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RESUMEN 

 
TITULO: DETERMINACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS VOLÁTILES Y 
SEMIVOLÁTILES, Y ÁCIDOS ARISTOLÓQUICOS EN Aristolochia ringens Vahl* 
 
Autores: Sergio Andrés Ordóñez Calderón** 
    Néstor Armando Marín Solano** 

 
Palabras Claves: Aristolochia ringens; ácidos aristolóquicos; aceite esencial; HPLC; GC-
MS; MWHD; SFE; HS-SPME. 
 
Se realizó el estudio de los metabolitos secundarios volátiles y semivolátiles, así como de los 
ácidos aristolóquicos (AA), presentes en hojas, tallos y flores de Aristolochia ringens.  La 
obtención de los metabolitos se realizó usando diferentes técnicas de extracción: 
hidrodestilación asistida por la radiación de microondas (MWHD), extracción con fluido 
supercrítico (SFE), y microextracción en fase sólida en modo headspace (HS-SPME), la 
composición química fue establecida por cromatografía de gases acoplada a espectrometría 
de masas (GC-MS).  La determinación de los ácidos AAI y AAII se realizó mediante la 
obtención de extractos metanólicos de las diferentes partes de la planta y su análisis por 
cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC). 
 
Los rendimientos de los aceites esenciales (AE) de hojas y tallos, fueron de 0.008 ± 0.0022 
% y 0.047 ± 0.0026 %, respectivamente, las flores no presentaron AE.  Los hidrocarburos 
sesquiterpénicos (66%) fueron los compuestos predominantes en el AE de hojas, mientras 
que los hidrocarburos monoterpénicos (73%) predominaron en el AE de tallos.  Los 
rendimientos de los extractos aislados por SFE de hojas, tallos y flores, fueron de 4 ± 1.8 %, 
1.2 ± 0.25 % y 4 ± 1.8 %, respectivamente.  En las flores se aislaron por HS-SPME in-vivo, 
compuestos con notas odoríficas desagradables tales como aldehídos volátiles y ácidos 
carboxílicos de cadena corta.  Se detectó la presencia del AAII en las flores de Aristolochia 
ringens, en una concentración de 610±47 mg de AAII/Kg de flor seca. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Trabajo de grado. 
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Química.  
Directores Elena E. Stashenko y Jairo R. Martínez. 
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We performed the determination of the volatile and semi-volatile secondary metabolites, as 
well as aristolochic acids (AA), present in leaves, stems and flowers of Aristolochia ringens. 
Metabolite isolation was performed using different extraction techniques: microwave-assisted 
hydrodistillation (MWHD), supercritical fluid extraction (SFE), and headspace solid-phase 
microextraction (HS-SPME). The chemical composition of the extracts and oils was 
established by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The 
determination of aristolochic acids AAI and AAII was conducted by methanolic extraction of 
different plant parts followed by high performance liquid chromatographic (HPLC) analysis.  
 
Yields of essential oils of leaves and stems, were 0,008 ± 0.0022% and 0,047 ± 0.0026%, 
respectively. Aristolochia ringens flowers did not show essential oil.  Sesquiterpene 
hydrocarbons (66%) were the predominant compounds in the essential oil of leaves, while 
monoterpene hydrocarbons (73%) predominated in the essential oil of stems.  Yields of 
extracts isolated by SFE of leaves, stems and flowers, were 4 ± 1.8%, 1.2 ± 0.25 % and 4 ± 
1.8% respectively.  In-vivo HS-SPME of flowers isolated compounds with unpleasant smells 
such as volatile aldehydes and short-chain carboxylic acids.  HPLC analysis detected the 
presence of AAII in the flowers of Aristolochia ringens, at a concentration of 610 ± AAII 47 mg 
/ kg of dried flower. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Degree Project 
** Universidad Industrial de Santander, Sciences Faculty, Chemistry Department.  Directors 
Elena E. Stashenko and Jairo R. Martínez. 



 
INTRODUCCIÓN 

 
Colombia cuenta con una inmensa y aún poco estudiada y sabiamente 

aprovechada diversidad de especies vegetales.  Esto ha despertado el 

interés de la comunidad científica en la investigación fitoquímica con fines 

agroindustriales.  El Centro Nacional de Investigaciones para la 

Agroindustrialización de Especies Vegetales Tropicales Aromáticas y 

Medicinales (CENIVAM), impulsa la investigación de especies nativas en 

Colombia, con el propósito de determinar cuáles de ellas son promisorias, 

para un proceso de agroindustrialización autosostenible en nuestro país. 

 

Las especies vegetales del género Aristolochia (A.), pertenecientes a la 

familia Aristolochiaceae, clasificadas como semiepífitas trepadoras, han sido 

objeto de un gran número de investigaciones fitoquímicas, en diferentes 

partes del mundo [Wu, 2004].  Estos estudios han revelado que sus extractos 

y aceites esenciales (AE) presentan diversas actividades biológicas, entre las 

cuales figuran: antibacteriana, antiespasmódica y antiviral, entre otras [Otero, 

2000; Wu, 2004].  Esto se debe seguramente a la amplia variedad de 

compuestos presentes en las especies de este género, entre los cuales se 

encuentra toda una gama de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, 

triterpenos y tetraterpenos [De Pascual, 1983; Chan, 1998; Júnior, 2002; 

Lopes, 2003; Priestap, 2003].  Este género se caracteriza además, por la 

presencia en la mayoría de sus especies, de derivados nitrofenantrénicos, 

denominados ácidos aristolóquicos (AA), acusados de tener carácter 

genotóxico [Hashimoto, 1999; Ioset, 2003; Jou, 2003; Chen, 2006; 

Feldmeyer, 2006]. 

 

En Colombia, las especies del género A., no han  sido objeto de estudios 

fitoquímicos.  Una especie de ellas, A. ringens Vahl, denominada 

popularmente como “guaco”, está ampliamente difundida en diferentes zonas 
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del país, a saber: en Antioquia, Cundinamarca, Huila, Magdalena, Valle y en 

Santander.  Esta especie vegetal se utiliza en la medicina tradicional con 

diferentes propósitos; por ejemplo, contra mordeduras de serpientes, para 

prevenir los síntomas de la artritis, como abortiva, entre otros.  En algunos 

sectores del Departamento de Santander, los tallos secos de la planta A. 

ringens, son empleados como un aditivo en la preparación de una bebida 

alcohólica conocida como “guarapo”. 

 

En esta investigación, se determinó la composición química de los 

metabolitos secundarios presentes en hojas, tallos y flores de A. ringens, 

usando como métodos extractivos la hidrodestilación asistida por la radiación 

de microondas (MWHD) y la extracción con fluido supercrítico (SFE); se 

caracterizaron los componentes volátiles presentes en las flores, usando la 

microextracción en fase sólida en modo headspace (HS-SPME), in-vivo e in-

vitro, como técnica de preparación de muestra.  La composición química de 

los AE y extractos se estableció usando cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS); empleando la cromatografía líquida de 

alta eficiencia (HPLC) como técnica analítica, se estudió la presencia de los 

AA I y II en hojas, flores y tallos de A. ringens., se detectó el AAII en las 

flores, lo cual cuestiona seriamente el uso tradicional de esta especie como 

planta medicinal. 

 

El trabajo de investigación consta de 6 capítulos, contiene 32 figuras, 26 

tablas, 73 referencias bibliográficas y 4 anexos. 
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1 ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEÓRICO 

 
1.1 GENERALIDADES SOBRE LOS BEJUCOS 
 

Se entienden por epífitas aquellos organismos vegetales que viven sobre una 

planta sin extraer nutrientes de sus tejidos vivos. 

 

El término epífita reseña, entre otras, a las semiepífitas trepadoras, 

conocidas como bejucos, trepadoras, lianas, enredaderas o escandentes.  

Estas plantas se encuentran ancladas al suelo, condición que nunca pierden, 

y emplean diferentes elementos, e.g. espinas, tallos, ramas y pecíolos, que 

hacen parte de su estructura para trepar, denominados “mecanismo prensil”.  

Dentro de algunas familias la mayor parte de los géneros o todos los géneros 

tienen especies trepadoras, como es el caso de las familias Aristolochiaceae, 

Asclepiadaceae, Convolvulaceae, y Cucurbitaceae, entre otras [Linares, 

2000]. 
 

1.1.1 Semiepífitas trepadoras en Colombia.  Las semiepífitas trepadoras 

de Colombia se encuentran representadas por 1820 especies, pertenecientes 

a 310 géneros y 70 familias.  Las angiospermas constituyen el grupo más 

diverso con el 99.3% del total de especies; las dicotiledóneas con 60 familias, 

294 géneros y 1706 especies, presentan la mayor diversidad, mientras que 

las monocotiledóneas, pteridofitas y gimnospermas reúnen menos especies 

[Linares, 2000]. 

 
1.2 ARISTOLOCHIACEAE 
 

La familia Aristolochiaceae consta de 6-12 géneros de acuerdo con la 

autoridad consultada [Gonzáles, 1997]; comprende unas 400 especies de 

plantas herbáceas o leñosas, que suelen vivir en los países cálidos.  Las 
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hojas se disponen al parecer sin orden, esparcidas a lo largo del tallo, y 

carecen de apéndices estipulares.  Las flores se protegen con solo una 

cubierta floral, o, si poseen 2, la interna y la externa tienen la misma textura y 

aspecto análogo.  Hay flores perfectamente regulares, pero las del género 

Aristolochia, que comprende las tres cuartas partes de la totalidad de la 

familia, sólo pueden dividirse en 2 partes simétricas cuando se cortan a lo 

largo, es decir, sólo tienen un plano de simetría.  Esta cubierta floral es de 

una sola pieza, de forma tubulosa, terminada en una lengüeta, y corona el 

fruto incipiente, que queda por debajo de la flor.  Los estambres suelen ser 6, 

libres o unidos al estilo, y las anteras se abren hacia fuera.  El fruto es una 

cápsula con numerosas semillas [Pio, 1983]. 

 

1.2.1 Aristolochias.  Aristolochia, es uno de los principales géneros de 

Aristolochiaceae, debido al número de especies que lo constituyen (alrededor 

de 300) [Pio, 1983].  Se conocen comúnmente como “hierba amarga”, “mata 

culebra”, “raíz de mato” y “guaco”.  En la medicina popular, algunas de estas 

especies se usan como conservantes y contravenenos (mordeduras de 

serpientes) [García, 1992; Carr, 1987; Otero, 2000], también se han 

empleado con éxito para aumentar el apetito (anorexia), para la amenorrea, 

clorosis, dispepsia, paludismo y orquitis [Balbachas].  Diversos estudios 

fitoquímicos y farmacológicos se han realizado intensamente, sobre todo, en 

las dos últimas décadas.  El interés que despiertan las A., está directamente 

relacionado con la gran variedad de compuestos que se han encontrado, 

alcaloides, N-óxidos, entre otros, de los cuales, las aristolactamas, las 4,5-

dioxoaporfinas y los ácidos aristolóquicos son los más relevantes [Kumar, 

2003; Lopes 1997].  Estos compuestos se han encontrado en casi todas las 

especies de Aristolochias. 

 

1.2.2 Análisis cienciométrico.  La cienciometría sobre el género 

Aristolochia se realizó empleando la base de datos Web of Science, desde el 

año 2000 hasta agosto de 2007, sin restricción alguna de categorías.  Se 
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encontraron 168 publicaciones (157 artículos y 11 artículos de revisión).  A 

pesar de que este género no es propio de los Estados Unidos, es allí donde 

más publicaciones se han hecho.  En la República Popular de China se 

hallan distintas especies de Aristolochias, que se emplean en la medicina 

popular; la importancia de estas plantas se refleja en el número de 

publicaciones que este país realiza (Figura 1). 
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Figura 1.  Países con más de 6 publicaciones sobre el género Aristolochia.  

Base de datos Web of Science, periodo de observación 2000-2007, fecha de 

consulta: Agosto de 2007. 

 

Los años con más publicaciones sobre Aristolochias fueron el 2006 con 33, 

seguido del 2005, con 29 y el 2002, con 28 (Figura 2). 

 

Las revistas científicas con más reportes fueron Journal of 

Ethnopharmacology (9 publicaciones), Phytochemistry (7 publicaciones) y 

Journal of Natural Products (5 publicaciones) (Tabla 1). 



 6

4

20

28

21

25

29

33

6

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

2007

AÑ
O

PUBLICACIONES

 
Figura 2.  Número de publicaciones por año durante el periodo 2000-2007 

sobre el género Aristolochia, sin restricción de categorías.  Base de datos 

Web of Science, fecha de consulta: Agosto de 2007. 

 

Tabla 1.  Revistas científicas con mayor número de publicaciones sobre 

Aristolochias. 

Revista Publicaciones 

Journal of Ethnopharmacology   9 

Phytochemistry   7 

Journal of Natural Products   5 

Pharmazie  4 

American Journal of Botany   3 

Biochemical Systematics and Ecology   3 

Botanical Journal of the Linnean Society  3 

Journal of Food and Drug Analysis   3 

Natural Product Research  3 

Nephrology Dialysis Transplantation  3 

Pharmaceutical Biology  3 

Phytotherapy Research  3 
Base de datos: Web of Science; periodo de observación: 2000-2007; fecha de consulta: 

agosto de 2007. 
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El aporte intelectual que hace Colombia, está enfocado hacia estudios 

botánicos y no fitoquímicos (Tabla 2).  Es importante mencionar, que el único 

autor que ha publicado en nuestro país sobre este género de plantas es el 

doctor Fabio Gonzáles de la Universidad Nacional (6 publicaciones) (Tabla 
3), los años 2000 y 2003 fueron cuando el autor más publicó (Figura 3). 

 

Tabla 2.  Publicaciones colombianas sobre Aristolochias según las diferentes 

categorías. 

Categoría Publicaciones

Plant Sciences   6 

Evolutionary Biology   2 
Base de datos: Web of Science; periodo de observación: 2000-2007; fecha de consulta: 

agosto de 2007. 

 
Tabla 3.  Autores con mayor número de publicaciones sobre Aristolochias. 

Autor Publicaciones

Wu, T. 9 

Lopes, L. 8 

Arlt, V.  7 

Vanherweghem, J. 7 

Gonzalez, F. 6 

Neinhuis, C. 5 

Wanke, S. 5 

Fordyce, J. 4 

Khan, I. 4 

Nortier, J. 4 

Schmeiser, H. 4 
Base de datos: Web of Science; periodo de observación: 2000-2007; fecha de consulta: 

agosto de 2007. 

El empleo tradicional de estas especies vegetales, con fines medicinales, 

acrecienta el interés farmacológico y la necesidad de conocer los 

mecanismos de acción y la química de sus principios activos (Tabla 4). 
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Figura 3.  Publicaciones realizadas en Colombia sobre Aristolochia.  Base de 

datos Web of Science, periodo de observación 2000-2007, fecha de consulta: 

Agosto de 2007. 

 
Tabla 4.  Número de publicaciones sobre Aristolochia, por área de 

conocimiento. 
Categoría Publicaciones 

Plant Sciences  54 

Pharmacology & Pharmacy  50 

Chemistry, Medicinal  38 

Biochemistry & Molecular Biology  28 

Chemistry, Applied  13 

Toxicology  13 

Chemistry, Analytical  12 

Ecology  12 

Chemistry, Multidisciplinary  11 

Evolutionary Biology  11 

Biochemical Research Methods  10 

Urology & Nephrology  10 

Food Science & Technology  9 

Integrative & Complementary Medicine  9 

Chemistry, Organic  7 

Genetics & Heredity  6 

Base de datos: Web of Science; periodo de observación: 2000-2007; fecha de consulta: 

agosto de 2007. 
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Existen registrados 126 patentes sobre las especies de A., según la base de 

datos Scopus (período: 1965 - agosto de 2007), en los cuales se resalta el 

empleo de sus extractos como alternativa médica para el tratamiento de 

enfermedades como el síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) 

(Tabla 5). 

 
Tabla 5.  Patentes sobre Aristolochias. 

 

Base de datos: Web of Science; periodo de observación: 1965-2007; fecha de consulta: 

agosto de 2007. 
 
1.2.3 Composición química de Aristolochias.  Los terpenos son una 

denominación genérica aplicada a todos los compuestos que se sintetizan a 

partir de precursores isoprénicos.  Los terpenos se biosintetizan en última 

instancia a partir del isopentil pirofosfato (C5) y del dimetilalil pirofosfato (C5).  

Cuando éstos se combinan para producir el geranil pirofosfato (C10), los 

terpenos formados se denominan monoterpenos.  Otros compuestos 

denominados sesquiterpenos (C15) y triterpenos (C30), son derivados de 1 y 2 

moles de farnesil pirofosfato (C15), respectivamente.  El geranilgeranil 

pirofosfato (C20) produce o bien diterpenos (C20) o bien tetraterpenos (C40) 

[Mathews, 2000]. 

 

Los tipos de terpenoides que han sido encontrados en las A., incluyen a 

monoterpenos [De Pascual, 1983], sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, y 

tetraterpenos [Chan, 1998; Júnior 2002; Lopes, 1987; 2003].  Entre éstos, 

sesquiterpenos y diterpenos son los más abundantes. 

 

Oficina de Patentes Patentes

US Patent Office 52 

World Intellectual Property Organization (WIPO) 34 

Japanese Patent Office  17 

European Patent Office  16 
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La especie A. argentina, se caracteriza por los niveles elevados de 

argentilactona (Figura 4), alrededor de 57-89% conforman los aceites 

esenciales obtenidos de diferentes partes de la planta, hojas, tallos y órganos 

subterráneos, se destaca la presencia de isómeros del undecatrieno (0.3-

4%), acusados de dar un olor particular (olor terroso) a los aceites esenciales 

y extractos obtenidos de esta especie [Priestap, 2003].  Algunos productos 

naturales que contienen lactonas α, β-insaturadas han dejado ver la 

importancia a nivel biológico de dichos compuestos [De Oliveira, 2004].  La 

argentilactona, tiene efectos irritantes sobre la piel y la mucosa, y puede 

causar alergias sobre la piel.  Sin embargo, se ha mostrado que tiene 

actividades antimicótica y antileishmanial [Wu, 2004]. 

 

 

 
 

Figura 4.  Estructura química de argentilactona. 

 

De las partes aéreas de A. longa han sido aislados, dos pinano 

monoterpenos, pin-2-en-8ol y su acetil derivado, así como β-cariofileno, óxido 

de cariofileno, linalol y acetato de bornilo [De Pascual, 1983].  De la fracción 

volátil de las partes subterráneas, se aislaron sólo sesquiterpenos tricíclicos 

[Wu, 2004]. 

 

24 tipos de sesquiterpenos han sido reportados hasta ahora en las especies 

de A.  Los sesquiterpenos que están en mayor presencia son: cadinenos, 

aristolanos, germacrenos, y biciclogermacrenos [Wu, 2004].  Los aceites 

esenciales de tallos, hojas y raíces de A. elegans contienen principalmente 

sesquiterpenos hidrocarbonados, particularmente, β-cariofileno, isocariofileno 

y biciclogermacreno [Vila, 1997].  Los aceites esenciales obtenidos a partir 
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del rizoma y de las partes aéreas de la especie A. mollisima son ricos en 

sesquiterpenos oxigenados.  El compuesto mayoritario en ambos aceites 

esenciales fue el 2,2,7,7-tetrametiltriciclo[6.2.1.0(1,6)]undec-4-en-3-ona, 

(15.9% y 13.5%, respectivamente).  Otros compuestos como el acetato de 

(E)-β-santalol (10.3%) y canfeno (6.7%) fueron revelados en el aceite de 

rizoma, mientras que el espatulenol (6.8%) fue hallado en el aceite de las 

partes aéreas en A. mollissima.  La actividad antimicrobiana del aceite 

esencial de rizoma y partes aéreas de A. mollisima, ha sido evaluada contra 

20 microorganismos, empleando los métodos de difusión en disco y 

microdilución en caldo.  Las bacterias gram-positivas fueron más sensibles a 

ambos aceites.  La actividad bactericida más pronunciada fue la concedida 

por el aceite esencial de rizoma contra Staphylococcus Saprophyticus [Yu, 

2006]. 

 

Un estudio realizado a partir de raíces y tallos de A. mollisima, permitió aislar, 

mediante extracción sucesiva con éter dietílico y metanol, y el empleo de 

cromatografía en columna, y elucidar cinco nuevos sesquiterpenos, citados 

como Madolins R, S, U, W, X [Wu, 2001].  Este tipo de compuestos, se 

caracteriza por tener un núcleo estructural común. 

 

Un tipo de lactona sesquiterpenoide, α, β-insaturada, llamada aristolactona, 

es otro tipo de compuesto aislado de especies de Aristolochia, a saber: A. 

reticulata, A. serpentaria y A. mollisima.  Un isómero de aristolactona, la 

isoaristolactona, fue aislado de las raíces de A. versicolar.  De esta especie 

fueron aisladas otras lactonas tipo sesquiterpenoide, denominadas 

versicolactonas [Wu, 2004]. 

 

En un estudio fitoquímico del extracto, obtenido con éter de petróleo de los 

tallos de A. brasilensis y A. esperanzae, se aislaron 12 derivados del 

diterpeno clerodano.  Otro tipo de diterpenos denominados ent-kaureno, 
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también se reportaron esta vez, en los aceites esenciales de A. argentina y 

A. chilensis [Wu, 2004]. 

 
1.2.4 Ácidos aristolóquicos.  Los AA son derivados nitrofenantrénicos, 

característicos en las plantas del género Aristolochia, por poseer un grupo 

metilendioxi (Figura 5).  

 

Los AA pueden ser consumidos por algunas larvas, exhibiéndose la 

presencia de estos compuestos en varios lepidópteros (ciertos géneros de la 

familia Papilionidae), donde se emplean como defensa química contra 

predadores vertebrados [Carreras, 1973; Muñoz, 1992].  

 

 
 

Ácido aristolóquico R1 R2 R3 R4 

(AA-a)    A. Aristolóquico A ó I OCH3 H H NO2 

(AA-b)    A. Aristolóquico B ó II H H H NO2 

(AA-c)    A. Aristolóquico C ó IIIa H H OH NO2 

(AA-d)    A. Aristolóquico D ó IVa OCH3 H OH NO2 

( AA-e)   A. Aristolóquico 7-hidroxi OCH3 OH H NO2 
Figura 5.  Estructura química de ácidos aristolóquicos. 

 

Una forma de fibrosis renal llamada Chinese-Herb Nephropathy (CHN), fue 

adquirida por mujeres que consumieron píldoras de origen chino para 
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adelgazar, que contenían de manera indebida A. fangchi, en lugar de 

Stephania tetrandra (ST) y Magnolia officinalis.  Estudios realizados, 

revelaron que la exposición crónica, a las toxinas de A. fangchi (AA y sus 

derivados), está involucrada en la aparición de CHN y el desarrollo del 

cáncer urotelial [Nortier, 2002].  Casos de CHN se han reportado en España, 

Francia, Japón, el Reino Unido y en Taiwán, al encontrarse el carcinoma 

urotelial en las biopsias [Vanherweghem, 2000]. 

 

Uno de los métodos que evaluó el carácter genotóxico de los AA, fue el 

ensayo con células de ovario de hámster chino (CHO) [Sánchez, 1999].  Con 

el empleo de CHO, in vitro, se apreciaron, las aberraciones cromosomáticas 

y la inducción de la formación de micronúcleos en estas células, causados 

por los AA [Sánchez y Manuel, 1999].  Otro tipo de pruebas ratifica el 

carácter genotóxico de los AA, a saber, el ensayo de Ames, usando cepas de 

la bacteria Salmonella typhimurium, y el test de mutación genética sobre el 

linfoma L5178Y de ratón [Zhang, 2004]. 

 

Han sido determinados, además, la formación de aductos de los AA con el 

ADN (AA-ADN) y la mutagenicidad de los AA, para ello, se usaron tejidos de 

hígado y riñón de ratas azules grandes.  La formación de los aductos se 

examinó por medio del análisis con postmarcación empleando la proteína 
32P.  Los siguientes fueron los tres principales aductos encontrados: 7-

[Deoxiadenosin-N6-il]-aristolactama I (dA–AAI), 7-[deoxiadenosin-N6-il]-

aristolactama II (dA–AAII) y 7-[deoxiguanosin-N2-il]-aristolactama I (dG–AAI), 

en todos los tejidos.  La transversión A:T⇒T:A,  fue la mutación 

predominante en ratas tratadas con AA [Nan, 2006; Chen, 2006].  Las 

especies químicas necesarias para la formación de los aductos con el ADN a 

partir de los AA, se forman por la acción conjunta de varias enzimas.  Las 

aristolactamas e hidroxiaristolactamas obtenidas por reducción del grupo 

nitro en los AA, constituyen el conjunto de especies reactivas con el ADN 

(Figura 6) [Stiborova, 2005]. 
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El seguimiento en las mutaciones a nivel genético del gen supresor de 

tumores p53, así como el análisis de las proteínas codificadas, ha sido en las 

últimas décadas un importante aliado en el estudio de la patogenia del 

cáncer, sobre todo, aquellos que tienen que ver con el aparato digestivo 

[Roa, 2000].  En un ensayo empleando fibroblastos de embriones de ratón 

(Hupki;  Human p53 knock-in), se estudiaron las mutaciones inducidas por el 

AAI.  Las mutaciones identificadas fueron consistentes con las reportadas 

previamente, 9 de las mutaciones correspondieron a transversiones A:T y 8 

fueron asociadas con la posible intervención del aducto dA–AAI [Feldmeyer, 

2006]. 

 
Figura 6.  Formación del aducto AA-ADN: 1. Ácido aristolóquico I (AAI) 

R=OCH3, Ácido aristolóquico II (AAII) R=H; 2. N-Hidroxiaristolactama; 3. Ion 

iminio de la N-hidroxiaristolactama; 4. Aristolactamas I y II; 5. 7-

Hidroxiaristolactama I y II; 6. dG-AAI, dG-AAII; 7. dA-AAI, dA-AAII. 
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En Colombia, el Instituto de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos 

(INVIMA), publicó en el 2007 una alerta sobre el uso de productos herbales 

que contengan derivados de las especies de Aistolochia [INVIMA, 2007].  Se 

solicitó retirar del mercado, la Tintura de Curarina, registrada como producto 

natural, y la loción Astringente Carerina, registrada como producto cosmético. 

 

El contenido de AA en diferentes plantas y productos comerciales ha sido 

determinado mediante el empleo de la cromatografía líquida de alta eficiencia 

(HPLC) [Hashimoto,1999; Jinbin, in press; Jong, 2003; Koh, 2006];  Esta 

técnica operada en modo de fase reversa ha demostrado ser eficiente,  

alcanzando la separación hasta de 17 compuestos análogos entre ácidos 

aristolóquicos y aristolactamas [Jou, 2003]. 

 

1.2.5 Aristolochia ringens VahL.  A. ringens Vahl es una planta trepadora 

de tallos largos, hojas de unos 17 cm de longitud, y flores de 17.5 cm de 

largo aproximadamente (Figura 7).  En Colombia, es una de las especies 

que se ha encontrado a mayor altura en estado silvestre; se ha reportado la 

presencia de A. ringens en Antioquia, Cundinamarca, Huila, Magdalena, 

Valle y Santander.  Comúnmente se le ha denominado como “guaco blanco” 

y “contracapitana” [García, 1992; Uribe, 1955].  También se conoce como 

“Gaping dutchman’s pipe”.  A. ringens es originaria de los países caribeños 

hasta la Amazonía, e introducida en los Estados Unidos.  Sobre la 

composición química de extractos de A. ringens se conoce muy poco, 

algunos de los compuestos presentes, que se reportan en la única 

publicación científica encontrada, son: α-felandreno, p-cimeno-8-ol y β-

cariofileno [Larrahondo, 1990]. 

 

El mercado de esta planta se reduce al comercio informal de sus tallos 

secos, así como de sus flores frescas con fines ornamentales. 
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Figura 7.  Aristolochia ringens Vahl. 

 

Sus extractos y aceite esencial aún no han sido introducidos en el mercado 

de productos naturales, seguramente por la poca investigación fitoquímica 

que sobre esta especie se ha realizado. 

 

1.3 PROCESOS EXTRACTIVOS EN PLANTAS 
 

1.3.1 Extracción de aceites esenciales. 
 

A. Preparación del material vegetal.  Los AE se localizan en diferentes 

partes de la planta.  Dependiendo de la especie, algunos suelen localizarse 

en glándulas aceitosas, sacos de aceite, venas o en los cabellos glandulares, 

de donde pueden ser extraídos utilizando vapor de agua.  Para facilitar tal 

proceso extractivo, y, de esta forma, aumentar el rendimiento del AE, 

generalmente, se hace necesario un tratamiento previo de la planta antes de 

su destilación, el cual depende del tipo de material vegetal con que se vaya a 

trabajar [Güenter, 1955; Hill, 1965; Muñoz 1987]. 
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Las hojas, flores y partes no fibrosas de la planta, pueden ser sometidas a 

destilación sin tratamiento previo, mientras que las raíces, tallos y plantas 

leñosas deben ser cortados en pequeños trozos, antes de ser sometidos al 

proceso extractivo [Güenter, 1955]. 

 

B. Almacenamiento y secado del material vegetal.  Éste se debe llevar a 

cabo en un ambiente seco y a temperaturas bajas, para minimizar pérdidas 

por evaporación y evitar procesos de oxidación y resinificación.  El secado se 

lleva a cabo en desecadores bajo techo para evitar el contacto directo del 

material vegetal con los rayos solares [Güenter, 1955; Muñoz, 1987]. 

 

 

C. Métodos de obtención 
Los siguientes son los principales métodos utilizados para obtener aceites 

esenciales a partir de plantas aromáticas [Bandoni, 2000]: 

• Destilación con agua o hidrodestilación. 

• Destilación por arrastre con vapor. 

• Destilación con agua y vapor.  Cohobación. 

• Destilación previa maceración. 

• Destilación sometida a una degradación térmica. 

• Expresión. 

 

• Destilación con agua (hidrodestilación).  Este método consiste en 

llevar a estado de ebullición una suspensión acuosa del material vegetal, de 

tal manera, que los vapores generados puedan ser condensados y 

colectados.  El aceite, que es inmiscible en agua, es posteriormente 

separado.  Esta técnica es sencilla, pero de mucha precaución, ya que 

durante este proceso el aceite se somete a la acción de altas temperaturas, 

las cuales pueden ocasionar procesos indeseables, como la polimerización y 

resinificación de los terpenos, así como la hidrólisis de los ésteres [Denny, 

1989; Schreier, 1984]. 
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Un factor de especial importancia a considerar es que, si el calentamiento del 

alambique es con fuego directo, el agua presente en el alambique deberá ser 

suficiente y permanente para llevar a cabo toda la destilación a fin de evitar el 

sobrecalentamiento y la carbonización del material vegetal, dado que este 

hecho provoca la formación de olores desagradables en el producto final 

[Bandoni, 2000]. 

 

• Destilación por arrastre con vapor.  La destilación por arrastre con 

vapor o destilación con vapor seco, que se emplea para extraer la mayoría 

de los aceites esenciales es una destilación de mezcla de dos líquidos 

inmiscibles y consiste, en una vaporización a temperaturas inferiores a las de 

ebullición de cada uno de los componentes volátiles por efecto de una 

corriente directa de vapor [Bandoni, 2000].  En esta técnica el vapor de agua 

ligeramente sobrecalentado, proveniente de un generador, se hace llegar 

hasta el recipiente que contiene la planta, de donde arrastra los componentes 

volátiles que luego se condensan obteniéndose así una mezcla de agua y 

aceite, de la cual el AE se separa fácilmente por simple decantación 

[Güenter, 1955; Scherier, 1984; Denny, 1989]. 

 

• Destilación con agua y vapor.  En este caso, el vapor se genera dentro 

del propio cuerpo del alambique, donde el material vegetal se encuentra 

suspendido sobre un tramado (falso fondo) que impide el contacto del 

material vegetal con el medio líquido en ebullición.  En comparación con la 

hidrodestilación, este sistema reduce la capacidad neta de carga de materia 

prima dentro del alambique pero mejora la calidad del aceite obtenido 

[Bandoni, 2000]. 

 

• Hidrodestilación asistida por la radiación de microondas.  Esta 

técnica fue inicialmente patentada en Canadá, por el Dr. J. Paré y sus 

colaboradores, en 1991 [Paré, 1991; 1992].  Para la extracción de los AE 

mediante MWHD, el material vegetal se sumerge al agua y se somete a la 



 19

acción de la radiación de microondas, que, al calentar el agua hasta 

ebullición, produce vapores que atraviesan las estructuras celulares y 

permiten la expulsión del AE contenido en ellas, luego, el AE arrastrado por 

el vapor de agua, se condensa y se colecta [Kingston, 1988; Paré, 1991; 

1992]. 

 

• Expresión.  Estos procesos generalmente se aplican para extraer los 

volátiles presentes en la cáscara de los frutos cítricos, los cuales, al ser 

sometidos a elevadas temperaturas, pueden alterarse por degradación 

térmica [Güenter, 1955; Jennings, 1983].  La extracción del aceite se realiza 

sobre la fruta entera o sobre la cáscara, y se puede realizar con un proceso 

mecánico o manualmente [Bandoni, 2000].  Durante este proceso, las 

cáscaras de los frutos se someten a compresión o raspado, se produce de 

esta manera una mezcla acuosa, a partir de la cual la fase aceitosa se 

separa por centrifugación.  Este proceso se lleva a cabo a bajas 

temperaturas [Güenter, 1955; Jennings, 1983]. 

 

1.3.2 Extracción con solventes.  Existen varios tipos de aparatos con los 

cuales se puede llevar a cabo la extracción con solventes.  Uno de los más 

utilizados es el extractor Soxhlet.  Sin embargo, el material vegetal puede ser 

simplemente macerado con un solvente orgánico; los más usados son éter 

de petróleo, etanol, pentano, hexano, tolueno, benceno, iso-propanol, 

acetona, acetato de etilo, acetato de metilo o éter dietílico.  Este método 

requiere de la concentración posterior del aceite, seguido de la evaporación 

del solvente.  Esta es, por supuesto, una parte delicada de la operación y 

deben tomarse precauciones para evitar pérdidas por evaporación de los 

demás compuestos volátiles [Sandra, 1987]. 

 
1.3.3 Extracción con fluidos en estado supercrítico.  El principio básico 

para la extracción con fluidos en estado supercrítico es el cambio de 

propiedades de transporte y solubilidad que presenta un solvente en este 



 20

estado.  El poder disolvente del CO2 supercrítico es mayor para compuestos 

menos polares y con masa molecular pequeña.  De esta manera, son muy 

solubles en fluido supercrítico CO2 los aromas, los terpenos y los lípidos 

debido a su baja polaridad.  Otros compuestos que pueden ser 

medianamente solubles, a condición de que su masa molecular sea 

pequeña son el agua, los ácidos grasos, alcoholes, cafeína, nicotina, 

colesterol, etc. [Bandoni,  2000; Dean, 1998]. 

 
1.4 MICROEXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA 
 
La microextracción en fase sólida (SPME) fue introducida hace 15 años, por 

Arthur y Pawliszyn [Zhang, 1994].  Este método involucra una serie de 

configuraciones, donde una muestra puede estar expuesta a una fina capa 

de sorbente que cubre la superficie de una fibra de sílice fundida, o, sobre la 

superficie interna de un tubo capilar, entre otras [Mitra, 2003]. 

 

En la SPME, la extracción de los analitos no es exhaustiva, las muestras son 

analizadas después de alcanzar el equilibrio, o antes de éste, en un tiempo 

específico. 

 

Ventajas de SPME: 

 

 En el proceso de preparación de la muestra no se requieren solventes.  

Los procedimientos que comprende son de sorción y desorción. 

 Es compatible con el sistema analítico cromatográfico [Setkova, 2007]. 

 El dispositivo para hacer el muestreo es portátil, lo que permite hacer 

monitoreos en campo [Musteata, 2007]. 

 Se necesita poca cantidad de muestra. 

 Puede ser empleada para extraer sustancias orgánicas semivolátiles en 

muestras de aguas y matrices biológicas. 

 Permite el análisis de compuestos a nivel de trazas [Mester, 2001]. 
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Los sistemas que se estudian en el equilibrio, son susceptibles a los efectos 

sobre la matriz; un cambio en ésta, afecta las constantes de distribución de 

los analitos, lo que constituye una desventaja si se pretende realizar un 

análisis cuantitativo [Mitra, 2003]. 

 

1.4.1 Muestreo de sustancias orgánicas por SPME.  El dispositivo 

empleado consta de una fibra de sílice fundida, cubierta con un sorbente.  La 

fibra está protegida por una jeringa que además permite la penetración del 

septum del vial usado para muestrear, así como el del puerto de inyección 

del equipo cromatográfico. 

 

En un análisis característico de SPME, hay dos formas de extraer los 

compuestos orgánicos volátiles.  En modo directo, donde la fibra se expone 

directamente dentro de la matriz, o, en modo headspace (HS-SPME), 

cuando la fibra se expone a los vapores de la muestra en el espacio de 

cabeza, donde ocurre la absorción o adsorción de los analitos, dependiendo 

del recubrimiento de la fibra que se emplea.  Cuando la extracción termina, la 

fibra se retira, y se introduce al puerto de inyección de un GC, para la 

desorción de los compuestos [Mitra, 2003; Setkova, 2007].  En la Figura 8, 

se observa el dispositivo utilizado comúnmente para la SPME. 

 

Algunas de las ventajas de SPME para el análisis de compuestos orgánicos 

volátiles: 

 No requiere de instrumentos adicionales o hardware. 

 El costo de las fibras es bajo en comparación con otros métodos para 

extracción de analitos volátiles. 

 Con una variedad de recubrimientos para las fibras (Tabla 6), es 

posible cubrir un espectro amplio de compuestos orgánicos volátiles. 

 Puede emplearse en matrices tales como aire, bebidas, alimentos, 

fármacos, productos naturales y fluidos biológicos [Musteata, 2007]. 
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Figura 8.  Dispositivo para SPME. 
 

Tabla 6.  Aplicaciones de SPME, según el tipo de recubrimiento de la fibra. 

RECUBRIMIENTO DE 
LA FIBRA 

ESPESOR 
(µm) APLICACIONES 

Polydimethyl siloxane 
(PDMS) 100 GC para volátiles. 

PDMS 30 GC/HPLC para semivolátiles no 
polares. 

PDMS 7 GC/HPLC para compuestos no 
polares de alto peso molecular. 

PDMS/Divinylbenzene 
(PDMS/DVB) 65 GC/HPLC para volátiles, aminas, 

nitro-aromáticos. 
Polyacrilate (PA) 85 GC/HPLC para semivolátiles polares. 
Carbowax/Diviniylbenzene 
(CW/DVB) 65,70 GC/HPLC para alcoholes y 

compuestos polares. 

Carboxen/PDMS 75,85 GC para gases y compuestos de bajo 
peso molecular. 

PDMS/DVB 60 HPLC para aminas y compuestos 
polares. 

Carbowax/Templated resin 50 HPLC para surfactantes. 
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1.5 TÉCNICA ANALÍTICA 
 
1.5.1 Cromatografía.  Según la Unión Internacional de Química Pura y 

Aplicada (IUPAC), se define cromatografía como un método físico de 

separación en el cual los componentes, para ser separados, se distribuyen 

entre dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra, fase 

móvil, se mueve en una dirección definida.  Según el estado físico de la fase 

móvil, se puede hacer una clasificación de la cromatografía así: 

cromatografía liquida (LC) y cromatografía de gases (GC).  Es posible 

encontrar una subclasificación de acuerdo con el estado físico de la fase 

estacionaria [McNair, 1998]. 
 
1.5.2 Cromatografía de gases.  En esta técnica los analitos se eluyen por el 

flujo de una fase móvil de gas inerte.  Los analitos para cromatografía de 

gases, deben tener puntos de ebullición menores que 350ºC y no 

descomponerse por debajo de esta temperatura; estas muestras pueden ser 

gases, líquidos o sólidos (estos últimos deben ser vaporizados).  Las 

muestras de compuestos volátiles extraídos de las plantas que pueden ser 

ciertamente complejas, requieren métodos de separación de alta resolución; 

considerando esto, cromatografía de gases es la técnica de separación más 

apropiada [McNair, 1998; Schreier, 1984]. 

 

Con el propósito de realizar una identificación de los diferentes compuestos, 

se emplean los índices de retención de Kovàts, los cuales se utilizan para 

determinar la retención de un compuesto, comparándolo con los tiempos de 

retención de n-alcanos, analizados bajo las mismas condiciones 

operacionales [Rubinson, 2000]. 

 

1.5.3 Cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas.  
Para la plena identificación de los compuestos presentes en una mezcla 

compleja de sustancias volátiles, es conveniente acoplar la cromatografía de 
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gases con una técnica espectroscópica, como la espectrometría de masas, 

que es considerada uno de los instrumentos de análisis químico más 

funcional e importante.  La eficiencia de esta técnica en la identificación de 

los compuestos químicos de los AE, se manifiesta a través de los múltiples 

estudios realizados [Stashenko, 1995; 1996; 1999; 2004].  Así pues, los 

analitos se separan en el cromatógrafo e ingresan al detector de masas que 

proporciona el espectro, conjunto de las señales producidas por las especies 

generadas durante la ionización y la fragmentación de cada sustancia. 

 

1.5.4 Cromatografía liquida.  En LC, la fase móvil es un líquido; el poder de 

esta técnica, reside en la combinación de un amplio intervalo de posibles 

propiedades para la fase móvil, junto con la elección de numerosos tipos de 

fases estacionarias, físico-químicamente diferentes, así como una amplia 

variedad de detectores.  Los diferentes tipos de LC, se clasifican según las 

interacciones que se producen entre la fase estacionaria y el soluto.  Según 

ello, se denominan, cromatografías de fase normal, de fase reversa, de 

intercambio iónico o de filtración en gel [Rubinson, 2000]. 

 

Un tipo de LC, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), es una de 

las técnicas cromatográficas más empleadas en la actualidad, la cual permite 

trabajar en régimen de alta presión.  Las razones de la popularidad de esta 

técnica son su sensibilidad, su fácil adaptación a las determinaciones 

cuantitativas exactas, su idoneidad para la separación de especies no 

volátiles o termolábiles, y, sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que 

son de primordial interés en la industria, en muchos campos de la ingeniería 

y para la sociedad en general, como, por ejemplo, proteínas, oligosacáridos, 

triglicéridos, vitaminas, fármacos, muestras medioambientales, entre otras 

[Ioset, 2003; Koh, 2006]. 

 

Antes de iniciar el desarrollo de un método en HPLC, es necesario examinar 

lo que se conoce sobre la muestra.  En este aspecto es importante conocer 
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el número de compuestos presentes en la muestra, su estructura química y 

peso molecular, los valores de pKa, los espectros ultravioleta (UV), así como 

la solubilidad de la muestra y el rango de concentración de los compuestos 

[Snyder, 1997].   
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2. METODOLOGÍA 

 
2.1 CARACTERIZACIÓN TAXONÓMICA 
 
Para obtener el material vegetal necesario para la investigación, se 

colectaron en el Kilómetro 2, vía a Ruitoque, en el municipio de 

Floridablanca, Departamento de Santander, las semillas de la planta A. 

ringens.  Se realizó su germinación en la zona de cultivo del Complejo 

Agroindustrial Piloto de CENIVAM, Campus Principal de la UIS.  Se ensayó 

un sustrato de 50% arena y 50% materia orgánica. 

 

La caracterización taxonómica de la planta A. ringens, se llevó a cabo en el 

Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional 

de Colombia (Bogotá).  El pliego testigo de la planta quedó depositado como 

muestra permanente en el Herbario Nacional Colombiano (COL, Bogotá), así: 

Aristoloquia ringens (Vahl), número COL 519052.  La planta fue clasificada 

por el doctor Fabio Gonzáles, a quien los autores expresan sus más sinceros 

agradecimientos. 

 

2.2 REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO 
 
2.2.1 Reactivos y solventes.  Los reactivos y solventes utilizados en la parte 

experimental de esta investigación, fueron grado HPLC y grado analítico.  

Las casas productoras y el grado de pureza de reactivos y solventes se 

resumen en la Tabla 7. 

 

Tabla 7.  Sustancias químicas, empleadas en esta investigación. 

REACTIVOS PUREZA Y CASA PRODUCTORA 
n-Tetradecano (sustancia de referencia para 
cromatografía de gases) 

99.5%, Merck, Darmstadt, Alemania. 
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Tabla 7, continuación.  
n-Hexano 99.9%, Mallinckrodt Baker, Inc., Paris, 

Francia. 
Metanol 99.8%, Riedel-de Haën, Seelze, 

Alemania. 
Cloruro de metileno 99.9%, Mallinckrodt Baker, Inc., Paris, 

Francia. 
Ácidos aristolóquicos I y II (sustancia de 
referencia para HPLC) 

AAI 28% y AAII 66%, Sigma-Aldrich.  
EE.UU. 

Agua HPLC Mallinckrodt Baker S.A., Estado de 
México, México. 

Metanol HPLC Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania. 
Ácido acético  99.9%, Mallinckrodt AR, Xalostoc, Estado 

de México, México.  
 

2.2.2 Materiales 

• Tubos de ensayo tapa rosca de 16x150 mm (Kimax). 

• Tubos cónicos de poli(propileno) de 1.5 mL (BRAND, Postfach 1155.  

D-97864 Wertheim, Alemania). 

• Pipetas Pasteur de vidrio de 230 mm de longitud (BRAND, Postfach 

1155.  D-97861 Wertheim, Alemania). 

• Embudo de vidrio (Kimax). 

• Embudo de separación (Kimax). 

• Balón de fondo redondo de 2 L, reductor de 45/50 a 24/40, alargadera 

24/40, trampa Dean-Stark, condensador de bolas y condensador de 

espiras. 

• Extractor Soxhlet de alta presión J&W scientific.inc.1500 psi. 

• Micropipeteadores de 2-20, 25-250 y 100-1000 µl (BRAND, Postfach 

1155.  D-97864 Wertheim, Alemania). 

• Holder para SPME (Supelco). 

• Fibra para SPME (Supelco) recubierta con una fase estacionaria de 

poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno (PDMS/DVB) de 65 µm de 

espesor. 
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• Fibra para SPME (Supelco) recubierta con una fase estacionaria de 

poli(dimetilsiloxano) (PDMS) de 100 µm de espesor. 

• Viales estándar para headspace de 12 mL. 

• Consumibles cromatográficos (septa, férrulas, liners, frascos de 1.5 

mL para cromatografía de gases, jeringas Hamilton de 10 µL, otros). 

• Gas especial (He, Aga FANO, S.A., Bucaramanga, Colombia). 

 

2.2.3 Equipos menores 

• Plancha de calentamiento con agitación magnética (SCHOTT MR 

1065, Schott-Geräte Gmbh, D-65719 Hofheim/Ts, Alemania). 

• Minishaker (SCHOTT MR 1065, Schott-Geräte Gmbh, D-65719 

Hofheim/Ts, Alemania). 

• Balanza digital (BA310S Startius Basic, ±0.005 g, Alemania). 

• Balanza analítica (AG285 METTLER TOLEDO, ±0.00001 G, Suiza). 

• Horno a microondas, LG Intelowave, con potencia de salida de 1200 

W. 

• Baño con circuito de flujo de agua, y temperatura programable (Digital  

polystat temperature controller Cole Palmer). 

• Equipo de ultrasonido (Ultrasonic LC 20H). 

 

2.3 OBTENCIÓN DE LOS ACEITES ESENCIALES. 
 
El aceite esencial de la planta A. ringens se extrajo de hojas y tallos, por 

separado.  Aproximadamente, 400 g de material vegetal fresco (hojas o 

tallos), fueron sometidos a hidrodestilación asistida por la radiación de 

microondas, de acuerdo con el procedimiento descrito por Stashenko y 

colaboradores [2004].  El material vegetal fue sometido a extracción en un 

equipo de destilación tipo Clevenger con reservorio de destilación Dean-

Stark, debidamente adaptado para calentamiento por la radiación de 

microondas en un horno doméstico (Figura 9).  El tiempo total de extracción 

fue cuarenta minutos, en intervalos de 10 min (4 x 10 min), a 60% de la 
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potencia máxima del horno (720 W), empleando 300 mL de agua destilada.  

Este procedimiento se repitió seis veces para hojas y tallos, con el fin de 

obtener una cantidad “pesable” de AE; ya que los rendimientos fueron muy 

bajos.  Posteriormente, el AE se separó por decantación y se pesó.  El 

conjunto total de extracciones se realizó por triplicado, para poder reportar la 

desviación estándar del rendimiento del aceite esencial en hojas y tallos.  

Finalmente, se tomaron 50 µL del AE a los cuales se le adicionaron 2 µL de 

n-tetradecano como estándar interno (Istd) y se aforaron a 1 mL con 

diclorometano en un tubo cónico de poli(propileno).  La muestra fue 

trasvasada a un vial estándar de 1.5 mL para su posterior análisis por GC-

MS. 

 
Figura 9.  Montaje para hidrodestilación asistida por la radiación de 

microondas. 

 
2.4 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS CON FLUIDO SUPERCRÍTICO 

 

Los extractos con fluido supercrítico se obtuvieron de hojas, tallos y flores de 

la planta A. ringens, por separado, para lo cual se empleó material vegetal 

seco, previamente seleccionado y pesado. 

Reservorio de 
destilación  

Muestras en 
viales de 1.5 mL 

Horno a microondas 
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Aproximadamente 4 g de hojas, 7 g de tallos y 2 g de flores, fueron 

sometidos a extracción con fluido supercrítico en un equipo de extracción 

Soxhlet de alta presión, empleando 300 g de CO2 como disolvente en estado 

supercrítico (Figura 10).  El Soxhlet fue sumergido en un baño María a 50ºC, 

donde, una vez que el sistema alcanzó una presión de 1100 psi, se continúo 

con la extracción por un tiempo de 2 h.  Posteriormente, el sistema se enfrió 

hasta conseguir una presión de 500 psi, después de lo cual se inició la 

despresurización por eliminación de CO2.  Los extractos fueron recogidos en 

diclorometano y trasvasados a tubos cónicos de poli(propileno), donde se 

concentraron con sumo cuidado con una corriente de nitrógeno, hasta un 

volumen inferior a 1 mL.  Posteriormente, se les adicionó 1 µL de n-

tetradecano como istd y se aforaron a 1 mL con el mismo solvente.  Las 

muestras así preparadas se pasaron a viales estándar de 1.5 mL, para su 

posterior análisis por GC-MS.  Este procedimiento se llevó a cabo por 

triplicado, para obtener datos de reproducibilidad. 

 

 
Figura 10.  Equipo de extracción Soxhlet de alta presión, para la SFE con 

CO2. 
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con material 
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2.5 EXTRACCIÓN POR HS-SPME IN-VITRO DE LOS COMPUESTOS 
VOLÁTILES DE FLORES DE ARISTOLOCHIA RINGENS 

 

Se tomaron aproximadamente 2.5 g de flores frescas de la especie A. 

ringens, previamente picadas y homogeneizadas, y se transfirieron a un vial 

ámbar tapa rosca para SPME, de 12 mL (Figura 11). 

 

 
Figura 11.  Montaje para SPME in-vitro. 

 

Este sistema fue introducido en un baño María durante 10 min, a una 

temperatura de 60 ºC, con el fin de lograr la etapa de pre-equilibrio de la 

muestra, antes de exponer la fibra para SPME.  Después de concluida la 

etapa de pre-equilibrio, se procedió a exponer la fibra para SPME en el 

espacio de cabeza del vial, por un tiempo de 30 min, manteniendo la 

temperatura en el baño.  Una vez transcurrido este tiempo, la fibra se retiró 

del vial que contenía la muestra y se llevó al puerto de inyección del equipo 

cromatográfico, para realizar la desorción de compuestos y su respectivo 

análisis.  De la misma forma, se analizó un patrón de hidrocarburos (C10-C25), 

así como los blancos de los viales empleados.  Este procedimiento se realizó 

por triplicado, utilizando dos tipos de fibras para SPME con diferentes 

Fibra para 
SPME  

Vial para  
SPME 

Manta de 
calentamiento 
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recubrimientos poliméricos, a saber: poli(dimetilsiloxano) (PDMS, 100 µm) y 

poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 µm). 

 

2.6 EXTRACCIÓN IN-VIVO DE LOS COMPUESTOS VOLÁTILES DE 
FLORES DE ARISTOLOCHIA RINGENS POR HS-SPME 

 
Una flor viva de la planta A. ringens, fue cuidadosamente puesta en pre-

equilibrio a temperatura ambiente por 20 min, en un recipiente acrílico de 

forma cilíndrica.  Una vez concluida la etapa de pre-equilibrio, se procedió a 

exponer la fibra para SPME de PDMS/DVB (65 µm), por un periodo de 30 

min (Figura 12), luego, la fibra se retiró del dispositivo que contenía la flor y 

se llevó al puerto de inyección del equipo cromatográfico, donde se 

analizaron los compuestos adsorbidos.  Este procedimiento se realizó por 

duplicado. 

 

 
Figura 12.  Muestreador para SPME in-vivo. 
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2.7 ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO 
 

Las muestras de AE y extractos se analizaron, empleando como técnica 

analítica, la cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas.  

Para el análisis se usaron dos columnas cromatográficas de diferente 

polaridad, como se describe a continuación. 

 

2.7.1 Análisis por GC-MS en columna apolar.  El análisis cromatográfico 

se llevó a cabo en un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus 

Serie GC System, equipado con un detector selectivo de masas (MSD) 

Agilent Technologies 5973 Network y un inyector automático Agilent 

Technologies 7683 Series (Figura 13). 

 

 
Figura 13.  Cromatógrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus Serie GC 

System acoplado a un detector selectivo de masas (MSD) Agilent 

Technologies 5973 Network y un inyector automático Agilent Technologies 

7683 Series. 

 

La separación de los analitos se realizó en una columna capilar de sílice 

fundida DB-5MS (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm 

(D.I.), recubierta con una fase estacionaria 5%-fenil-poli(metilsiloxano) de 

Inyector 

GC 

MSD 
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0.25 µm de espesor.  Como gas de arrastre se empleó helio (99.995%, Aga 

Fano S.A.), con una presión de entrada en la cabeza de la columna de 16.47 

psi y un flujo de 1 mL min-1.  La temperatura del horno del cromatógrafo de 

gases fue programada de la siguiente forma: el calentamiento inició a 45ºC (5 

min) hasta 150ºC (2 min) @ 4ºC min-1, luego, hasta 250ºC (5 min) @ 5ºC 

min-1 y, finalmente, hasta alcanzar 275ºC (15 min) @ 10ºC min-1.  La relación 

de split empleada fue 1:30. 

 

Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones con una 

energía promedio de 70 eV.  Las temperaturas de la cámara de ionización y 

la línea de transferencia se mantuvieron constantes en 230 y 285 ºC, 

respectivamente  El MSD fue operado en el modo de barrido automático de 

radiofrecuencia (full scan), en un rango de masas de m/z 40-350 Daltons.  

Los datos fueron procesados a través de un sistema de datos HP-

ChemStation (Versión D.02.00.275). 

 

La cuantificación de los metabolitos identificados se llevó a cabo según la 

Ecuación 1, usando el método de estandarización interna, suponiendo que 

el factor de respuesta del estándar interno es aproximadamente el mismo 

que el de los analitos.  Como Istd se usó n-tetradecano, y se supuso que el 

volumen adicionado a cada una de las réplicas, fue exactamente el mismo. 

 

 

Ecuación 1 
 

Donde: 

Cx: Concentración (g/L) del analito en la muestra; 

CIstd: Concentración (g/L) de Istd; 

Ax: Área del pico cromatográfico del analito, cuentas; 

AIstd: Área del pico cromatográfico del Istd, cuentas. 

 

CIstd * Ax  Cx = AIstd 
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2.7.2 Análisis por GC-MS en columna polar.  El análisis cromatográfico en 

columna polar se realizó en un cromatógrafo de gases Agilent Technologies 

6890N Network Serie GC, equipado con un MSD Agilent Technologies 5975 

y un inyector automático Agilent Technologies 7683B Series (Figura 14). 

 

 
Figura 14.  Cromatógrafo de gases Agilent Technologies 6890N Network 

Series GC, equipado con un MSD Agilent Technologies 5975 y un inyector 

automático Agilent Technologies 7683B Series inyector. 

 
La separación de los analitos se llevó a cabo en una columna capilar de sílice 

fundida DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm 

(D.I.), recubierta con una fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada de 

poli(etilenglicol) de 0.25 µm de espesor.  Como gas de arrastre se empleó 

helio (99.995 %, Aga Fano S.A.), con una presión de entrada en la cabeza de 

la columna de 16.47 psi y un flujo de 1 mL min-1.  La temperatura del horno 

del cromatógrafo de gases se programó así: la temperatura inicial fue de 

45ºC (5 min) hasta 150ºC (3 min) @ 3ºC min-1, seguídamente, se aumentó 

hasta 220ºC (5 min) @ 4ºC min-1.  La relación de split empleada fue 1:50. 

Inyector 

GC 

MSD 
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Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones con una 

energía promedio de 70 eV.  Las temperaturas de la cámara de ionización y 

la línea de transferencia se mantuvieron constantes en 230 y 180 ºC, 

respectivamente.  El MSD fue operado en el modo de barrido automático de 

radiofrecuencia (full scan), en un rango de masas de m/z 40-350 Daltons.  

Los datos fueron procesados a través de un sistema de datos HP-

ChemStation (Versión D.02.00.275). 

 

2.7.3 Análisis cromatográfico de los compuestos volátiles de flores de 
Aristolochia ringens obtenidos por HS-SPME.  El análisis de compuestos 

volátiles extraídos por HS-SPME se realizó en un cromatógrafo de gases 

Hewlett-Packard 5890 Series II, equipado con un MSD Hewlett-Packard 5972 

(Figura 15). 

 

 
Figura 15.  Cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 5890 Series II, equipado 

con un MSD Hewlett-Packard 5972. 
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Para este análisis se empleó una columna cromatográfica HP-5MS (J&W 

Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 30 m x 0.25 mm (D.I.), recubierta con una 

fase estacionaria 5%-fenil-poli(metilsiloxano) de 0.25 µm de espesor.  Como 

gas de arrastre se usó helio (99.995 %, Aga Fano S.A.), con un flujo de 1 mL 

min-1.  La temperatura del horno del cromatógrafo de gases fue programada 

así: 45ºC (2 min) hasta 150ºC (5 min) @ 6ºC min-1, seguídamente, se 

aumentó hasta 275ºC (10 min) @ 8ºC min-1.  La relación de split empleada 

fue 1:10. 

 

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones con una 

energía promedio de 70 eV.  Las temperaturas de la cámara de ionización y 

la línea de transferencia se mantuvieron constantes en 180 y 285 ºC, 

respectivamente  El MSD fue operado en el modo de barrido automático de 

radiofrecuencia (full scan), en un rango de masas de m/z 40-350 Daltons.  

Los datos fueron procesados a través de un sistema de datos HP-

ChemStation (Versión D.02.00.275). 

 

2.7.4 Caracterización de las muestras.  La identificación de los 

componentes de los AE y extractos, se realizó por comparación de los 

patrones de fragmentación representados en los espectros de masas, con los 

encontrados en las bases de datos (NIST, Adams, Wiley), administradas en 

el software Data Analysis Chemstation de Agilent Technologies.  Así como 

por comparación de los índices de Kovàts calculados, con los reportados.  

Los índices de Kovàts experimentales se calcularon mediante la Ecuación 2: 

 

 

Ecuación 2 
 

 

Donde: 

IK: Índice de retención del compuesto de interés; 

                  

IK = 100n + 100 tRx  -  tRn   

  
  

        
tRN  -  tRn 
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n: Número de átomos de carbono del n-alcano que eluye antes del 

compuesto de interés; 

tRx: Tiempo de retención del compuesto de interés, min; 

tRn: Tiempo de retención del n-alcano que eluye antes del compuesto de 

interés, min; 

tRN: Tiempo de retención del n-alcano que eluye después del compuesto 

de interés, min. 

 

2.8 DETERMINACIÓN DE LOS AAI Y AAII EN A. RINGENS  
 
2.8.1 Preparación de las muestras.  La determinación de los AA I y II 

presentes en la planta A. ringens, se llevó a cabo de acuerdo con el 

procedimiento descrito en [Jinbin, 2007].  Se estudiaron por separado 

diferentes partes de la planta, a saber: hojas, tallos y flores.  Se empleó 

material vegetal seco, previamente seleccionado, pulverizado y pesado. 

 

Aproximadamente 0.1 g de material vegetal pulverizado, se pesaron en tubos 

de ensayo tapa rosca, posteriormente, se les adicionó metanol grado HPLC 

(5 mL).  La mezcla se sometió a extracción en un equipo generador de 

ultrasonido por 15 min; después, se centrifugó por 10 min y el extracto se 

transfirió a otro tubo de ensayo.  Las extracciones con metanol fueron 

repetidas siete veces.  Los extractos se combinaron y se concentraron a un 

volumen de 10 mL.  Todos los extractos se filtraron antes de su análisis por 

HPLC.  Cada procedimiento se realizó por triplicado, para determinar la 

reproducibilidad del método extractivo. 

 

2.8.2 Análisis por HPLC/UV-DAD.  Los AA I y II se analizaron en un 

cromatógrafo líquido Agilent Technologies 1200 Series, equipado con un 

detector ultravioleta-visible con arreglo de diodos (UV-VIS-DAD) y una 

columna cromatográfica apolar Zorbax Eclipse XDB-C18 Analitical (4.6 mm x 

150 mm, 5µm) operada a 30ºC (Figura 16).  
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Figura 16.  Cromatógrafo de líquidos Agilent Technologies 1200 Series, 

equipado con un detector ultravioleta visible con arreglo de diodos (UV-VIS-

DAD) y una columna cromatográfica apolar Zorbax Eclipse XDB-C18 

Analitical (4.6 mm x 150 mm, 5 µm). 

 

Como fase móvil se usó una mezcla de metanol con una solución acuosa de 

ácido acético (0,1 % v/v) 60-40%, a un flujo de 1 mL min-1.  Se operó en 

modo isocrático.  El volumen de inyección de las muestras fue de 20 µL.  Se 

usó un barrido UV de 200-400 nm.  La longitud de onda de detección fue de 

252 nm.  Todas las muestras se filtraron, usando membranas (fritas) de 0,45 

µm, antes de ser inyectadas.  Los datos se procesaron a través de un 

sistema de datos ChemStation Agilent for LC 3D 2004-2005.  La 

identificación de los AA se hizo, por comparación de los tiempos de retención 

(tR) y espectros UV de la muestra, con los tR y espectros UV obtenidos de 

patrones certificados de AAI y AAII, sometidos para su análisis a las mismas 

condiciones cromatográficas operacionales. 

 

Solventes

Columna

Detector
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A. Determinación de las figuras analíticas de mérito.  Se inyectaron por 

triplicado al cromatógrafo líquido bajo las condiciones descritas en la 

Sección 2.8.2, las soluciones de la sustancia de referencia certificada de AA, 

empleadas para la curva de calibración, así como muestras de los extractos 

de las diferentes partes de la planta A. ringens.  Se realizó el estudio 

estadístico, para evaluar: la repetibilidad, la reproducibilidad, la linealidad de 

la curva de calibración y los niveles mínimos de detección y cuantificación 

(LOD y LOQ) para los AA. 

 

A continuación, se muestran algunas de las fórmulas empleadas para 

calcular las diferentes figuras analíticas de mérito (Ecuación 3) [Miller, 1993]:  

 
Ecuación 3. 
 

 
 

Donde: 

_ 

X = Valor promedio de la variable X (tR, áreas); 

Xi = Valor “iésimo”, para la variable X; 

% CV = Coeficiente de variación; 

σ = Desviación estándar; 
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Sy/x = Raíz principal de los errores al cuadrado; 

Yi = Valor “iésimo “, para la variable Y (Área en mAU*s); 

Ŷi = Valor “ iésimo “, para la variable Y (Área en mAU*s), calculado con la 

ecuación de la curva de calibración 

Sb = Desviación estándar de la pendiente 
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3. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 
 

El pliego testigo de la especie identificada, fue archivado como muestra 

permanente en el Herbario Nacional Colombiano, Instituto de Ciencias 

Naturales, Universidad Nacional de Colombia, con el número de voucher 

registrado en la Tabla 8.  El doctor Fabio Gonzáles hizo la clasificación 

botánica de la planta estudiada. 

 

Tabla 8.  Número de voucher COL de la especie estudiada. 

ESPECIE  AUTOR FAMILIA  No. COL 

Aristolochia ringens Vahl  Aristolochiaceae 519052  
 

El porcentaje de germinación calculado, con base en un total de 300 semillas 

sembradas y 184 germinadas corresponde al 61% (Figura 17). 

 

 
Figura 17.  Germinación de las semillas de A. ringens. 
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3.1 AISLAMIENTO Y ANÁLISIS POR GC-MS DE ACEITES ESENCIALES Y 
EXTRACTOS CON FLUIDO SUPERCRÍTICO 
 
Los resultados de las caracterizaciones químicas de los AEs y extractos 

(SFE) de hojas y tallos de A. ringens, se presentan a continuación. 

 

3.1.1 Análisis del AE y extracto de hojas de A. ringens.  El AE obtenido 

mediante MWHD presentó un olor penetrante, y un color traslúcido, 

ligeramente amarillo.  El rendimiento de extracción (en base fresca) fue de 

0.008 ± 0.0022 % (p/p) (n=3), el cual es un rendimiento bajo, teniendo en 

cuenta que los rendimientos reportados para la mayoría de las especies 

vegetales aromáticas comerciales superan el 0.1 %. 

 

Para la obtención del extracto con fluido supercrítico se utilizó material 

vegetal seco, ya que el agua presente en la planta actúa como solvente, 

aumentando la polaridad del sistema, lo cual interfiere en este proceso 

extractivo.  El rendimiento de esta extracción fue de 4 ± 1.8 % (p/p) (n=3), sin 

embargo, esta técnica fue poco reproducible, ya que fue difícil controlar 

variables tales como: la cantidad exacta de CO2 y la velocidad de 

despresurización, las cuales tienen incidencia sobre la cantidad de extracto 

recuperado. 

 

En la Figura 18, se presentan los perfiles cromatográficos de los metabolitos 

secundarios de hojas de A. ringens, aislados por MWHD y SFE, y analizados 

por GC-MS, usando una columna cromatográfica apolar DB-5, de 60 m de 

longitud.  

 

En la Tabla 9 se relacionan los componentes mayoritarios aislados e 

identificados, según su orden de elución en la columna apolar, con sus 

respectivos índices de retención, cantidades relativas, y concentraciones 

(solo para el AE aislado por MWHD) determinadas por el método de 
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estandarización interna.  En la fracción aislada por MWHD fueron 

identificados 36 componentes (cantidad relativa, ≥ 0.08%), que representan 

el 84 % de la corriente iónica total reconstruida (TIC) del AE, bajo los 

parámetros de integración aplicados (umbral de integración, Thshd=18 y área 

de rechazo del pico en la base=0.1). 

          A 

 B 

 
Figura 18. Perfiles cromatográfico típicos del AE y extracto de hojas de A. 

ringens, aislados por: A. MWHD y B. SFE.  Columna DB-5 (60 m), split 1:30, 

MSD (EI, 70 eV).  En la Tabla 9 se reporta la identificación de los picos 

cromatográficos.  

 

Como se puede observar en la Figura 18, los extractos aislados por SFE, 

presentaron un perfil cromatográfico con menos picos, que el obtenido para 
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el AE aislado por MWHD.  En este caso, se identificaron positivamente 7 

componentes (cantidad relativa, ≥ 0.3%), los cuales representan el 81 % de 

la TIC, bajo los parámetros de integración escogidos (umbral de integración, 

Thshd=17  y área de rechazo del pico en la base=0.05). 

 

Los cuatro componentes mayoritarios en el AE de hojas, aislado por MWHD, 

fueron: trans-4(14),5-muurola-dieno (13%), biciclogermacreno (12.8%), trans-

β-cariofileno (11.4%) y el éster metílico del ácido 5-(decahidro-5,5,8a-trimetil-

2-metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico (10.3%).  Cabe destacar, que de 

estos cuatro compuestos, el trans-β-cariofileno ya ha sido reportado entre los 

compuestos mayoritarios de las especies A. acutifolia, A. argentina, A. 

brevipes, A. chilensis, A. debilis, A. elegans, A. gibertii, A. indica, A. longa y 

A. melanoglossa, así como el biciclogermacreno en A. argentina, A. elegans, 

A. gibertii, A. heterophylla, A. kaempferi, A. manshuriensis y A. mollissima 

[Wu, 2004]. 

 

Por otra parte, se pudo determinar que la extracción con fluido supercrítico 

no dió buenos resultados para las hojas de A. ringens; como se puede 

observar en la Tabla 9.  Por este método fueron aislados e identificados 

positivamente, siete compuestos, de los cuales, aparentemente, solo el 

germacreno D no se logró aislar por MWHD, los otros seis, fueron 

identificados también en el AE.  Sin embargo, se puede observar, que la SFE 

permite una alta selectividad para aislar el éster metílico del ácido 5-

(decahidro-5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico, el 

cual constituye el 67 % del extracto de hojas de A. ringens. 
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Tabla 9.  Cantidad relativa (%), concentración (mg/L de AE) e identificación de los metabolitos secundarios aislados por 

MWHD y SFE de hojas de A. ringens. 

Nº   IKb Cantidad relativa, %c 
Concentración 

[mg/L]c  
Picoa  Compuesto DB-5 DB-WAX MWHD SFE MWHD 

1 (Z)-3-Hexenol - 1382 0,245±0,000 -  3000±34 
2 n-Hexanol - 1352 0,092±0,0071 -  1120±98 
3 Limoneno 1032 1194 0,081±0,0049 -  990±73 
4 Linalool 1100 1547 0,080±0,0092 -  1000±120 

5 1-Etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-              
4-(1-metiletiliden)ciclohexano 1333 1485 1,39±0,064 -  17000±960 

6 δ-Elemeno 1335 1473 0,54±0,011 -  6700±210 
7 α-Ylangeno 1374 1490 0,58±0,036 -  7100±520 
8 α-Copaeno 1380 1498 0,139±0,0092 -  1700±130 
9 β-Bourboneno + β-Elemeno 1391 1528-1598 4,3±0,32 -  52000±4500 

10 α -Gurjuneno 1414 1538 0,56±0,033 -  6900±480 
11 trans-β-Cariofileno 1433 1613 11,4±0,17 1,2±0,32 139300±600 
12 β-Copaeno 1439 1688 1,05±0,048 -  12900±720 
13 β-Gurjuneno 1441 1599 0,230±0,0064 -  2810±42 
14 6,9-Guaiadieno 1448 1615 1,24±0,047 -  15200±730 
15 cis-3,5- Muurola-dieno 1453 1606 0,45±0,023 -  5500±340 
16 allo-Aromadendreno 1457 1658 0,54±0,024 -  6600±360 
17 α-Humuleno 1467 1682 2,01±0,073 -  25000±1200 
18 γ-Gurjuneno 1471 1619 0,76±0,033 -  9400±500 
19 γ-Muuroleno 1479 1700 0,74±0,029 -  9100±450 
20 Germacreno-D 1491 1717  - 2,2±0,5  - 
21 trans-4(14),5-Muuroladieno 1495 1728 13,0±0,22  - 159000±1100 
22 Biciclogermacreno 1510 1753 12,8±0,28 1,5±0,30 157000±1700 
23 γ-Cadineno 1522 1772 0,78±0,081 -  9600±880 
24 δ-Cadineno 1524 1767 1,09±0,041 -  13400±650 
25 (E)-Nerolidol 1564 2039 3,05±0,078 -  37000±1400 
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Tabla 9, continuación.  
26 Germacreno B 1572 1846 1,01±0,036 -  12400±580 
27 Benzoato de (Z)-3-hexenilo + N.I. 1578   0,17±0,045 -  2100±520 
28 Espatulenol 1593 2142 8,03±0,081 0,42±0,051 98000±2000 
29 Óxido de cariofileno + N.I. 1598 2008 4,07±0,037 -  49820±73 
30 Salvial-4(14)-en-1-ona + N.I. 1606 2032 0,74±0,031 -  9100±470 
31 β-Biotol 1612   0,25±0,016 -  3100±220 
32 Epóxido II de humuleno  1624   0,20±0,010 -  2500±150 
33 Esclareno 1948   0,27±0,034 -  3300±450 
34 Manool 2075   0,53±0,022 0,66±0,033 6500±200 
35 Esclareol 2223   0,82±0,035 8,4±0,32 10100±320 

36 
Éster metílico del ácido 5-(decahidro-
5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-
metil-2-pentenoico  

2331 2142 10,3±0,81 67±2,6 126000±8600 

          a      Número de pico en la Figura 12.  
          b      Índices de Kováts experimentales (Columna DB-5, 60m). 
          c      Promedio de tres extracciones, n=3. 

      N.I.  No identificado. 
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Se pudo determinar que el 66% de los metabolitos identificados, en el AE 

aislado por MWHD, corresponde a hidrocarburos sesquiterpénicos, dentro de 

los cuales se destaca la presencia de trans-4(14),5-muurola-dieno, trans-β-

cariofileno y biciclogermacreno.  El 19% pertenece a la familia de los 

sesquiterpenos oxigenados, destacándose la presencia de espatulenol y (E)-

nerolidol.  También se detectó la presencia de diterpenoides, que alcanzaron 

el 14% de los compuestos identificados, siendo el éster metílico del ácido 5-

(decahidro-5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico, el 

componente mayoritario en este grupo de compuestos (Figura 19). 

 

Diterpenoides
14%

Otros
1%

Sesquiterpenos 
oxigenados

19% Hidrocarburos 
sesquiterpénicos

66%

Figura 19.  Clasificación de los metabolitos identificados en el AE de hojas 

aislado por MWHD, según la familia de compuestos a la que pertenecen. 

 

3.1.2 Análisis del AE y extracto de tallos de A. ringens.  El AE de tallos de 

A. ringens, obtenido mediante MWHD presentó un olor intenso y penetrante, 

ligeramente cítrico, y un color amarillo traslúcido.  El rendimiento de 

extracción (en base fresca) fue de 0.047 ± 0.0026 % (p/p) (n=3).  A pesar de 

que este rendimiento fue casi seis veces más alto, que el rendimiento del AE 

en hojas, sigue siendo un rendimiento bajo comparado con los reportados 

para la mayoría de las especies vegetales aromáticas comerciales.  El 

rendimiento de la SFE de tallos de A. ringens alcanzó el 1.2 ± 0.25 % (p/p) 

(n=3). 



 49

Los perfiles cromatográficos típicos de los metabolitos secundarios aislados 

de tallos de A. ringens, por MWHD y SFE, y obtenidos por GC-MS y la 

columna cromatográfica apolar DB-5, de 60m de longitud, se presentan en la 

Figura 20. 

A 

B 

 
Figura 20.  Perfiles cromatográficos típicos del AE y extracto aislados de 

tallos de A. ringens, por: A. MWHD y B. SFE.  Columna DB-5 (60 m), split 

1:30, MSD (EI, 70 eV).  En la Tabla 10 se reporta la identificación de los 

picos cromatográficos. 

 

En la Tabla 10 se reportan los componentes mayoritarios aislados e 

identificados, según su orden de elución en esta columna, junto con sus 
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respectivos índices de retención, cantidades relativas (%), y concentraciones 

(mg/L de AE) determinadas por el método de estandarización interna.  En el 

AE de tallos de A. ringens, aislado por MWHD, se identificaron positivamente 

46 componentes (≥ 0.06%), que representan el 98% de la TIC.  Los 

siguientes fueron los parámetros de integración aplicados: umbral de 

integración, Thshd=17 y área de rechazo del pico en la base=0.05.  En el 

extracto aislado mediante SFE, se identificaron positivamente 20 

componentes (≥ 0.4%), los cuales representan el 86 % de la TIC; se usaron 

los siguientes parámetros de integración: umbral de integración, Thshd=17 y 

área de rechazo del pico en la base=0.1. 

 

Los siguientes fueron los compuestos mayoritarios presentes en el AE 

aislado por MWHD de tallos de A. ringens: limoneno (20%), p-cimeno 

(17.8%) y α-felandreno (16.1%), de ellos el limoneno ya fue reportado dentro 

de los compuestos mayoritarios de las especies A. argentina, A. 

asclepiadifolia, A. brevipes, A. debilis, A. elegans, A. gibertii y A. gigantea.  El 

α-felandreno, fue reportado en la especie A. argentina [Wu, 2004]. 

 

En la Figura 20 se puede observar, que la extracción con fluido supercrítico 

fue más eficiente para tallos de A. ringens, que para las hojas.  Sin embargo, 

mediante este proceso extractivo se aisló una cantidad significativamente 

menor de metabolitos, que la obtenida por el método de MWHD.  Los 

siguientes fueron componentes mayoritarios: limoneno (19.8%), α-felandreno 

(12.21%) y el éster metílico del ácido 5-(decahidro-5,5,8a-trimetil-2-metileno-

1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico, el cual alcanzó el 11 % del extracto (SFE) 

de tallos de A. ringens. 
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Tabla 10.  Cantidad relativa (%), concentración (mg/L de AE) e identificación de los metabolitos secundarios aislados por 

MWHD y SFE de tallos de A. ringens. 

 

No.   Ikb  Concentración,
Picoa Compuesto DB-5 DB-WAX Cantidad relativa, %c [mg/L]c 

        MWHD SFE MWHD 
1 α-Tujeno 928 1022 0,47±0,032 -  2600±210 
2 α-Pineno 937 1019 4,9±0,11 2,3±0,28 27000±1100 
3 Canfeno 954 1060 0,99±0,057 -  5500±210 
4 Sabineno 976 1116 0,60±0,035 -  3300±240 
5 β-Pineno 982 1102 1,89±0,065 0,60±0,072 10400±550 
6 β-Mirceno 991   3,62±0,063 1,4±0,16 20000±850 
7 α-Felandreno 1014 1164 16,1±0,35 12,21±0,081 89000±2000 
8 ∆3-Careno 1015   1,09±0,040 0,9±0,20 6000±380 
9 p-Cimeno 1034 1270 17,8±0,66 4,0±0,30 98000±6400 

10 Limoneno 1040 1202 20±1,3 19,8±0,87 113000±6500 
11 β-Felandreno + eucaliptol 1042 1208+1210 3,1±0,23 3,0±0,61 17000±1300 
12 trans-β-Ocimeno 1049 1250 1,04±0,012 -  5700±180 
13 γ-Terpineno 1063 1243 0,128±0,0032 -  700±28 

14 Hidrato de cis-sabineno + cis-óxido de 
linalool (Furanoide) 

1076 1466 0,081±0,0071 -  440±44 

15 Terpinoleno + trans-óxido de linalool 
(Furanoide) 

1090 1449 0,322±0,0095 -  1770±52 

16 Linalool 1104 1547 6,5±0,10 2,4±0,29 36000±1800 
17 Isovalerato de isopentilo * 1106 1293 0,4±0,12 -  2200±760 



 52

Tabla 10, continuación. 
18 C11H18 (N.I.) 1113 1303 0,06±0,044 -  320±250 
19 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1124 1580 0,16±0,019 -  900±110 
20 cis-p-Menta-2-en-1-ol  1127   0,30±0,018 -  1630±96 

21 trans-Óxido de limoneno + cis-p-menta-
2,8-dien-1-ol 1137 1447 0,22±0,025 -  1200±150 

22 trans-p-Ment-2-en 1-ol + N.I. 1143 1415 0,22±0,019 -  1230±93 
23 Alcanfor + N.I. 1151 1521 0,11±0,021 -  580±130 
24 Borneol 1171 1708 0,49±0,012 -  2680±57 
25 Terminen-4-ol 1176   0,159±0,0084 -  880±53 
26 α-Terpineol  1188   0,69±0,065 -  3800±260 
27 Metil timol éter 1227   0,31±0,013 -  1680±20 

28 1-Etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-                   
4-(1-metiletilideno)ciclohexano 

1330 1485 0,22±0,013 -  1220±70 

29 δ-Elemeno  1332 1473 0,250±0,0067 -  1380±60 
30 β-Bourboneno  1387 1526 0,493±0,0085 -  2720±76 
31 β-Elemeno 1388 1591 0,26±0,022 0,46±0,078 1410±74 
32 C15H24 (N.I.) 1423   0,090±0,0047 -  500±15 
33 trans-β-Cariofileno 1426 1609 3,8±0,12 6,4±0,29 20700±700 
34 γ-Elemeno 1430   0,128±0,0061 -  700±33 
35 6,9-Guaiadieno 1444 1615 0,092±0,0038 -  510±38 
36 α-Humuleno 1463 1676 0,309±0,0038 -  1710±57 
37 β-Chamigreno + 7,9(11)-dieno-drima 1484   tr 1,25±0,086 -  
38 Germacreno D 1488 1717 3,1±0,10 2,2±0,19 17000±1100 
39 Valenceno 1493   0,140±0,0030 0,68±0,049 770±15 
40 β-Selineno 1496   0,42±0,015 2,8±0,26 2310±80 
41 α-Selineno + biciclogermacreno 1502 1746 3,41±0,085 12±1,7 18800±870 
42 trans-Nerolidol 1562   0,37±0,059   2100±400 
43 Germacreno B 1569 1844 0,152±0,0036   840±53 
44 Espatulenol + germacreno D-4-ol 1587 2138 1,1±0,22   6000±1400 
45 Óxido de cariofileno 1594 2008 1,2±0,18 0,86±0,076 7000±1200 
46 Selin-11-en-4-α-ol 1673 2271 0,270±0,0075 0,84±0,071 1490±77 



 53

Tabla 10, continuación.  
47 Esclareol 2228   tr 0,72±0,084 -  

48 
Éster metílico del ácido 5-(decahidro-
5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-
metil-2-pentenoico  

2325 2142 0,25±0,050 11±1,2 1400±330 

                            a      Número de pico en la Figura 14.  
                            b      Índices de Kovàts experimentales (Columna DB-5, 60m). 
                            c      Promedio de tres extracciones, n=3. 

                  N.I.  No identificado. 

                  tr     Trazas. 

                  *      Identificado tentativamente. 
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A diferencia del AE de hojas, el AE de tallos aislado mediante MWHD, 

presenta un elevado porcentaje de hidrocarburos monoterpénicos (73%), 

entre ellos figuran los tres componentes mayoritarios del aceite esencial.  El 

siguiente grupo de compuestos, fueron los hidrocarburos sesquiterpénicos 

(13%), seguido de los monoterpenos oxigenados (10%), entre los ultimos se 

destaca la presencia de linalool, que constituyó el 65% en este grupo.  Por 

último, se observó una reducida cantidad de sesquiterpenos oxigenados, que 

representaron sólo el 3% de los componentes identificados en el AE (Figura 
21). 

 

Figura 21.  Clasificación de los metabolitos identificados en el AE aislado por 

MWHD de tallos de A. ringens, según la familia de compuestos a la que 

pertenecen. 

 

3.1.3 Análisis del extracto de flores de A. ringens.  El rendimiento de la 

SFE (en base seca) de flores de A. ringens fue de 4 ± 1.8 % (p/p) (n=3).  El 

perfil cromatográfico típico del extracto obtenido por SFE de flores de A. 

ringens, analizado por GC-MS, en la columna apolar DB-5, de 60m de 
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longitud, se presenta en la Figura 22.  Como se puede observar, en el 

cromatograma sólo aparece un pico diferente al del estándar interno (Istd), y 

éste corresponde al éster metílico del ácido 5-(decahidro-5,5,8a-trimetil-2-

metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico (Figura 23).  Ello muestra que 

podría tratarse de un compuesto de importancia en el metabolismo de esta 

especie; además, es el componente mayoritario en el extracto SFE de hojas 

y también se detectó en los tallos de A. ringens.  En la Tabla 11 se reporta la 

concentración de este compuesto en (mg/kg de flor seca) determinada por el 

método de estandarización interna. 

 

 
Figura 22. Perfil cromatográfico típico del extracto (SFE) de flores de A. 

ringens.  Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (EI, 70 eV). 

 
 
Tabla 11.  Concentración (mg/kg de flores secas) del único componente 

aislado por SFE, en las flores de A. ringens. 

Pico  Compuesto  IKa Concentración,
No.   DB-5 DB-WAX [mg/kg]b 

1 
Éster metílico del ácido 5-(decahidro-
5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-
3-metil-2-pentenoico  

2325 2142 9,1±0,66 

a      Índices de Kovàts experimentales (Columna DB-5, 60m). 
b      Promedio de dos extracciones, n=2. 
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OO

 
Figura 23. Estructura del éster metílico del ácido 5-(decahidro-5,5,8a-trimetil-

2-metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico. 

 

Las flores de A. ringens fueron sometidas a MWHD, pero no se obtuvo AE, 

debido a ésto, no se reportan perfiles cromatográficos correspondientes al 

AE de flores. 

 

3.2 DETERMINACIÓN DE LOS COMPUESTOS VOLÁTILES DE FLORES 
DE A. RINGENS POR HS-SPME 

 

Las flores de A. ringens presentan un olor fétido, muy desagradable al olfato 

humano, el cual les sirve para atraer insectos saprófagos como las moscas, 

los cuales facilitan el proceso reproductivo de la planta.  Debido a esta 

característica, se implementó el análisis HS-SPME con el fin de identificar los 

componentes volátiles causantes del olor característico de las flores de esta 

especie.  La determinación se llevó a cabo in-vivo e in-vitro, siguiendo las 

metodologías descritas en las Secciones 2.5.y 2.6. 

 

3.2.1 Determinación in-vitro de los compuestos volátiles de flores de A. 

ringens por HS-SPME.  En la determinación in-vitro de los componentes 

volátiles de las flores se usaron dos tipos de fibras para SPME, con 

diferentes recubrimientos poliméricos, a saber: poli(dimetilsiloxano) (PDMS, 

100 µm) y poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 µm). 
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En la Figura 24, se presentan los perfiles cromatográficos de los 

componentes volátiles de flores de A. ringens, aislados por HS-SPME, 

empleando los dos tipos de fibras, y analizados por GC-MS, en la columna 

cromatográfica apolar HP-5MS, de 30 m de longitud. 

           A 

           B 

 
Figura 24.  Perfiles cromatográficos típicos de los componentes volátiles 

aislados por HS-SPME, de flores de A. ringens: A. PDMS, 100 µm y B. 

PDMS/DVB, 65 µm.  Columna HP-5MS (30 m), split 1:10, MSD (EI, 70 eV).  

En la Tabla 12 se reporta la identificación de los componentes. 
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En la Tabla 12 se reportan los componentes mayoritarios aislados e 

identificados, según su orden de elución en esta columna, con sus 

respectivos índices de retención y cantidades relativas.  Como se puede 

observar, al usar el recubrimiento polimérico de PDMS, se pudieron 

identificar positivamente 17 componentes (≥ 0.1%), los cuales representan el 

82 % de la TIC.  Los siguientes fueron los parámetros de integración 

aplicados: umbral de integración, Thshd=17 y área de rechazo del pico en la 

base=0.1. 

 
Tabla 12.  Identificación de los componentes aislados por HS-SPME de 

flores de A. ringens. 

No. IKb Cantidad relativa %c 

Picoa Compuesto 
DB-5 PDMS/DVB PDMS 

1 Mirceno 990 0,40±0,042  - 
2 Limoneno 1040 0,3±0,25  - 
3 cis-β-Ocimeno 1035 22±2,2 1,4±0,45 
4 trans-β-Ocimeno 1046 11,22±0,039 0,8±0,24 
5 Linalool 1096 3,1±0,46 tr 
6 3-Metilbutanoato de 3-metil-3-Butenilo 1116  0,23±0,065  - 
7 allo-Ocimeno 1125 1,7±0,24 0,4±0,12 
8 Bicicloelemeno 1333 0,25±0,011 6,18±0,685 
9 δ-Elemeno  1335 0,51±0,041  - 

10 α-Cubeneno 1347 0,230±0,0014  - 
11 α-Ylangeno 1368 0,57±0,093 0,43±0,022 
12 α-Copaeno 1380 0,428±0,0035  - 
13 β-Bourboneno 1383 1,2±0,77 4±1,3 
14 β-Elemeno 1388  - 0,70±0,092 
15 α-Gurjuneno 1406 0,40±0,035 0,32±0,010 
16 trans-β-Cariofileno 1419 23±2,0 33,3±0,12 
17 β-Copaeno 1425 1,0±0,16 1,81±0,049 
18 γ-Elemeno 1427 0,36±0,056 1,9±0,21 
19 α-Maaileno 1437 0,40±0,055  - 
20 Aromadendreno 1441 5,5±0,26  - 
21 α-neo-Cloveno 1443  - 0,38±0,040 
22 α-Humuleno 1450 1,5±0,30 2,5±0,17 

23 Dihidro aromadendreno + cis-1(6),4-
cadinadieno + 9-epi-Cariofileno 

1458 0,6±0,16 - 

24 allo-Aromadendreno  1459  - 0,27±0,020 
25 trans-1(6),4-Cadinadieno 1478 0,18±0,040  - 
26 γ-Muuroleno 1479 2,3±0,14  - 
27 Germacreno D 1481 3,2±0,27 18±2,5 
28 Viridifloreno + Biciclogermacreno 1497 5,3±0,20 8,7±0,72 
29 α-Muuroleno 1506 0,93±0,033  - 
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Tabla 12, continuación. 
30 δ-Amorfeno 1512 0,67±0,069  - 
31 γ-Cadineno 1524 2,4±0,24  - 
32 δ-Cadineno 1525 4,4±0,37  - 
33 trans-1(2),4-Cadinadieno 1533 0,24±0,079  - 
34 α-Cadineno 1537 0,9±0,13  - 
35 3,7(11)-dieno-Selina 1547 0,19±0,046  - 

a      Número de pico en la Figura 18.  
b      Índices de Kovàts experimentales (Columna DB-5, 60m). 
c      Promedio de tres extracciones, n=3. 

tr     Trazas. 

 

El recubrimiento polimérico de PDMS/DVB, presentó una mayor cantidad de 

compuestos retenidos, por lo cual, éste luego fue escogido para la 

determinación in-vivo.  Con la fibra PDMS/DVB se hizo la identificación de 33 

componentes (≥ 0.1%), que correspondieron al 96 % de la TIC.  Se usaron 

los siguientes parámetros de integración: umbral de integración, Thshd=17 y 

área de rechazo del pico en la base=0.1. 

 

3.2.2 Determinación in-vivo de los compuestos volátiles de flores de A. 

ringens por HS-SPME.  Para la determinación in-vivo de los componentes 

volátiles de las flores se escogió la fibra con recubrimiento polimérico de 

poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno (PDMS/DVB, 65 µm), debido a que esta 

fibra fue más eficiente para extraer los volátiles in-vitro. 

 

En la Figura 25, se presenta el perfil cromatográfico de los componentes 

volátiles de flores de A. ringens, aislados in-vivo por HS-SPME, con la fibra 

de PDMS/DVB, y analizados por GC-MS, usando una columna 

cromatográfica HP-5MS, de 30 m de longitud. 

 

En la Tabla 13 se reportan los componentes mayoritarios aislados e 

identificados, según su orden de elución en la columna apolar, con sus 

respectivos índices de retención y cantidades relativas.  Con esta 

metodología, sólo se pudieron identificar 5 componentes (≥ 0.5%), los cuales 
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representaron el 74 % de la TIC.  Los siguientes fueron los parámetros de 

integración aplicados: umbral de integración, Thshd=13 y área de rechazo 

del pico en la base=0.1. 

 
Figura 25.  Perfil cromatográfico de los componentes volátiles aislados in-

vivo por HS-SPME, de flores de A. ringens.  Fibra PDMS/DVB, 65 µm.  

Columna HP-5MS (30 m), split 1:10, MSD (EI, 70 eV).  En la Tabla 13 se 

reporta la identificación de los picos cromatográficos.  

 

Tabla 13.  Cantidad relativa (%) e identificación de los componentes de flores 

de A. ringens, aislados in-vivo por HS-SPME, empleando una fibra con 

recubrimiento de PDMS/DVB, 65 µm. 

No. IKb Cantidad 
Picoa Compuesto 

DB-5 Relativa % 
1 Ácido 2-metilbutanoico   21,074 
2 Nonanal 1105 6,217 
3 Decanal 1207 9,489 
4 Undecanal 1306 0,607 
5 2,2'-bismetilen[6-(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol] 2417 36,240 

a      Número de pico en la Figura 19.  
b      Índices de Kovàts experimentales. 

 

Es importante mencionar, que por HS-SPME in-vivo, se aislaron compuestos 

que han sido reportados como causantes de malos olores [Cervantes, 2006], 

entre ellos, figuran ácidos carboxílicos de cadena corta y aldehídos volátiles 

como el nonanal, decanal y undecanal.  Usando el procedimiento HS-SPME 
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in-vitro se obtuvieron los perfiles cromatográficos similares a los de los AE y 

extractos (SFE) de hojas y tallos. 

 

3.3 RUTAS DE FRAGMENTACIÓN DE ALGUNOS COMPUESTOS 
IDENTIFICADOS 
 
A continuación, se muestran las rutas de fragmentación de 3 compuestos 

mayoritarios en los AE y extractos de la planta A ringens.  Los dos, trans-β-

cariofileno y limoneno, son muy comunes para muchas plantas, y el otro, el 

éster metílico del ácido 5-(decahidro-5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-

metil-2-pentenoico, es característico de Aristolochias. 

 
3.3.1 Rutas de fragmentación del limoneno.  El limoneno es un 

monoterpeno cíclico, que se encuentra como componente mayoritario en los 

AE de cítricos, y en muchos otros aceites de plantas aromáticas.  Su 

espectro de masas aparece en la Figura 26.  Las rutas de ionización 

disociativa se presentan en el Esquema 1, estas ya fueron reportada por 

múltiples tesis desarrolladas en CENIVAM [Celis, 2007; Gómez, 2007; 

Monsalve, 2007]. 

 
Figura 26.  Espectro de masas del limoneno (EI, 70 eV). 
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Esquema 1.  Rutas de fragmentación del limoneno. 

 

 
 

Se observa el ion molecular M  (m/z 136) con una intensidad media (40%).  

Su fragmentación se caracteriza por una ruptura tipo retro-Diels-Alder (RDA), 

acompañada de la formación de un fragmento en m/z 68.  Los iones (M-

CH3)+ y (M-C3H5-2H)+ en m/z 121 (40%) y m/z 93 (100%), respectivamente, 

se producen a partir del ion M , por pérdida del radical CH3
. y del grupo 

isopropenílico, seguido de la eliminación de dos átomos de hidrógeno.  Los 

iones de intensidad media en m/z 107 y 79 provienen de la pérdida del 

radical C2H5
. y de una molécula de etileno, respectivamente, a partir del ion 

molecular. 
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3.3.2 Posibles rutas de fragmentación del trans-β-cariofileno.  El 

cariofileno es un sesquiterpeno, C15H24, que tiene olor a madera y es uno de 

los constituyentes mayoritarios en los AE y extractos de la planta A. ringens.  

Su espectro de masas aparece en la Figura 27.  Las posibles rutas de 

ionización disociativa se presentan en el Esquema 2.  

 

 

 

 
Figura 27.  Espectro de masas del trans-β-cariofileno (EI, 70 eV). 

 

 

El ion molecular del trans-β-cariofileno en m/z 204 presenta una intensidad 

media (11%), y se caracteriza por una abundante fragmentación.  El ion M  

sufre reordenamientos del esqueleto y transposiciones del hidrógeno, que 

conducen a la formación del ion, pico de base, en m/z 133 (100%).  La 

sucesiva eliminación de moléculas neutras a partir de este fragmento, 

produce los iones en m/z 79 (56%), 93 (82%) y 105 (55%).  La ruptura alílica 

del ion molecular genera iones en m/z 69 (46%) y C3H5
+ en m/z 41 (38%). 
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Esquema 2.  Posibles rutas de fragmentación del trans-β-cariofileno. 
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3.3.3 Posibles rutas de fragmentación del éster metílico del ácido 5-
(decahidro-5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico.  
El espectro de masas del éster, aparece en la Figura 28. Las rutas de 

ionización disociativa se presentan en el Esquema 3. 

 

 

 
Figura 28.  Espectro de masas del éster metílico del ácido 5-(decahidro-

5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico (EI, 70 eV). 
 

En el espectro de masas se observa el catión-radical M  en m/z 318 con una 

intensidad media de (12%).  Producto de una ruptura alílica de M , se forma 

el fragmento en m/z 205 con una abundancia de 22%.  Seguidamente, y a 

través de un reordenamiento de hidrógeno, se elimina una molécula de 

propeno, para generar el ion de m/z 163 con abundancia 12%.  El ion en m/z 

137 (82%), proveniente del fragmento en m/z 205, es resultado de la apertura 

del anillo (ruptura homolítica) acompañada del reordenamiento de hidrógeno 

y la eliminación de la molécula neutra (C5H7).  Posteriormente, mediante otro 

reordenamiento, se desprende otra molécula de propeno, para dar origen al 

catión en m/z 95 con abundancia de 64%. 
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Por razón de la pérdida sucesiva de dos moléculas de eteno a partir del ion 

en m/z 205, se obtienen las señales en m/z 177 (32%) y m/z 149 (29%).  La 

señal en m/z 163 (12%), surge de la pérdida de una molécula de propeno 

(por reordenamiento de hidrógenos) del ion m/z 205. 

 
Esquema 3.  Posibles rutas de fragmentación del éster metílico del ácido 5-

(decahidro-5,5,8a-trimetil-2-metileno-1-naftalenil)-3-metil-2-pentenoico. 
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Otras fragmentaciones que sufre el M  son: ruptura α, con pérdida de un 

radical metoxi dando origen al catión en m/z 287 (6%), pérdida de un radical 

metilo para formar el fragmento en m/z 303 (96%), y la eliminación de una 

molécula neutra (C3H6O2) que genera el ion en m/z 244 (30%). 

 

La transposición de un hidrógeno a un carbono metilénico en el M , origina 

la perdida de una molécula neutra (C15H24), generando el ion pico de base en 

m/z 114 (100%).  La ruptura α del ion pico de base genera el catión en m/z 

83 (22%), el cual por eliminación de una molécula de CO, produce el 

fragmento en m/z 55 (26%). 

 
3.4. DESARROLLO DEL MÉTODO PARA EL ANÁLISIS POR HPLC-

UV/DAD DE LOS AAI Y AAII EN A. RINGENS. 
 
3.4.1 Pruebas preliminares.  Con base en la metodología propuesta por 

Hashimoto para la separación de los AA, se empleó una fase móvil metanol-

agua, y la longitud de onda (λ) del detector de arreglo de diodos se fijó en 

254 nm.  La temperatura de la columna se mantuvo en 25ºC.  Una vez 

separados los AAI y AAII, se examinó su absorbancia en un rango de 200-

500 nm. 

 
A. Selección de la fase móvil, separación de los AA.  En cromatografía 

líquida de fase reversa, las fases móviles muy polares, como el agua, logran 

mayor retención de los analitos con carácter hidrofóbico cuando se operan en 

modo isocrático.  Por lo tanto, las pruebas preliminares iniciaron con un cierto 

porcentaje de metanol en el eluyente. 
 
Los cromatogramas correspondientes a diferentes proporciones de agua-

metanol, se muestran en el Anexo 1.  Con la adición del ácido acético, como 

modificador orgánico, a la fase móvil, se logró una mayor selectividad y, por 

lo tanto, una mejor separación entre las señales de los AA.  La adición del 
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ácido acético permite desplazar el equilibrio hacia la forma no disociada (más 

retenida) de los AA. 
 
Finalmente, se eligió la fase móvil MeOH:H2O:CH3COOH en proporción 

60:40:0.1 v/v/v, para el análisis de los AA. 
 
B Selección de la longitud de onda.  Los espectros de absorción de los AA, 

en una solución de AAII (120 ppm) y AAI (51 ppm) en el rango de 200-500 

nm, se muestran en el Anexo 2.  Para brindar mayor sensibilidad al análisis, 

se seleccionó la longitud de onda de máxima absorbancia en los dos 

espectros UV-VIS, según lo reportado en la Tabla 14.  
 

 

Tabla 14.  Longitud de onda de máxima absorbancia de los AA. 

Compuesto λ de máxima 
absorbancia (nm) 

AA II 252 
AA I 225 

 
 
C Selección de la temperatura.  Los valores máximos de las viscosidades 

de las mezclas metanol-agua, se encontraron en el rango correspondiente a 

50:50 y 60:40 entre componentes.  Con el aumento en la temperatura de la 

columna hasta 30ºC, y conservando los parámetros de separación de los AA 

descritos en la Sección 3.4.1, Parte A, se logró disminuir la viscosidad de la 

fase móvil metanol-agua empleada en la separación de los AA [Thompson, 

2006], factor importante en la preservación del equipo cromatográfico. 

 

La resolución, Rs, de los AA y la eficiencia cromatográfica, representada por 

el número de platos teóricos (N), no tuvieron cambios significativos con el 

cambio de temperatura del horno, como lo muestra la Tabla 15. 
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Tabla 15. Resolución y eficiencia cromatográfica para separar los AA, a 

diferentes temperaturas. 

N Rs Ácido 
aristolóquico 25°C 30°C 25°C 30°C 

     
AAII 15798 16739 

   
11 10 

AAI 17488 16505   
 

N: Eficiencia cromatográfica, representada por el número de platos teóricos, donde Wb es el ancho de 

pico y tR, el tiempo de retención. 

     2 

  tR    
N= 16 

  Wb    

 

Rs: Resolución, calculada como: 

tR2 – tR1 
Rs = 

1/2(Wb2 – Wb1) 

 
 
3.4.2 Condiciones cromatográficas para el análisis de los AA presentes 
en A. ringens.  Con base en los resultados de las pruebas preliminares, las 

condiciones del método cromatográfico se fijaron así: 

 

Longitud de onda : 225nm y 252 nm. 

Fase móvil : MeOH:H2O:CH3COOH  60:40:0.1 v/v/v.  

Flujo de la fase móvil: 1 mL min-1. 

Temperatura de la columna: 30ºC. 

 

El cromatograma de patrones certificados de los AA, obtenido bajo estas 

condiciones se muestra en la Figura 29. 
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Figura 29. Perfil cromatográfico de los patrones certificados de los AA. 
 
3.4.3. Determinación por HPLC-UV/DAD de los AA I y II en la especie A. 
ringens.  Para determinar los AA en A. ringens, se analizaron  los extractos 

metanólicos de hojas, tallos y flores de la planta, preparados según la 

metodología descrita en la Sección 2.8.1.  La identificación de los AA en los 

extractos, se llevó a cabo por comparación de los tiempos de retención y 

espectros UV, bajo las condiciones cromatografícas ya establecidas 

(Sección 3.4.2).  Las Figuras 30-32 muestran los perfiles cromatográficos de 

los extractos de flores, hojas y tallos  de  A. ringens, así como los espectros 

UV-Visible obtenidos en la señales de interés.   

 

De acuerdo con los criterios de identificación, el análisis cualitativo demostró 

solo el contenido del AAII en el extracto de flores.  Los resultados obtenidos 

permiten señalar que no se detectaron los AAI y AAII en los extractos de 

hojas y tallos.  Por lo tanto, el presente estudio se orientó a cuantificar, 

empleando el método de estandarización externa, el AAII en las flores de 

Aristolochia ringens.   

min.6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

mAU 

0

35 

AAII, t R=8.367 min.

AAI, tR=11.602 min. 
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Figura 30.  Perfiles cromatográficos obtenidos por HPLC-DAD del extracto de flores de A. ringens: A. λ=252 nm y B. 

λ=225 nm.  Columna cromatográfica apolar Zorbax Eclipse XDB-C18 analitical (4.6 mm x 150 mm, 5 µm). 
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Figura 31.  Perfiles cromatográficos obtenidos por HPLC-DAD de los extractos de hojas de A. ringens:  A. λ=252 nm y B. 

λ=225 nm.  Columna cromatográfica apolar Zorbax Eclipse XDB-C18 analitical (4.6 mm x 150 mm, 5 µm). 
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Figura 31, Continuación. 
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Figura 32.  Perfiles cromatográficos obtenidos por HPLC-DAD de los extractos de tallos de A. ringens: A. λ=252 nm y B. 

λ=225 nm.  Columna cromatográfica apolar Zorbax Eclipse XDB-C18 analitical (4.6 mm x 150 mm, 5 µm). 
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3.4.4 Determinación de las figuras analíticas de mérito. 
 

• Repetibilidad (R) del método para tiempos de retención y áreas, de 
los ácidos AAI y AAII.  Los valores correspondientes a los tiempos de 

retención (tR) y áreas de los ácidos AAI y AAII, con su respectiva desviación 

estándar (S) y coeficiente de variación (CV) en los niveles bajo, medio, y alto 

de concentraciones de los AA, en la curva de calibración, se muestran en las 

Tablas 16-19. 

 

 

Tabla 16.  Evaluación de la repetibilidad en los tiempos de retención del 

ácido AAII. 

Tiempos de retención, min Concentración, 
ppm tR1 tR2 tR3  

S CV, % 

        
1,13 8,925 8,92 8,908 8,918 0,0087 0,098 

       
9,03 8,905 8,91 8,905 8,907 0,0029 0,032 

       
75,24 8,875 8,878 8,883 8,879 0,0040 0,046 

 
 
Tabla 17.  Evaluación de la repetibilidad en los tiempos de retención del 

ácido AAI. 

Tiempos de retención, min Concentración, 
ppm tR1 tR2 tR3  

S CV, %

       
0,479 12,418 12,429 12,410 12,419 0,0095 0,077

       
3,831 12,40 12,42 12,41 12,41 0,0085 0,069

       
31,92 12,38 12,39 12,40 12,39 0,011 0,089
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Tabla 18.  Evaluación de la repetibilidad en las áreas de picos 

cromatográficos del ácido AAII. 

Áreas, mAU*s Concentración, 
ppm A1 A2 A3  

S CV, %

       
1,13 56 58 56 57 1,4 2,4 

       
9,03 480 483 477 480 2,9 0,61 

       
75,24 3446 3455 3533 3478 48 1,4 

 
 
Tabla 19.  Evaluación de la repetibilidad en las áreas de picos 

cromatográficos del ácido AAI. 

Áreas, mAU*s Concentración, 
ppm A1 A2 A3  

S CV, %

       
0,479 18,6 19,3 18,8 18,9 0,36 1,9 

       
3,831 159 165 157 160 4,0 2,5 

       
31,92 1160 1160 1190 1170 20 1,7 

 
 
Los CV (%) menores del 1% y del 10%, para los tiempos de retención y 

áreas de picos de los AA, respectivamente, muestran, que la precisión del 

método, según las Buenas Prácticas del Laboratorio (GLP), para las 

condiciones cromatográficas establecidas, fue alta. 

 

3.4.5 Evaluación de la linealidad y la sensibilidad del método.  Los 

resultados obtenidos a partir de la curva de calibración de los AA, se 

muestran en la Tabla 20. 
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Tabla 20.  Estimación de la linealidad y la sensibilidad del método. 

Rango lineal,Ácido aristolóquico Ecuación ppm r Pendiente 
b Sb b ± t*Sb 

       
AAII y=50.6*X 0,28-376,2 0,9997 50,57 0,44 50,6±0,99

       
AAI y=40*A 0,48-159,6 0,9997 40,3 0,44 40±1,0 

 

La desviación estándar de la pendiente (Sb) se calculó de acuerdo con la 

Ecuación 3 de la Sección 2.8.2.  La t de Student es la correspondiente para 

un nivel de confianza del 95% y n=2 grados de libertad. 

 

Los coeficientes de correlación de las curvas de calibración para los AA 

fueron superiores a 0.999, y los coeficientes de variación de los factores de 

respuesta menores que el máximo permisible, i.e. 10% (Tablas 21 y 22), lo 

que indica que los datos fueron linealmente relacionados en el rango de 

concentraciones bajo estudio.  Así mismo, las desviaciones de las 

pendientes en las curvas de calibración permiten apreciar una buena 

sensibilidad.  Las curvas de calibración se muestran en el Anexo 3. 
 

 

Tabla 21.  Linealidad del método evaluada en función de los CV % de los 

factores de respuesta, en la curva de calibración del ácido AAII. 

Concentración Área del 
(C, ppm) pico (A) 

Rf 

     
0,28 14 50 
0,56 27 48 
1,13 57 50 
2,26 119 53 
4,51 234 52 
9,03 480 53 
18,1 968 54 
37,62 1633 43 
75,24 3478 46 

150,48 7454 50 
376,2 19177 51 
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Tabla 21, continuación. 
  Media 50 
  S 3,1 
  CV,% 6,3 
 

 

Tabla 22.  Linealidad del método evaluada en función de los CV % de los 

factores de respuesta, en la curva de calibración del ácido AAI. 

Concentración, Área del 
(C, ppm) pico (A) 

Rf 

0,48 18,9 40 
0,96 42 44 
1,91 77 41 
3,83 160 42 
7,68 326 43 
15,96 553 35 
31,92 1170 37 
63,84 2513 39 

159,60 6494 41 
  Media 41 
  S 2,8 
  CV,% 7,0 
 
 

3.4.6 Determinación de los límites de detección y de cuantificación de 
los AA.  Los LOD y LOQ se calcularon utilizando la calibración para cada AA 

en la zona cercana al origen (Anexo 4).  Los valores para los LOD y LOQ, se 

presentan en la Tabla 23. 

 
Tabla 23. Límites de detección y cuantificación de los AA. 

Rango lineal, LOD, LOQ, Ácido aristolóquico ppm r ppm ppm 
     

AAII 0,14-9,02 0,9999 0,16 0,33 
     

AAI 0,24-7,68 0,9999 0,18 0,36 
 

La concentración de los ácidos AA correspondiente al límite de detección, 

indica la alta sensibilidad del detector UV/DAD empleado, considerando que 
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en estudios realizados sobre plantas del género Aristolochia, los LOD que se 

obtenían, no bajaban de 1 ppm de ácidos AA. 

 

3.4.7 Cuantificación y determinación de la reproducibilidad del método 
según los tiempos de retención y las áreas de los picos 
cromatográficos.  La reproducibilidad del método se evaluó en función de 

los CV % de tiempos de retención y áreas de picos del ácido AAII, en 3 

muestras de extractos de flores, preparadas de acuerdo con lo descrito en la 

Sección 2.8.1.  Los resultados se muestran en las Tablas 24 y 25. 

 
Tabla 24. Reproducibilidad en los tiempos de retención del AAII en extractos 

de flores. 

Flores de  tR, min 
A. ringens  tR1 tR2 tR3 tR promedio  S CV,% 

             
Muestra 1 9,075 9,054 9,054 9,061    
        
Muestra 2 9,044 9,048 9,055 9,049 9,054 0,0061 0,068 
        
Muestra 3 9,053 9,055 9,050 9,053    
             
 
 
Tabla 25. Reproducibilidad en las áreas de picos del AAII en extractos de 

flores. 

Flores de  Área, mAU*s 
A. ringens  A1 A2 A3 Área promedio  S CV,% 

         
Muestra 1 270 270 307 280    
        
Muestra 2 300 290 298 300 310 31 10 
        
Muestra 3 310 360 364 340    
         
 

Los CV no superaron el 10%, lo que revalida la alta reproducibilidad del 

método, que es idóneo para el análisis del AAII en extractos de flores.  La 
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cantidad del AAII (ppm) en el extracto de flores de A. ringens, así como su 

contenido en el material vegetal, se muestran en la Tabla 26. 

 
Tabla 26.  Concentración del AAII y su contenido en las flores de A. ringens. 

Flores de  
A. ringens  

Extracto Met-OH,
ppm 

Concentración, 
(mg de AAII/kg)a 

      
AAII 6,1±0,50 610±47 
      
a   mg de AAII por kg de flores secas. 

 

Con base en la concentración estimada del AAII en las flores de A. ringens, 

es importante señalar, que esta parte de la planta tiene una toxicidad alta, si 

se considera que las dosis orales de 25 mg/kg de AAII en ratas producen 

lesiones necróticas [Chen, 2006].  El contenido del AAII determinado es alto 

con respecto a otras especies del mismo género, tales como, A debilis y A 

fangchi [Hashimoto, 1999], luego, hay que tener precauciones para no 

incorporar las flores de A. ringens en preparados fitomedicinales. 
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4. CONCLUSIONES 

 
1. El rendimiento del AE obtenido, de diferentes partes de la planta A. 

ringens, varía significativamente: en hojas fue de 0.008%, en tallos 

alcanzó 0.047%.  Estos rendimientos son muy bajos comparados con 

los reportados para la mayoría de las plantas aromáticas comerciales.  

Las flores de A. ringens no contienen AE en cantidades extraíbles por 

métodos convencionales. 

 

2. Las composiciones químicas de los AE obtenidos de hojas y tallos de 

A. ringens difieren notablemente.  El AE de hojas está compuesto 

principalmente por hidrocarburos sesquiterpénicos (66%); mientras 

que en el AE de tallos se destacan hidrocarburos monoterpénicos 

(73%), lo que se refleja en los rendimientos de los AE, puesto que la 

fracción monoterpénica se obtiene más eficientemente, por MWHD, 

que la sesquiterpénica. 

 

3. Los compuestos volátiles de flores de A. ringens se aislaron por HS-

SPME, tanto in-vivo, como in-vitro.  El análisis in-vivo, descubrió la 

presencia de compuestos con notas odoríficas desagradables, debido 

a la presencia de aldehídos volátiles y ácidos grasos de cadena corta.  

Los compuestos aislados por HS-SPME in-vitro, presentaron un perfil 

similar al obtenido por MWHD. 

 

4. La metodología analítica desarrollada en el presente estudio, para la 

detección y cuantificación de los ácidos aristolóquicos AA I y AII, es 

idónea, lo que confirman las figuras analíticas de mérito encontradas. 
 
5. Los análisis cualitativo y cuantitativo de los ácidos AA en diferentes 

partes de la planta A ringens, realizados con la metodología analítica 
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desarrollada, permitieron detectar sólo la presencia del ácido AAII, 

exclusivamente, en las flores (610±47 mg de AAII/kg de flores secas).  

Es importante señalar, que las flores son tóxicas, y no pueden formar 

parte de los preparados fitomedicinales. 
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5. RECOMENDACIONES 

 

 Se recomienda hacer un estudio de cadaverina y putrescina en las flores 

de A. ringens, usando HPLC como técnica analítica, con el fin de poder 

determinar si son éstos dos compuestos que atraen insectos saprófagos a la 

planta, tal como se observó para muchas otras especies. 

 

 Se recomienda evaluar la actividad antioxidante de los AE de hojas y tallos 

de A. ringens, así como otro tipo de actividades biológicas tales como 

antibacteriana, antiespasmódica, antiviral, antimicótica, entre otras, que 

permitan ampliar el perfil de actividad biológica de los AE estudiados en 

CENIVAM. 

 

 Por su contenido del ácido AAII, debe evitarse la manipulación de las 

flores de la planta A ringens.  Además, se recomienda abstenerse de 

consumir productos que formulen el uso de esta especie, ya que no se 

descarta la presencia en ella de otros ácidos AA. 

 

 Se recomienda ampliar la investigación fitoquímica de especies de este 

género que estén presentes en Colombia, en la búsqueda de otros 

compuestos que tengan afinidad estructural con los ácidos aristolóquicos. 
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ANEXO 1. 
 

Cromatográmas obtenidos en las pruebas preliminares para seleccionar 
la fase móvil.  Modo isocrático, λ=254 nm. 
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Figura 1.  Cromatográmas obtenidos en las pruebas preliminares para 

seleccionar la fase móvil.  Modo isocrático, λ=254 nm.  

 

Fase móvil: Metanol-Agua, 80:20 v/v  

Temperatura de la columna: 25ºC. 

Flujo de la fase móvil: 1mL/min. 

 

 
 

Fase móvil: Metanol-Agua, 40:60 v/v   

Temperatura de la columna: 25ºC 

Flujo de la fase móvil: 1mL/min. 

 

 
 

 

Fase móvil: Metanol-Agua, 60:40 v/v   

Temperatura de la columna: 25ºC 

Flujo de la fase móvil: 1mL/min 
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Figura 1, continuación. 
 

 
 
 
Fase móvil: Metanol-Agua, 55:45 v/v   

Temperatura de la columna: 25ºC 

Flujo de la fase móvil: 1mL/min 

 

 
 
 
 
 
Fase móvil: Metanol-Agua (0.1% Ácido acético): 60:40:0.1 v/v/v   

Temperatura de la columna: 25ºC 

Flujo de la fase móvil: 1mL/min 
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ANEXO 2. 
 

Espectros UV-Vis de los ácidos AA, obtenidos empleando DAD.  

Selección de la longitud de onda de máxima absorbancia de los AA. 
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Figura 2.  Espectros UV-VIS de los AA, obtenidos empleando DAD.  

Selección de la longitud de onda con máximos de absorbancia de los AA. 

 
 

Ácido aristolóquico II 
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Comparación de los perfiles cromatográficos de los AA a dos 
longitudes de onda. 
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*DAD1, 12.486 (36.1 mAU, - ) Ref=7.892 & 13.726 of P10A.D 
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ANEXO 3. 
 

Curvas de calibración de los AA, en altas concentraciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 100

Figura 3.  Curvas de calibración de los AA, en altas concentraciones. 
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ANEXO 4. 
 

Curvas de calibración de los AA, en la zona cercana al origen. 
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Figura 4.  Curvas de calibración de los AA, en bajas concentraciones. 
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