el presente trabajo de
investigacion, la especie L. dulcis Trevir., cultivada en parcelas experimentales en
el Complejo Agroindustrial Piloto de CENIVAM, previamente se identific6 en el
Herbario Nacional Colombiano, Instituto de Ciencias Naturales, Universidad de
Colombia, por el doctor José Luis Fernandez, en el afio 2007. Los resultados de la

caracterizacion botéanica de la planta se registran a continuacion, en la Tabla 3.

Tabla 3. Identificacién taxondmica de Lippia dulcis Trevir. Tomado de [26].

Especie Autor Familia No. COL

Phyla (Lippia) dulcis (Trevir.) Moldenke Verbenaceae 512079
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4.2 SECADO DEL MATERIAL VEGETAL

En la Figura 22, se presenta la curva de equilibrio, construida con los datos
experimentales durante el secado a temperatura ambiente, correspondiente a la

especie Lippia dulcis Trevir.

120 -

100 «

60 - -

40 - e

% Peso material vegetal

0 50 100 150 200
Tiempo, h

Figura 22.Curva de secado a temperatura ambiente para Lippia dulcis Trevir.

La grafica representa el cambio del peso durante el proceso de secado de la
planta, con respecto al tiempo. Como se puede observar, transcurridas
aproximadamente 160 horas (ca. 7 dias), se alcanz6 la humedad de equilibrio,
definida como la humedad mas baja que puede conservar un material, en funcién
de la humedad relativa del aire que lo envuelve. Se supone, entonces que el 78%
en peso que perdid la planta, correspondia exclusivamente al agua contenida en
esta. El 22% restante se compone de la masa del material vegetal y el agua
remanente en equilibrio con la humedad relativa. Es importante resaltar que, al
tratarse de un espacio abierto, el contenido de humedad final esta sujeto a las

variaciones en la humedad relativa del ambiente.
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4.3 ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DEL AE Y DEL EXTRACTO
DE Lippia dulcis TREVIR.

El aceite esencial de L. dulcis Trevir., obtenido por MWHD, presenta un olor y
sabor intensamente dulces y es de color amarillo. El rendimiento del proceso de la
MWHD (n= 3), fue de 0,18 + 0,01%. A pesar de ser un rendimiento bajo, este valor
es similar a otros reportados en la literatura [26-28]. El extracto de la planta
también presenta un olor y sabor intensamente dulce; es de consistencia viscosa y
de color anaranjado. El rendimiento del proceso SFE (n= 3), bajo las condiciones
operativas empleadas (30 MPa, 313 K), fue de 1,41 + 0,2%.

Segun Reverchon y De Marco [77], generalmente, en el proceso de extraccién con
fluido supercritico, el aumento de la presion de extraccion, a una temperatura
constante, conduce a un mayor rendimiento, debido al aumento de la densidad del
solvente. Sin embargo, las extracciones realizadas a 30 MPa y 313 K, presentaron
un rendimiento menor, en comparacion con los experimentos realizados por De
Oliveira y colaboradores (12 MPa, 308 K, 3,4%) [29]. Este fendbmeno se debe
principalmente al tamafio del equipo usado en esta investigacion, lo cual es
sustentado por Meireles y colaboradores [78], quienes en estudios sobre el
escalamiento del proceso SFE, determinaron que el principal inconveniente en los

equipos a escala piloto, es la pérdida de extracto en las paredes de las tuberias.

Los metabolitos presentes en ambas matrices (AE y extracto), se identificaron por
GC-MS. El analisis de los espectros de masas (El, 70 eV), se realiz6 empleando
los siguientes parametros de integracion de los picos cromatograficos: area de
rechazo del pico en la base igual a 0,1 y un umbral de integracion, thshd= 18. Con
base en estas condiciones, en el AE y extracto de la planta se detectaron 40 y 28
compuestos, respectivamente; con cantidades relativas mayores de 0,1%, de los
cuales se identificaron 30 compuestos (89,3%) en el AE, y 20 compuestos

(90,3%), en el extracto. En la Figura 23, se muestran los perfiles cromatograficos,

75



obtenidos por GC-MS, de los metabolitos secundarios presentes en el AE y en el

extracto SFE de la planta. La identificacion de los picos cromatograficos, se

reporta en la Tabla 4.
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Figura 23. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-MS de los metabolitos secundarios
aislados de: A. AE y B. Extracto de Lippia dulcis Trevir. Columna DB-5 (60 m), split 1:30,

MSD (El, 70 eV).
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Tabla 4. Identificacién, cantidad relativa (%) y algunas notas odoriferas de los

componentes principales del AE y del extracto de Lippia dulcis Treuvir.

N° IRL Cantidad relativa, % Nota

pico? Compuesto b
DB-5 DB-WAX AE Extracto  odorifera

1 6-Metil-5-hepten-2-ona 984 1326 4,9 10,6 Picante

2 Limoneno 1032 1189 0,3 - Limén

3 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona 1058 1610 3,0 8,2 Floral

4 Linalol 1100 1540 2,5 1,3 Floral

5 N.I. 1199 1539 0,3 - -

6 Citronelol 1225 1570 0,6 - Rosa

7 Neral 1240 1691 0,5 - Floral

8 Carvona 1249 1749 1,2 - A menta

9 Geranial 1268 1735 0,8 - A limén

10  d&-Elemeno 1340 1492 0,8 - A madera

11 a-Cubebeno 1354 1462 0,4 - Herbacea

12 a-Copaeno 1386 1500 8,3 11,7 A madera

13 B-Burbuneno 1395 1531 1,2 0,8 Herbacea

14  trans-B-Cariofileno 1434 1617 9,9 9,8 A madera

15 trans-a-Bergamoteno 1440 1592 0,9 0,9 A madera

16  cis-p-Farneseno 1447 1656 0,4 - Dulce

17  trans-B-Farneseno 1454 1670 2,9 2,8 Dulce

18  Sesquisabineno 1459 1647 2,7 25 -

19  a-Humuleno 1469 1683 0,7 - A madera

20  allo-Aromadrendeno 1475 1700 2,1 0,7 A madera

21  y-Muroleno 1484 1491 1,2 1,1 Herbacea

22  trans-Murola-4(15), 5-dieno 1493 1609 4,3 50 -

23  Biciclogermacreno 1508 1752 8,0 9,1 A madera

24 B-Bisaboleno 1513 1734 3,0 2,8 Dulce

25  &-Cadineno 1528 1773 8,9 11,4 A tomillo

26  a-Bisaboleno 1544 1785 0,7 0,8 Balsamica

27  a-Calacoreno 1553 1931 0,3 - A madera

28  trans-Nerolidol 1563 2037 2,1 0,7 Dulce

29 N.L 1569 2019 0,4 - -

30  Espatulenol 1591 2133 4,5 1,8 Herbacea
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Continuacion Tabla 4.

31  Oxido de cariofileno 1598 2015 3,4 1,0 Herbacea
32 N.L 1617 2032 3,0 - -

33  CisHxO 1645 2021 0,7 - -

34 C15H260: 1670 2007 0,4 - -

35 N.L 1674 2096 1,7 - -

36  a-Bisabolol 1695 2229 91 7,2 Floral

37 N.L 1724 2271 0,2 - -

38 N.I. 1757 2342 0,7 - -

39 N.I. 1658 2151 1,8 - -

40  N.L 1667 2468 1,0 - -

a Numero de pico en la Figura 23; b Tomado de [79]; N.I. No identificado.

La composicion del AE y el extracto de L. dulcis se caracteriza principalmente por
la presencia de sesquiterpenos y sesquiterpenos oxigenados. Las distintas

familias de compuestos quimicos se representan en la Figura 24.

53.3
48.4

N

©

o
1

26.5  mExtracto

18.9 OAE

20.0 - 16.8

Cantidad, %
w
o
o

10.0 - 74 5.9

03 13
00 - J—‘

HC MT MO HS SO
Familia de compuestos quimicos

Figura 24.Clasificacion por familias de compuestos quimicos presentes en el AE y en el
extracto de L. dulcis. HC: Hidrocarburos producto de descomposicion de la hernandulcina.
MT: Monoterpenos. MO: Monoterpenos oxigenados. HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos.

SO: Sesquiterpenos oxigenados.
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Del total de las muestras del AE y extracto, el 48,4 y 53,3% respectivamente,
corresponden a hidrocarburos sesquiterpénicos, representados por el a-copaeno
(8,3 y 11,7%), trans-B-cariofileno (9,9 y 9,8%), d&-cadineno (8,9 y 11,4%),
biciclogermacreno (8,0 y 9,1%) y B-bisaboleno (3,0 y 2,8%). En menor proporcién
se encuentran algunos sesquiterpenos oxigenados (26,5 y 16,8%,
respectivamente), representados por el a-bisabolol (9,1 y 7,2%) (Véase Figura
25).

NN
H
a-Copaeno trans-B-Cariofileno 8-Cadineno
H
Biciclogermacreno a-Bisabolol B-Bisaboleno

Figura 25. Estructuras quimicas de los componentes mayoritarios del AE y extracto de

L. dulcis Trevir.

En el AE se encuentra en baja proporcion el monoterpeno limoneno (0,3%) vy
algunos monoterpenoides (5,3% del total de la muestra), dentro de los cuales se
encuentran el linalol, (2,5%), citronelol (0,6%), neral (0,5%), carvona (1,2%) y

geranial (0,8%). Cabe destacar, que aplicando al perfil cromatografico los
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parametros de integracién especificados, en el extracto SFE solo se detectd un
monoterpeno oxigenado, correspondiente al linalol (1,3%). La razon por la cual
ocurre esto, se debe a la técnica de extraccion, puesto que MWHD, es una técnica
para el aislamiento de sustancias de bajo peso molecular y alta volatilidad;
contrario de la SFE, que se encarga principalmente de extraer compuestos de
peso molecular mayor y volatilidad menor que la de los constituyentes de los AE.

La hernandulcina y su analogo, la epi-hernandulcina, no se registraron en el
cromatograma del AE y del extracto, debido a su conocida termolabilidad. En vez
de ello, se detectaron los productos de su degradacion térmica, correspondientes
a la 6-metil-5-hepten-2-ona (4,9 y 10,6%) y 3-metil-2-ciclohexen-1-ona (3,0 y
8,2%), respectivamente. El alcanfor, reportado como componente mayoritario en el
AE de la planta, cultivada en México [4], tampoco fue detectado en las matrices
estudiadas, lo cual indica que la planta cultivada en el Complejo Agroindustrial

Piloto de CENIVAM, corresponde al quimiotipo hernandulcina

De acuerdo con la composicion quimica del AE y del extracto, dentro de los
componentes mayoritarios, incluida la hernandulcina, se encuentran compuestos
tipo bisaboleno (a-bisabolol, B-bisaboleno, a-bisaboleno). Por lo tanto, se puede
deducir, que las rutas metabdlicas principales de la planta corresponden a las del

acido mevaloénico y MEP (Véase Figura 26).
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A. Ruta del acido mevalénico B. Ruta del metileritritol fosfato (MEP)

(Citoplasma) (Cloropastos)
O OH HO
HO : OH opP
: OH OH
Acido mevaldnico Metileritritol fosfato
(MEP)

| |
Y\/OPP ﬁ/\/opp

Isopentenil difosfato Dimetilalil difosfato

(IPP) (DMAPP)

X X N-NoPP

Farnesil difosfato (FPP) C15

Estructura base de los compuestos tipo bisaboleno

Figura 26. Principales rutas metabdlicas de L. dulcis. Generacion de estructuras quimicas

tipo bisaboleno.

4.4  AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LA
HERNANDULCINA

Con base en los resultados de rendimiento obtenidos de los procesos de MWHD y
SFE (Seccidn 4.3), se opto por aislar la hernandulcina del extracto de la planta. El
primer paso para este procedimiento consistio en la escogencia de las condiciones
operativas en CC y TLC. Para esto, se probaron, como fase mévil mezclas de n-
hexano:acetona, en distintas proporciones v/v (Véase Figura 27). El resultado de
dichos experimentos condujo a la seleccion de un sistema de elucion con n-
hexano:acetona 85:15% v/v, que permitio la mayor separacion de los compuestos

del extracto SFE en la placa cromatogréfica.
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Hernandulcina

Extracto SFE de
L. dulcis

n-hexano-acetona Nn-hexano-acetona n—hexa.no'—a-cetona
(95:5 v/v) (90:10v/v) (85:15v/v)

Figura 27. Sistemas de disolventes de elucién evaluados en el extracto SFE de L. dulcis,
para el aislamiento de la hernandulcina por CC y TLC. Revelado: Solucién de H,SO, al
5%.

La fraccién obtenida por CC correspondié a un aceite de coloracion ligeramente
amarilla y con un marcado sabor dulce. El monitoreo de dicha fraccion, por TLC,

dio como resultado una mancha con un valor Rsde 0,51 (Véase Figura 28).

E: Extracto

C: Hernandulcina

2
B
B

Figura 28. Placa cromatografica del extracto y de la hernandulcina aislada, bajo tres

C

sistemas de revelado: A. Solucion de H,SO, al 5%; B. Vapor de yodo, |,y C. Luz

ultravioleta, A = 366 nm.
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4.4.1 Analisis por GC-MS. En la Figura 29, se muestra el perfil cromatogréafico,
correspondiente al analisis por GC-MS del compuesto aislado. De acuerdo con lo
anteriormente descrito, para la hernandulcina se observan los productos de su
degradacion térmica, correspondientes a 1. 6-Metil-5-hepten-2-ona y 2. 3-Metil-2-

ciclohexen-1-ona.

O
O N 2
= <

6-Metil-5-hepten-2-ona 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona

N S

A L L B A A R A B A B RN AL AL AL AR
16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00

Figura 29. Perfil cromatografico por GC-MS de la hernandulcina. Columna DB-5 (60 m),
split 1:30, MSD (El, 70 eV).

El espectro de masas de la 6-metil-5-hepten-2-ona (Véase Figura 30), presenta su
ion molecular (M™) en m/z 126 (8%). El patron de fragmentacioén propuesto para

esta estructura quimica se ilustra en la Figura 31.
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Figura 30. Espectro de masas (El, 70 eV) de la 6-metil-5-hepten-2-ona.
0.
s, \\\/\)\
a) -
[C7H1107]
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. +—
-CeH14 =—CH;,
‘ b) [C2H307]
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. . m/z 41 (53 %
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m/z 126 (8 %) H ,
-H0 [CgH12"]
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+]
-C4H70. =
d) [C4H7+-]
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Figura 31. Principales rutas de fragmentacion de la 6-metil-5-hepten-2-ona.
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En la ruta de fragmentacion propuesta, ocurre inicialmente la pérdida de 15 u,
tipica de la ruptura a en metilcetonas, y seda el fragmento en m/z 111 (25%). La
formacion del ion pico de base, surge a través de la ruptura a, fragmentacion tipica
de la metilcetona; se genera el cation CH3CO® en m/z 43 (100%). Dada la
insaturacion en la cadena alquilica, es posible que ocurra una ruptura alilica, a
partir de la escision del enlace B con respecto al doble enlace, generando el
fragmento en m/z 69 (51%); este a su vez, decae por pérdida de un fragmento
C,H4 y provee el cation alilico en m/z 41 (53%). Es caracteristico de los iones
moleculares, provenientes de cetonas con largas cadenas alifaticas, la presencia
del fragmento [M-H,O]", formado a partir de un reordenamiento que involucra
intermedios ciclicos. Este hecho se evidencia en la aparicién del fragmento en m/z
108 (60%), que corresponde la pérdida de 18 u del M™". Se observa también la
ruptura o con respecto al doble enlace en el ion M*" y se genera el cation alquilico
en m/z 55 (47%).

Se presenta el espectro de masas de la 3-metil-2-ciclohexen-1-ona en la

Figura 32; el ion molecular se observa en m/z 110 (45%).
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Figura 32.Espectro de masas (El, 70 eV) de la 3-metil-2-ciclohexen-1-ona.
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La ruta de fragmentacion propuesta para este compuesto se detalla en la Figura
33.

+eo

+e .
o | ] CHs _ [C4H307]
e

c m/z 67 (8 %)
-C,H,
Al ]
RDA A

M* [C7H1OO+-] [C5H60.+] L L
HsC

m/z 110 m/z 82
(45 %) (100 %) [C4He™1 [C3H3"]
m/z 54 (24 %) m/z 39 (22 %)

Figura 33. Principales rutas de fragmentacion de la 3-metil-2-ciclohexen-1-ona.

La fragmentacion propuesta para la 3-metil-2-ciclohexen-1-ona ocurre inicialmente
con una ruptura retro-Diels-Alder, RDA, del sistema a,B3-insaturado de la
ciclohexenona, que consta de la escision simple de dos enlaces alilicos en el ciclo
de seis miembros con un enlace doble. Como resultado de la ruptura RDA, se
produce el fragmento en m/z 82 (100%), el ion pico de base. Este, a su vez,
genera los fragmentos en m/z67 (8%) y 54 (24%), por la pérdida del radical metilo

y una molécula de CO, respectivamente.

4.4.2 Anédlisis por HPLC-DAD. En la Figura 34 se presenta el perfil
cromatografico obtenido por HPLC-DAD de la hernandulcina, aislada del extracto
SFE de L. dulcis. Se observa un pico cromatografico, intenso (98% de pureza),
junto con una pequefia impureza correspondiente a la epi-hernandulcina [29], pero
gque no representa un inconveniente para continuar con la caracterizacion
espectroscopica, ni para la cuantificacion del analito de interés, al tratarse de su

epimero estructural.
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Figura 34. Perfil cromatogréafico por HPLC-DAD y espectro UV-Vis de la hernandulcina
aislada.

En la Tabla 5 se reportan los tiempos de retencion, la cantidad relativa y la
longitud de onda méaxima determinada por HPLC-DAD, para el analisis de la

hernandulcina aislada.

Tabla 5.Andlisis por HPLC-DAD de la hernandulcina aislada.

] tg, Min Cantidad Amaxs
N° pico Compuesto CV, % )
(n=3) relativa, % nm
1 epi-Hernandulcina 3,78+0,01 0,18 1,9
236
2 Hernandulcina 4,27 +£0,03 0,67 98,1

4.4.3 Andlisis por espectroscopia UV-Vis. Con base en el espectro UV-Vis

(Véase Figura 34), es posible dar una estimacién de los grupos cromoforos de
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mayor contribucién presentes en la molécula. La méxima banda de absorcidn,
observada en 236 nm (Amax, l0g € = 3), corresponde principalmente a la sefial

generada por las transiciones 1T-11*, propias del sistema carbonilico a,B-insaturado.

En la Tabla6, se muestra la relacion del valor experimental de Amax, Observado
para la hernandulcina, con una aproximaciéon calculada a partir de la regla de
Woodward [80, 81]; sumatoria que permite estimar, de modo tedrico, la absorcion
de la transicion 1-1*, de acuerdo con los grupos funcionales presentes en una

molécula organica (Amax €n nm).

Tabla 6. Grupos funcionales croméforos presentes en la hernandulcina y su valor de

absorbancia tedrico, segun Woodward [80].

(0] .
Ly’
( 7 ‘:) /B[l . /k Total estimado,
NS I nm
Valor Sustituyente Doble enlace !
base en C-B exociclico
215 +12 +5 231

Valor experimental236 nm

De esta manera, se puede concluir que, con base en las transiciones electrénicas,
reportadas en la literatura para distintos grupos cromoéforos y el calculo estimado,
segun la regla de Woodward para la Amax, la cetona ciclica, el metilo sustituyente
en C3 (posicion B) y el doble enlace exociclico entre C4’ y C5’ son los principales
grupos funcionales, responsables de la maxima absorcion (Ansx=236 nm) de la

hernandulcina en el espectro UV-Vis.
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4.4.4 Analisis por espectroscopia de infrarrojo. El andlisis IR, permitio de
manera preliminar, corroborar los principales rasgos estructurales de los grupos

funcionales de la molécula (Véase Figura 35).

La inspeccion del espectro permite observar la banda de absorcién propia del
grupo hidroxilo (-OH) en 3475 cm™, que corresponde a la vibracién de tensién
(Vib. T.) del enlace O-H en C1. En la regién de 2971 a 2859 cm™, aparece una
serie de bandas intensas correspondientes a los enlaces C-H y C=C (Vib. T.),
caracteristicos de los alquenos ciclicos. La aparicion de la banda intensa y
definida del grupo carbonilo a,B-insaturado en 1648 cm™, sumada a las bandas de
los diferentes grupos -CH3; y —CH,- presentes en la region de 1453 a 1125
cm™constituyen una evidencia de la presencia del fragmento ciclohexanoico

a,B-insaturado y de la cadena alifatica exociclica, enlazada al carbono C-6.
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Figura 35.Espectro infrarrojo experimental de la hernandulcina.
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4.4.5 Analisis por resonancia magnética nuclear. Finalmente, la estructura de
la (6S, 1°S)-hernandulcina fue confirmada mediante el uso de RMN
monodimensional (*H, '3C, DEPT-135°) y experimentos bidimensionales de
correlaciéon homonuclear (COSY'H-'H) y heteronuclear (HSQC'H-*C vy
HMBCH-'3C). El anélisis permitié adjudicar de forma acertada la totalidad de las

sefales en los espectros, acorde con la estructura molecular propuesta.

En el espectro de RMN-'H (Véase Figura 36), es posible apreciar las sefiales
correspondientes a los diversos grupos de protones presentes en la molécula.
Iniciando desde campos bajos hasta campos altos, se ubican las sefales a 5.85,
529 y 5.09 ppm correspondientes a los protones 2-H, -OH y 4-H,
respectivamente. Esta ultima sefial corresponde al protén vinilico enlazado a C-4",
gue aparece como un triplete (t, J = 7.1 Hz) dada la presencia de los protones
metilénicos enlazados a C-3’, que aparecen como multipletes (m) en 2.00-1.96 Hz
para 3"-H, y 2.08-2.18 para 3"-Hy,.

90



1H LDHA - )
4-H (m) 5-Ha (m)
2.30 | _1.66
-OH (br. 5 6-H (dd) | 7-H (5)] | 2H (t)
5.29 | 239 || 194 Lad |

5-Hb (m} 7-H (s)| | 8-H ()
2.02 1.59 1.15
[ 3+ ()| &-H (s)
2.12 1.65

3-Ha (m)
198 |

HaC ¥ CHa
(65,1'S)-Hernandulcina

= 726 Chiomfiarm-d

7.0

#H (5}
1.54

T T T T T T T

Figura 36. Espectro de RMN-'H de la hernandulcina.

Dada la configuracion espacial que adquiere el nucleo ciclico de la hernandulcina,
es factible el estudio de la estereoquimica de misma. La Figura 37a muestra la
disposicion de los protones enlazados a los carbonos C-5y C-6. Si la disposicién
del protdbn metinico 6-H es axial, tal como lo establece su configuracion absoluta
(6S), este deberia aparecer como un doblete de dobletes (dd), dado que tiene dos

protones vecinales (5-Hax Y SHeq), con constantes de acoplamiento en un rango de
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11-13 Hz y de 2-5 Hz; caracteristicas de las interacciones axial-axial (ax/ax) y

axial/ecuatorial (ax/eq), respectivamente.

Este hecho es observado, dado que la sefial correspondiente al protdn metinico
6-H, aparece en la region de campos altos en 2.39 ppm como un dd con
constantes de acoplamiento de 14.1 y 4.6 Hz, valores que confirman la orientacién
espacial del protdbn en mencion, como axial, asignandole asi la configuracién
absoluta 6S (Véase Figura 37b).

(b)

Figura 37. Configuracion estereoquimica de la hernandulcina en C-6.

No es posible asignar la orientacion espacial del estéreocentro en C-1" a partir de
las constantes de acoplamiento observadas, dado que este es un carbono
cuaternario. Compadre y colaboradores [3], realizaron el andlisis de la
estereoquimica de C-1" a traveés del experimento NOE (Nuclear Overhauser Effect,
por sus siglas en inglés). En nuestro caso, dado que corresponde a un compuesto
de origen natural, es posible afirmar que la estereoquimica de este carbono tiene
la configuracion absoluta 1'S. Este hecho es validado por Mori y Kato [19],
quienes determinaron que de los cuatro posibles isdmeros, la (6S, 1°S)-
hernandulcina es la Unica responsable del marcado sabor dulce, caracteristica que

fue evidenciada en el proceso de aislamiento. Los protones metilénicos en C-5
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aparecen como multipletes en 1.63-1.71 y 2.05-2.01 para 5-H; y 5-Hp,

respectivamente.

Del mismo modo aparecen como un multiplete los protones metilénicos enlazados
en C-4 en 2.24-2.36 ppm, y como un triplete (t) en 1.44 ppm (J = 8.4 Hz) los
protones metilénicos enlazados a C-2". En la region de campos altos aparecen las
cuatro sefiales que corresponden a los grupos metilo presentes en la molécula
como singuletes (s) en 1.94, 1.65, 1.59 y 1.15 ppm para los protones 7-H, 6’-H, 7’-

Hy 8'-H, respectivamente.

Los experimentos de acoplamiento homonuclear 'H-'H-COSY (Correlaction
Spectroscopy, por sus siglas en inglés) y heteronuclear 'H-*C HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation, por sus siglas en inglés) permitieron
confirmar la asignacion realizada. El primero de ellos ratificé los acoplamientos
entre protones geminales (J%) y vecinos (J° a través de la inspeccion del

respectivo pico entre las sefiales que interactian (Véase Figura 38).

El segundo experimento determina la conectividad entre los protones presentes en
la molécula y el carbono al cual esta enlazado. Debido a la naturaleza del protén
del grupo—OH en el carbono C-1", no se registrd interacciéon alguna con ninguno
de los carbonos. Igualmente, se realizé la asignacion del respectivo carbono a la
sefial de *H de acuerdo con el acoplamiento observado, sefialando el corrimiento
quimico de los cuatro carbonos cuaternarios ya que no exhiben interaccion alguna

(Véase Figura 39).
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Figura 38. Experimento de RMN de acoplamiento homonuclear *H-'H-COSY.
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Figura 39. Experimento de RMN de acoplamiento heteronuclear *H-*C HSQC.
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El andlisis del espectro de RMN-*C de la (6S, 1°S)-hernandulcina indic6 el
numero de carbonos presentes en la molécula. La naturaleza de cada carbono es
revelada por su ubicacion en las distintas regiones del espectro, demostrando
coherencia con la estructura de la molécula en estudio. Se resalta la presencia del
carbono carbonilico C-1 en 204.25 ppm, los carbonos pertenecientes a los enlaces
dobles en la regién de 163 a 124 ppm y los carbonos metilénicos y metilicos en la
regién de 75 a 16 ppm. La superposicién del espectro DEPT-135° sobre el de *C
permitié distinguir las sefiales que pertenecen a los cuatro carbonos metilénicos,
ya que aparece la sefal de estos con fase negativa; del mismo modo, se
distinguieron los cuatro carbonos cuaternarios, al no registrar sefial alguna en

DEPT-135° (Véase Figura 40).
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Figura 40. Superposicion de los experimentos de RMN C* y DEPT-135°.
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En dltimo lugar, la elucidacién estructural culminé con el analisis del espectro®H-
13C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation, por sus siglas en inglés).
Dada la capacidad del experimento de revelar las interacciones entre los nucleos
'H-13C a través de dos o mas enlaces, fue posible ratificar la coherencia en la
asignacion realizada, observando en el espectro los principales acoplamientos a

largo alcance (Véase Figura 41).
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Figura 41. Experimento de RMN de acoplamiento heteronuclear HMBC'H-C.
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4.5 CUANTIFICACION DE LA HERNANDULCINA

Una vez realizada la elucidacién estructural de la Hernandulcina (Véase Seccidn
4.4), se procedioé a determinar por HPLC-DAD su concentracion en el AE y en el
extracto SFE de la planta. Como patron de referencia se empleé la hernandulcina

aislada y purificada previamente (Véase Figura 42).

1. epi-Hernandulcina 2

1500] 2. Hernandulcina

Figura 42. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD (Anax= 236 nm) de:

A. Hernandulcina aislada (patron de referencia); B. AE y C. Extracto SFE de L. dulcis.
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Usando diferentes concentraciones del compuesto aislado, se construyé la curva
de calibracion del método de cuantificacidon y se realizo la validacion de la misma

(Véase Figura 43).
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Figura 43. Curva de calibracion de la hernandulcina.

Evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método. Por medio de la
curva de calibracién, se evaluaron la linealidad y la sensibilidad del método de
cuantificacion. En el rango de concentraciones evaluadas, 0,5-500 ppm, se
confirmo la linealidad del método, establecida por el coeficiente de determinacion,
R?, con un valor de 0,998. La sensibilidad se determiné con base en la pendiente

de la curva de calibracién, b, la con un valor de 40,9.

Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion. Los limites de
deteccion (LOD) y -cuantificacion (LOQ), se determinaron con base en la
metodologia descrita en la Seccion 3.7. En la Tabla 7 se observan los valores de
A, LOD y LOQ del método de cuantificaciéon de la hernandulcina.
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Tabla 7. Valores de A, LOD y LOQ, obtenidos por HPLC-DAD de la hernandulcina.

Parametro Valor
A, nm 236
LOD, ppm 0,2
LOQ, ppm 0,4

Cuantificacién. A continuacion, en la Tabla 8 se reporta la concentracion, en %

p/p de la hernandulcina, en el AE y en el extracto de la planta.

Tabla 8. Concentracion de la hernandulcina en el AE y en el extracto de L. dulcis.

Determinacion AE Extracto

Concentracion, ppm 366 + 4 256 +5
Concentracion % p/p* 36,6 +0,4 25,6 +0,5
CV, % 1,1 2,0

* Masa (mg) de hernandulcina / masa (mg) de aceite o extracto

La concentracion de la hernandulcina en el aceite esencial fue de 36,6%
(0,66 mg de hernandulcina / g de planta seca); estos resultados concuerdan con
los encontrados por Souto y colaboradores [11] en el aceite esencial de la planta
cultivada en Puerto Rico (36%); por lo cual se puede inferir que, a pesar de estar
sometida a diferentes condiciones geograficas, la planta conserva una alta
proporcion de este compuesto en su fraccion volatil. Sin embargo, a causa del
bajo rendimiento del AE en la planta (0,18%), resulta poco viable emplear esta

matriz como fuente industrial de la hernandulcina.
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Por otra parte, el extracto SFE (40 MPa, 313 K), contiene un 25,6% de
hernandulcina (3,6 mg de hernandulcina / g de planta seca). Este resultado difiere
del estudio realizado por De Oliveira y colaboradores [29], quienes encontraron el
compuesto en un 41,9% del extracto SFE (12 MPa, 308 K) obtenido de plantas
cultivadas en Brasil. Pereira y colaboradores [49] argumentan que empero un
aumento en la presion (>250 MPa) incrementa el rendimiento, también conduce a
la extraccion de compuestos de mayor masa molecular, e.g, ceras cuticulares. Por
esta razon, probablemente que en este trabajo la hernandulcina se encontré en

menor concentracion en comparacion con la del estudio previo [29].

4.6 DERIVACION QUIMICA

Como ultimo paso confirmatorio de la estructura quimica de la hernandulcina, y
para poder realizar su analisis por GC-MS, se realiz6 la derivacién quimica,
utilizando BSTFA (Véase Figura 44), de la molécula aislada, asi como del AE y
del extracto de la planta. Las condiciones empleadas para llevar a cabo dicho

proceso, se reportan en la Seccién 3.8.

@] H OTI\\/IS
BSTFA =
—_—
Py / 55°C
Hernandulcina Hernandulcina sililada

Figura 44. Reaccion de sililacién de la hernandulcina.

La reaccion del compuesto aislado, AE y extracto SFE fue monitoreada por TLC;
las placas se revelaron con una solucion de H,SO,4 al 5%, cada 30 min durante

dos horas, tiempo en el cual se observé la maxima disminucién de la sefal
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correspondiente a la hernandulcina en las placas cromatograficas. Por esta razén,
se tomaron 2 horas como el tiempo global de la reaccion.

Derivacion de la Hernandulcina. La Figura 45 muestra el espectro IR de la
masa de reaccion, al finalizar la reaccion de sililacion de la hernandulcina, en el
cual es posible verificar las bandas caracteristicas de la molécula (sustrato de
partida) y también aquellas adicionales, por la sustitucion del atomo de hidrogeno

del grupo OH, enlazado a C-1’,por el grupo trimetilsililo (TMS).

L2oL—

9zl
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6.V —
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gevl—
/QLZL—
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(Vib. T.)

=N
(o))
A
o
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Numero de Onda (cm™)

T
4000

Figura 45. Espectro IR de la masa de reaccioén de sililacion de la hernandulcina.
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Como prueba material de la ocurrencia de la reaccion de sililacion, se observo la
disminucién parcial de la banda caracteristica del grupo —OH (alcoholes terciarios
3500-3430 cm™), sumada a la superposicién de las bandas propias de la
hernandulcina y las del grupo —Si(CHs)s en la regién de 1275 a 1260 cm™.
Asimismo, se observo la banda propia de la vibracion de tension del sistema C-O-
Si en 862 cm™. De este modo, se confirman los rasgos estructurales preliminares

de la hernandulcina O-trimetilsililada o TMS-hernandulcina.

El andlisis por GC-MS permitio identificar de manera mas detallada, el producto de
la reaccién de derivacion. La corriente idnica total, TIC, de la masa de reaccion

resultante de la reaccidn de derivacion se ilustra en la Figura 46.

1- 6-Metil-5-hepten-2-ona
2- 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona
3- TMS-hernandulcina

<€—— txg=50,1 min

4

20.00 2500  30.00 3500  40.00 4500  50.00

Figura 46. Cromatograma de la masa de reaccioén de sililacion de la hernandulcina.

En el cromatograma, se observan los productos de degradacion térmica de la
Hernandulcina (picos cromatograficos 1 y 2) y un pico cromatografico,

correspondiente al producto de la reaccién de derivacion, TMS-hernandulcina, con
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un tiempo de retencion tg = 50,1 min. El espectro de masas de dicho compuesto,
se ilustra en la Figura 47.
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Figura 47.Espectro de masas de la TMS-hernandulcina, tg =50,1 min.

En el espectro de masas del compuesto derivado, se identifica el ion molecular en
m/z 308 (M, 1%), valor que corresponde a la masa nominal de su férmula

molecular condensada.

La Figura 48 describe la ruta de fragmentacion propuesta para el derivado y se

plantea el posible origen de las sefiales mas representativas.
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Figura 48. Posibles rutas de fragmentacién y formacién de iones caracteristicos en el

espectro de masas de la TMS-hernandulcina.

A partir del M™ se genera el fragmento en m/z 82 (38%) a través de una reaccion
RDA (A), hecho que soporta la presencia del ciclo insaturado de seis miembros
(ciclohexen-2-ona). Cabe mencionar que potencialmente las especies que
conserven el ciclo de seis miembros y la respectiva insaturacion, pueden llevar a
cabo una reaccion RDA y formar el ion fragmento en m/z 82, antes mencionado. El
fragmento en m/z 218 (57%), se formaria por la eliminacion de HOSIi(CH3)3 a partir
del ion molecular, y es desde este fragmento que se generan la mayoria de las
sefiales observadas en el espectro. La escision del enlace B con respecto al
carbono carbonilico en C-1 genera el ion pico de base en m/z 109 (100%) (B), y se
observa también el ion complementario en m/z 199 (25%). Ocurre también un
rearreglo a partir de la especie en m/z 218 seguido de la eliminacion del radical

isopropilo (C), generando asi el fragmento en m/z 175 (27%), un cation ciclico
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estable. La ruptura B con respecto al enlace doble del sustituyente prenilo en el
M*genera el fragmento en m/z 69 (82%), el cual sufre la pérdida de una molécula
de C,H; generando el respectivo cation isopropilo en m/z 41 (10%) (D). El
fragmento en m/z 73 (75%) corresponde al cation [Si(CH3)3'], especie
caracteristica generada en las reacciones de sililacion que sirve que como sefial
diagnostica en las reacciones de O-sililacion; del mismo modo aparece su ion
complementario en m/z 235 (1%) correspondiente a la pérdida del radical
trimetilsililo (-Si(CHs)3") a partir del M*". Finalmente, aparece el ion fragmento en
m/z 293 (12%) que se genera por la pérdida de 15 u del radical metilo desde el
M™

Derivacion del AE y el extracto de L. dulcis. Una vez caracterizado el producto
de la sililacion de la hernandulcina, la TMS-hernandulcina, se realiz6 la derivacion
del AE y del extracto SFE.

En la Figura 49 se presentan los perfiles cromatograficos obtenidos de las

reacciones de sililacion.
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TMS-hernandulcina tg=

15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 56’.00 55.00
Tiempo, min

TMS-hernandulcina tg= B

50,1
v
! . A, .L.l l.nn.llll. nMW
15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Tiempo, min

Figura 49. Perfiles cromatograficos de la reaccién de sililacion de A. AE y B. Extracto
SFE de Lippia dulcis.

Adicionalmente, en los cromatogramas del AE y del extracto derivado, se observo
un pico cromatogréfico en tg= 50,2 min (Véase Figura 50), con el mismo patrén de
fragmentacion de TMS-hernandulcina. Debido a esto ya las caracteristicas
cromatograficas de la sefial, podemos concluir que se trata de la TMS-epi-

hernandulcina.
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TMS-hernandulcina

tr= 50,1 min
\ % TMS-epi-hernandulcina
) / tr= 50,2 min

' i, ~L .AMAJ\AIM\V‘/\W

47.00 47.50 48.00 48.50 49.00 49.50 50.00 50.50 51.00 51.50

Tiempo, min

Figura 50. Ampliacién de la Figura 50 (B), en tg = 50,01 min, correspondiente al producto

de sililacion del extracto de la planta.

4.7 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante, expresada en equivalentes de pTrolox®/g de sustancia,
por los métodos ORAC y ABTS™ se determind para la hernandulcina, AE y
extracto de L. dulcis, caracterizados previamente. Ademas, se emplearon como
compuestos antioxidantes de referencia el BHT y a-tocoferol, y como patron de
sesquiterpeno uno de los compuestos mayoritarios del AE y extracto de la planta,

el trans-p-cariofileno.

En las Figuras 51 y 52, se muestran las curvas de calibracién del Trolox®, con

base en las cuales se realiz6 la cuantificacion.
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Figura 51. Curva de calibracion del Trolox® para el ensayo ORAC.
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Figura 52. Curva de calibracion del Trolox® para el ensayo ORAC.

En la Tabla 9 se presentan los resultados de la actividad antioxidante, medida por
los ensayos ORAC y ABTS™, de la hernandulcina, AE y extracto de la planta, junto

con los antioxidantes de referencia.
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Tabla 9.Valores de TAC (umol Trolox® / g sustancia), para la hernandulcina, AE y extracto
de L. dulcis, obtenidos por los métodos ORAC, ABTS™.

Método de medicién(x s, n=3)

Sustancia evaluada ORAC ABTS™

(UTrolox®g de sustancia)  (uTrolox®/g de sustancia)

BHT 3100 + 36 4760 + 22
a-Tocoferol 1450 £17 2429 +7
trans-B-Cariofileno - N.D.
Hernandulcina 4500 + 141 N.D.
Aceite esencial 5650+ 49 260 +10
Extracto 2230+ 60 16,0+ 0,5

N.D. No se observé disminucién en la coloracion (Véase Seccién 3.9.2))

Los valores obtenidos por el ensayo ABTS™, para el AE y el extracto de L. dulcis,
fueron mas bajos, en comparacion con las sustancias de referencia BHT y a-
tocoferol. Esto se evidencia en los resultados obtenidos para el trans-p-cariofileno
y la hernandulcina, componentes mayoritarios en el AE y extracto, en los cuales
no se observé disminucion en la coloracion al realizar este ensayo. Por lo tanto,
podemos establecer que el mecanismo de transferencia de electron, SET, no es el
mecanismo de accion apropiado para explicar la actividad antirradicalaria de las

matrices estudiadas.

Complemento a estos resultados, se observdé que la hernandulcina, el AE y el
extracto de la planta, presentaron mayor capacidad antirradicalaria, medida por el
ensayo ORAC (mecanismo de transferencia de atomo de hidrogeno, HAT), incluso
superior en comparacion con las sustancias sintéticas de referencia evaluadas,

BHT y a-Tocoferol.
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Es importante destacar que la actividad antioxidante de algunas moléculas que no
poseen enlaces X-H lo suficientemente débiles, no puede ser descrita a través de
la donacion de dicho atomo de H. Algunos compuestos antioxidantes (no
fendlicos), tienen la capacidad de formar radicales centrados en atomos de
carbono (preferiblemente terciarios), que pueden ser estabilizados por resonancia,
hecho que aumenta de manera considerable su tiempo de vida media. Un ejemplo

de ello, descrito por Foti e Ingold [82], es la actividad antioxidante del y-terpineno

H + ROO* ROOH O
H H

y-Terpineno

(Véase Figura 53).

Lp
O
O (T
\\
T l'I
(@)

Q

p-Cimeno
. . K>>> Producto de naturaleza
HOO* + ROO muy rapida no radical

Figura 53. Modelo de Foti e Ingold [82] para la actividad antioxidante de y-terpineno.

Segun el modelo, el y-terpineno se oxida a p-cimeno, a través de una reaccion en
cadena en donde el HOO' actlia como propagador. Cabe destacar la favorabilidad
de la reacciéon de terminacién cruzada entre HOO" y ROO", en comparaciéon a la

reaccion de terminacion propia ROO" + ROO'.

A partir de este hecho, es posible realizar una propuesta que describa las
propiedades antioxidantes de la hernandulcina, y que pueda resultar analoga a
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algunos otros compuestos quimicos presentes en el AE y extracto de la planta, los
cuales por efectos sinérgicos, proveen a las matrices su actividad antioxidante,

evidenciada a través del método ORAC.

Dadas las caracteristicas estructurales de la molécula, los mecanismos que
explicarian su actividad antioxidante consisten en la donacion del &tomo de H del
grupo hidroxilo enlazado al carbono C-1’; o la oxidacion del compuesto, mediante
la donacion de un atomo de H de un enlace C-H al radical reactivo peroxilo,

generando un radical estabilizado por resonancia.

El pKa del grupo hidroxilo en la hernandulcina se calculdé por medio del software
libre ACD/I-LabWeb (v7.04) [83], se obtuvo que el pKa= 15,2 + 0,2, valor que se
correlaciona con el pKa promedio de los alcoholes alifaticos terciarios
(pKa= 15-18) y duplica el pKa promedio de compuestos fendlicos. Este valor
describe un proton no labil, que no se dona a un aceptor de hidrégeno facilmente;
hecho que elimina la posibilidad del mecanismo de donacion de H a partir del
enlace X-H. Asi, el mecanismo que describiria la actividad antioxidante de la
hernandulcina, puede ser expresado de manera similar al que explica la actividad

inhibitoria de y-terpineno.

En la Figura 54a, se expone el mecanismo propuesto, en el cual el radical peroxilo
toma uno de los protones enlazados al carbono C-4 para generar la especie la,
que se estabiliza por resonancia en el sistema ciclico a,B-insaturado (Véase
Figura 54b).
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HOO® + ROO" —"  Producto de naturaleza

ROO® + ROO* Ky no radicalaria HsC |
K1>>> Ky, HyC™ "CHs

Figura 54. Mecanismo propuesto, con base en el modelo de Foti e Ingold [82], para
explicar la actividad antioxidante de la hernandulcina, por el método ORAC: A.
Mecanismo que describe la actividad antioxidante de la hernandulcina en presencia de

especies oxidantes (ROQ’) y B. Estabilizacion de la especie la por efectos de resonancia.

Tal como ocurre con el y-terpineno, la especie radical la_reaccionaria con una
molécula de O,, para generara la especie HOO" que actia como propagador de la
reaccion en cadena de terminacion cruzada convirtiendo a la hernandulcina en el
compuesto lla. Este ultimo, puede realizar una rapida interconversion tautomérica,
generando el tautémero llb, compuesto aromatico de alta estabilidad (fenol-3,6-

dialquil sustituido).
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5 CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion, se obtuvieron el aceite esencial (0,18 *
0,01%) y el extracto supercritico (1,41 £ 0,2%) de L. dulcis Trevir (Familia
Verbenaceae), empleando la hidrodestilacion asistida con la radiacion de
microondas y la extraccion con fluido supercritico, respectivamente. El aceite y el
extracto contienen hidrocarburos sesquiterpénicos y sus analogos oxigenados,
representados por el a-copaeno, trans-B-cariofileno, o-cadineno,
biciclogermacreno y el a-bisabolol. En el aceite, gracias al método de su
extraccién, fue posible observar la presencia de algunos monoterpenos
oxigenados como la carvona, neral y geranial, que no se registraron en el extracto

supercritico de la planta, debido a su alta volatilidad.

La hernandulcina, debido a su termoinestabilidad, no fue detectada por GC-MS.
Sin embargo, su aislamiento (98% de pureza) del extracto supercritico, fue posible
por medio de cromatografia en columna, asi mismo, se realizé su caracterizaciéon
quimica empleando técnicas espectroscopicas, a saber: Resonancia magnética

nuclear, espectroscopia de infrarrojo y ultravioleta visible.

Por medio de la técnica HPLC-DAD, se determind la concentracion de la
hernandulcina en el AE (36,6 + 0,4%; 3,6 mg de hernandulcina / g de planta seca)
y en el extracto (25,6 £ 0,5%; 0,66 mg de hernandulcina / g de planta seca). A
pesar de que el aceite esencial contiene mayor cantidad de la hernandulcina, el
rendimiento de extraccion del aceite fue bajo (0,18 = 0,01%), razén por la cual la

hernandulcina se aisl6 del extracto supercritico de la planta y no del aceite.
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Por medio de la derivacion quimica de la molécula, el aceite esencial y el extracto
supercritico de la planta, a través de la reaccién de sililacion (sistema BSTFA en
piridina), fue posible realizar el registro por GC-MS de la hernandulcina como su
derivado sililado, y asi confirmar su presencia tanto en el aceite, como en el

extracto.

Los valores obtenidos del ensayo ABTS™, para el aceite y el extracto de L. dulcis,
fueron lejanos de los obtenidos para los antioxidantes de referencia, BHT y a-
tocoferol. Dado que durante el ensayo para la hernandulcina no se observo
disminucién de la coloracion del ABTS™, se puede concluir, que el mecanismo de
transferencia de electron no es apropiado para determinar la actividad
antirradicalaria de la molécula. Por otra parte, la hernandulcina, el aceite y el
extracto, presentaron capacidad antirradicalaria, medida por el ensayo ORAC,

incluso superior a la de los antioxidantes de referencia, BHT y a-tocoferol.
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6 RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar diferentes parametros en el tratamiento de la especie L.
dulcis, e.g., temperatura de secado, edad de corte, previo a su extraccion por
hidrodestilacion con microondas, con el fin de determinar su influencia sobre el
rendimiento del aceite esencial y de la hernandulcina presente en él. Este
compuesto se encuentra en un 36% del aceite, pero debido al rendimiento tan bajo
de la esencia (0,18 £ 0,01%), resulta poco viable emplearlo como una fuente para

la obtencién industrial de la hernandulcina.

Se recomienda, durante la extraccion con fluido supercritico, emplear presiones
por debajo de los 20 MPa, con el fin de evitar la extraccion de compuestos de
mayor peso molecular, e.g., ceras cuticulares de la planta, e incrementar asi el
rendimiento del proceso y de la cantidad de hernandulcina, presente en el

extracto.

Se recomienda realizar diferentes estudios de actividad biol6gica sobre la
hernandulcina, con el fin de evaluar su potencial biolégico y la viabilidad de su uso
como edulcorante, en productos que no sean sometidos a calentamiento, e.g.,
productos dentifricos. Al ser una sustancia de origen natural, producida a través de

L. dulcis, podria convertirse en un beneficio para el sector agricola.

Se recomienda emplear reacciones de derivacion quimica, distintas a la sililacién,
y utilizar agentes derivantes acordes con los lineamientos de la quimica verde, e.g.
anhidrido acético (reaccion de acetilacion), con el fin de evitar la generacion de
residuos contaminantes. También se recomienda evaluar la posibilidad de obtener
un derivado de la hernandulcina igualmente que provea dulzor y que tenga mayor

estabilidad térmica.
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