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1812 LRI porar: 1935 (Tabla 6) [M*] m/z 232 (3%); [M-CHs]* m/z 217 (3%).

Figura A7. Corrientes ionicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]* o deprotonadas
[M-H], obtenidas por UHPLC-ESI*-Orbitrap-MS (escala 1.03 x 108), de compuestos en los
extractos hidroalcoholicos de S. viminea, aislados del material vegetal después de la destilacion,
de plantas, recolectadas en diferentes estados fenolégicos: A. Vegetativo; B. Floracion; C. Post-

floracion. Véase la identificacion de compuestos en la Tabla 8.

Figura A8. Espectro de masas del compuesto no identificado (pico N° 11, Figuras 10 y Ab5,
Tabla 8) en el extracto hidroetandlico de S. viminea, la molécula protonada [M+H]* m/z

333.09662; modo de adquisicion-SIM, HCD 10 eV.

Figura A9. Espectro de masas del compuesto no identificado (pico N° 13, Figuras 10 y A5,
Tabla 8) en el extracto hidroetandlico de S. viminea, la molécula protonada [M+H]" m/z

333.09650; modo de adquisicion-SIM, HCD 10 eV.

Figura A10. Espectro de masas del sesquiterpeno CisH2s, pico N° 19 (Figura 13), LRI apolar:
1416 LRI polar: 1536 (Tabla 10), [M™] m/z 204 (100%); [M-CHs]" m/z 189 (68%); [M-C2Hs]" m/z

175 (12%); [M-CsH7]* m/z 161 (28%).

Figura All. Espectro de masas del sesquiterpeno CisH2s, pico N° 23 (Figura 13), LRI apolar:
1459 LRI polar: 1630 (Tabla 10) [M™] m/z 204 (60%); [M-CHs]* m/z 189 (35%); [M-C2Hs]* m/z

175 (5%); [M-CsH-]* m/z 161 (100%), CsHs* m/z 41 (23%).

Figura Al12. Espectro de masas del sesquiterpeno oxigenado CisH240, pico N° 31 (Figura 13),

LRI spolar: 1566 LRI porar: 1979 (Tabla 10) [M*] m/z 220 (2%): [M-CHs]" m/z 205 (12%); [M-
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H.0]"* m/z 202 (7%); [M-C2Hs]* m/z 191 (10%), CHsCO* o C3H7* m/z 43 (53%); CsHs" m/z 41

(55%).

Figura A13. Espectro de masas del sesquiterpeno oxigenado CisH240, pico N° 35 (Figura 13),
LRI apolar: 1640 LRI polar: 2255 (Tabla 10) [M+.] m/Z 220 (10%), [M'CH3]+ m/Z 205 (25%), [M'

H201™ m/z 202 (25%), [M-CH3-H20]* m/z 187 (28%).

Figura Al4. Corrientes ionicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]" o deprotonadas
[M-H], obtenidas por UHPLC-ESI*-Orbitrap-MS (escala 6.2 x 107), de compuestos en los
extractos hidroalcohdlicos de H. colombiana, aislados del material vegetal después de la
destilacion de plantas, recolectadas en diferentes estados fenoldgicos: A. Vegetativo; B.

Floracion; C. Post-floracion. Vease la identificacion de compuestos en la Tabla 12.

Figura A15. Espectros de masas del monoterpeno oxigenado CioH160, pico N° 6 (Figura 18),
LRI apotar: 992 LRI porar: 1253 (Tabla 14), [M™] m/z 152 (1%); [M-CHs]* m/z 137 (4%); [M-CHs-

CaHa]* m/z 109 (3%).

Figura Al6. Espectro de masas del monoterpeno oxigenado C10H140 pico N° 9 (Figura 18), LRI
apolar: 1110 LRI potar: 1489 (Tabla 14), [M™] m/z 150 (4%); [M-CHs]" m/z 135 (2%); [M-CQO]* m/z

122 (24%); [M-CO-CHs]* m/z 107 (100%); [M-CO-CHsCO]* m/z 79 (19%).

Figura Al7. Espectro de masas del monoterpeno oxigenado CioH14O, pico N° 10 (Figura 18),
LRI apolar: 1112 LRI polar: 1503 (Tabla 14), [M™] m/z 150 (10%); [M-CHs]" m/z 135 (18%); [M-

CH3-CoH4]* m/z 107 (16%); [M-CHs-CoHs-CoHa]™ m/z 79 (38%).
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Figura A18. Espectro de masas del monoterpeno oxigenado C1oH160, pico N° 13 (Figura 18),
LRI apotar: 1350 LRI porar: 1645 (Tabla 14), [M™] m/z 152 (2%); [M-CHz]* m/z 137 (6%), [M-

H201" m/z 134 (28%), [M-CH3-H20]* m/z 119 (68%).

Figura A19. Espectro de masas de la co-elucién de compuestos pico N° 24 (Figura 18), LRI
apolar: 1541 LRI polar: 1821 (Tabla 14), [M1™] m/z 236 (2%); [M2"] m/z 220 (1%); [M2-CHs]* m/z

205 (5%).

Figura A20. Espectro de masas del sesquiterpeno oxigenado CisH260, pico N° 27 (Figura 18),
LRI apolar: 1614 LRI poiar: 2019 (Tabla 14), [M*™] m/z 222 (4%); [M-H20]"" m/z 204 (17%); [M-

H20-CHs]* m/z 189 (7%): [M-CHsCO]* m/z 179 (52%): [M-H.0-CsH]* m/z 161 (100%).

Figura A21. Espectro de masas de la co-elucion entre varias sustancias, pico N° 29 (Figura 18),
LRI apolar: 1641 LRI polar: 1921 (Tabla 14), entre ellas, [M™] m/z 220 (2%), [M-H20]™ m/z 202

(2%).

Figura A22. Espectro de masas del sesquiterpeno CisHo2s, pico N° 30 (Figura 18), LRI apolar:
1686 LRI poiar: 2233 (Tabla 14), [M™] m/z 204 (40%); [M-CHs]* m/z 189 (15%); [M-C2H4]"™ m/z

176 (2%).

Figura A23. Espectro de masas del sesquiterpeno oxigenado CisH260 pico N° 31 (Figura 18),
LRI apotar: 1690 LRI porar: 2213 (Tabla 14), [M™] m/z 222 (4%); [M-H20]"" m/z 204 (32%); [M-

CHs-H20]" m/z 189 (7%); [M-CsH7-H20]" m/z 161 (17%).

Figura A24. Espectro de masas del sesquiterpeno oxigenado CisH220 pico N° 32 (Figura 18),
LRI apotar: 1790 LRI porar: 2425 (Tabla 14), [M™] m/z 218 (1%); [M-CHs]™ m/z 203 (1%); [M-

CHs-C2Ha]* m/z 175 (2%).
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Figura A25. Espectro de masas del sesquiterpeno oxigenado CisH220, pico N° 33 (Figura 18),

LRI apolar: 1797 LRI polar: 2434 (Tabla 14), [M+.] m/Z 218 (1%), [M'CH3]+ m/Z 203 (1%)

Figura A26. Corrientes ionicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]" o deprotonadas
[M-H], obtenidas por UHPLC-ESI* -Orbitrap-MS (escala 1.8 x 108), de compuestos en los
extractos hidroalcoh6licos de A. cumanensis, aislados del material vegetal después de la
destilacion de plantas, recolectadas en diferentes estados fenoldgicos: A. Vegetativo; B.

Floracion; C. Post-floracion. Véase la identificacion de compuestos en la Tabla 16.

Figura A27. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicién quimica de

los aceites esenciales de S. viminea.

Figura A28. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicién quimica de

los extractos de S. viminea, obtenidos antes y después de la destilacion.

Figura A29. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicién quimica de

los aceites esenciales de H. colombiana.

Figura A30. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicién quimica de

los extractos de H. colombiana, obtenidos antes y después de la destilacion.

Figura A31. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicién quimica de

los aceites esenciales de A. cumanensis.

Figura A32. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicién quimica de

los extractos de A. cumanensis, obtenidos antes y después de la destilacion.
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Figura A33. Andlisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicion quimica y

actividad antioxidante de los aceites esenciales de S. viminea.

Figura A34. Andlisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicion quimica y
actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de S. viminea, obtenidos antes y después

de la destilacion.

Figura A35. Andlisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicion quimica y

actividad antioxidante de los aceites esenciales de H. colombiana.

Figura A36. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicion quimica y
actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos de H. colombiana, obtenidos antes y

después de la destilacion.

Figura A37. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicién quimica de

los aceites esenciales y actividad antioxidante de A. cumanensis.

Figura A38. Analisis de conglomerados por el método de Ward sobre la composicion quimica y
actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de A. cumanensis, obtenidos antes y

después de la destilacion.

Tabla Al. Repetibilidad de los tiempos de retencion (tr) y de las areas cromatograficas

desustancias-patron, analizadas por GC/FID y LC/MS.

Tabla A2. Linealidad y sensibilidad determinadas por GC/FID y LC/MS, para las sustancias-

patrén cuantificados en los AE y extractos bajo estudio.
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Tabla A3. Actividad antioxidante determinada por el método on-line HPLC-ABTS™ de extractos
hidroetanolicos de plantas de S. viminea, recolectados en el estado vegetativo, antes y después de

su destilacion.

Tabla A4. Actividad antioxidante determinada por el método on-line HPLC-ABTS™ de extractos
hidroetanolicos de plantas de H. colombiana, recolectados en el estado vegetativo, antes y

después de su destilacion.

Tabla A5. Actividad antioxidante determinada por el método on-line HPLC-ABTS™ de extractos
hidroetanolicos de plantas de A. cumanensis, recolectados en el estado vegetativo, antes y

después de su destilacion.

Tabla A6. Resultados del anélisis de varianza, que se realizo para evaluar como las diferentes
etapas fenoldgicas de las plantas de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis afectaron los

rendimientos de los AE y extractos de material vegetal, antes y despues de la destilacion.

Tabla A7. Anélisis estadistico mediante la prueba de Tukey, para los rendimientos de los
extractos, obtenidos de plantas de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis, recolectadas en los

tres estados fenoldgicos, antes y después de su destilacion

Tabla A8. Andlisis estadistico mediante la prueba de Tukey, para los principales compuestos

identificados de los AE de S. viminea.

Tabla A9. Andlisis estadistico mediante la prueba de Tukey, para los principales compuestos

identificados en los extractos de S. viminea.
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Tabla A10. Andlisis estadistico mediante la prueba de Tukey, para los principales compuestos

identificados de los AE de H. colombiana.

Tabla All. Andlisis estadistico mediante la prueba de Tukey, para los principales compuestos

identificados en los extractos de H. colombiana.

Tabla Al12. Andlisis estadistico mediante la prueba de Tukey, para los principales compuestos

identificados de los AE de A. cumanensis.

Tabla A13. Analisis estadistico mediante la prueba de Tukey, para los principales compuestos

identificados en los extractos de A. cumanensis.

Tabla Al4. Resultados del anlisis de varianza, que se realizO para evaluar como de las
diferentes etapas fenologicas de las plantas de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis
depende la actividad antioxidante de AE y extractos del material vegetal, antes y despues de la

destilacion.
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AAPH
ABTS™
AD

AE

AH

AUC

BHA

BHT
CENIVAM

DD
DPPH’
FRAP
GC/FID

GC/MS

HPLC
LC/MS

LOD
LOQ
LRI

Abreviaturas, siglas y acronimos

Azocompuesto dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano)

Catidén-radical 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)

Antes de destilacion

Aceite esencial o aceites esenciales

Antioxidante

Area under the curve (Area bajo la curva)

Butil hidroxianisol

Butil hidroxitolueno

Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacién de Especies
Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales

Después de destilacion

1,1-Difenil-2-picrilhidracilo

Ferric Reducing Antioxidant Power (Poder antioxidante de reduccion férrica)

Gas Chromatography Coupled to Flame lonization Detector (Cromatografia de gases
acoplada a un detector de ionizacion en llama)

Gas Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas)

High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta eficiencia)
Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas)

Limit of detection (limite de deteccion)

Limit of quantification (limite de cuantificacion)

Linear Retention Indice(s) [indices de retencion lineales]
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ORAC Oxigen-Radical Absorbance Capacity (Capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno)

Pl Potencial de ionizacion

RL Radical(es) libre(s)

Trolox® Acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico
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RESUMEN

Titulo: Estudio sobre la composicién quimica de aceites esenciales y extractos de plantas
endémicas de América (Hyptis colombiana, Satureja viminea y Ambrosia cumanensis), obtenidos
en diferentes estados fenoldgicos, y evaluacion de su actividad antioxidante!

Autora: Sheila Bridget BELTRAN PEREZ?

Palabras clave: S. viminea, H. colombiana, A. cumanensis, metabolitos secundarios, estados
fenoldgicos

Descripcion: En este estudio, se recolectaron durante 2021-2023 las plantas promisorias nativas
de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis, en tres estados fenoldgicos, vegetativo, floracion
y post-floracion. El objetivo del estudio fue determinar la composicién quimica y la actividad
antioxidante de los AE y extractos vegetales y encontrar el estado vegetativo que proporcione las
menores variaciones en su composicion quimica y en la actividad antioxidante. Los AE se
obtuvieron por hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas y los extractos, a partir de
material vegetal, antes y después de su destilacion, por extraccion con solvente asistida con
ultrasonido. La caracterizacion quimica de los AE se realizé por GC/MS y GC/FID. Los extractos
obtenidos con solvente se analizaron por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS. La actividad antioxidante
se determind por los ensayos de ORAC, ABTS™ y on-line HPLC-ABTS™.

En los AE de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis, se encontraron principalmente p-
menta-3-en-8-ol, pulegona, (E)-B-cariofileno y su 6xido, y-curcumeno y ar-curcumeno. En los
extractos hidroalcohdlicos se identificaron &cidos hidroxicinamicos, flavonas glicosiladas,
flavonoles, lactonas sesquiterpénicas y una piranona. Los AE y los extractos de las plantas de
S. viminea e H. colombiana (fam Lamiaceae) por su rendimiento alto, composiciones quimicas
(contienen acido rosmarinico) y valores de actividad antioxidante relativamente alta, podrian
incorporarse a la cadena productiva de ingredientes naturales de los sectores cosmético y
farmacéutico. Los extractos obtenidos del material vegetal destilado (biomasa residual) tienen
compuestos fendlicos de interés, por tanto, la biomasa residual podria usarse para obtener un
compuesto de interés biologico que puedan ser usados en distintos productos finales. Se
recomienda cosechar S. viminea e H. colombiana en los estados vegetativo y floracion, porque
sus AE y extractos vegetales tienen las variaciones mas bajas en composicién quimica y actividad
antioxidante.

De una hectarea de cultivo de S. viminea o H. colombiana se podria obtener 20-40 kg/(ha afio)
del acido rosmarinico.

! Trabajo de investigacion. ? Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Elena E.
Stashenko, Quimica, Ph.D. Codirectores: Jairo René Martinez Morales, Quimico, Ph.D; Lady
Johanna Sierra Prada, Quimica, Ph.D.
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ABSTRACT

Title: Study on the chemical composition of essential oils and extracts from endemic plants of
America (Hyptis colombiana, Satureja viminea and Ambrosia cumanensis), obtained in different
phenological stages, and evaluation of their antioxidant activity®.

Author: Sheila Bridget BELTRAN PEREZ?

Keywords: S. viminea, H. colombiana, A. cumanensis, secondary metabolites, phenological
stages.

Description: In the study, we collected promising native plants of S. viminea, H. colombiana and
A. cumanensis during the years 2021 to 2023. These plants were collected at three different
phenological stages: vegetative, flowering and post-flowering. The main objective of this study
was to determine the chemical composition and antioxidant activity of EOs (essential oils) and
plant extracts. Additionally, we aimed to identify the vegetative state that provides the least
variations in their chemical composition and antioxidant activity. For this study, the EOs
(essential oils) were obtained through hydrodistillation assisted by microwave radiation. On the
other hand, the extracts were obtained from plant material both before and after distillation,
through solvent extraction assisted with ultrasound. The chemical characterization of the EOs
was carried out using two different methods: GC/MS and GC/FID. The extracts that were
obtained with solvent were analyzed using UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS. Antioxidant activity
was determined using ORAC, ABTS+e and online HPLC-ABTS+e assays.

In the EOs of S. viminea, H. colombiana and A. cumanensis, p-menth-3-en-8-ol, pulegone, (E)-B-
caryophyllene and its oxide, y-curcumene and ar-curcumene were mainly found. The
hydroalcoholic extracts were found to contain hydroxycinnamic acids, glycosylated flavones,
flavonols, sesquiterpene lactones and a pyranone. The EOs and plant extracts of S. viminea and
H. colombiana (fam Lamiaceae) have shown high yield, chemical compositions (they contain
rosmarinic acid) and relatively high antioxidant activity values. Based on these findings, these
extracts could be incorporated into the production chain of natural ingredients used in the
cosmetic and pharmaceutical sectors. The extracts obtained from distilled plant material (residual
biomass) have phenolic compounds of interest, therefore, the residual biomass could be used to
obtain a compound of biological interest that can be used in different final products. Harvesting
S. viminea and H. colombiana in the vegetative and flowering stages is recommended, as their
essential oils and plant extracts exhibit the lowest variations in chemical composition and
antioxidant activity during these stages.

It is possible to obtain 20-40 kg/(ha year) of rosmarinic acid from one hectare of S. viminea or
H. colombiana cultivation.

! Research Work. 2Science Faculty. School of Chemistry. Director: Elena E. Stashenko, Chemist,
Ph.D. Co-directors: Jairo René Martinez Morales, Chemist, Ph.D; Lady Johanna Sierra Prada,
Chemist, Ph.D.
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INTRODUCCION

Las plantas aromaticas se han estudiado gracias a sus propiedades curativas. Durante los
altimos afios se ha incrementado el consumo de productos naturales, lo que ha generado un
aumento en la demanda de aceites esenciales (AE) y extractos vegetales (1-3). La destilacion de
plantas aromaticas y medicinales produce el AE, hidrolato y biomasa residual. Por cada kg de AE
se producen ca. 100 kg de residuos vegetales (4). EI material vegetal, después de su destilacion,
se usa para alimentacion animal (5), compostaje (6,7) o biocombustible (8), sin embargo, ain este
material vegetal puede contener compuestos fenolicos utiles por sus propiedades antioxidantes

(9) y antimicrobianas (10).

En el 2022, el mercado de los AE se valoro en 8.8 billones de dolares con las
participaciones mas altas en los sectores de alimentos, medicina, limpieza del hogar y en
aromaterapia (11). En Colombia la importacion de AE (15.11 millones USD, 2022) como
insumos para las industrias es mucho mas alta que la produccion nacional de AE (0.61 millones
de USD, 2022) (12). Colombia podria fortalecer la agroindustria de AE mediante el desarrollo de
proyectos de investigacion cuyos resultados permitan ampliar las bases de conocimiento para la
cadena productiva de AE de especies comerciales, asi como las plantas promisorias, e.g.,
H. colombiana, S. viminea y A. cumanensis, que se encuentran bajo estudio en el Centro Nacional
de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y

Medicinales Tropicales, CENIVAM.

Las plantas comerciales mas cultivadas en el mundo, debido a las aplicaciones
industriales de sus AE y extractos vegetales, son Cymbopogon martinii (13), Pelargonium

graveolens (14), Salvia rosmarinus (15), Citrus sinensis (16), Lavandula x intermedia (17) y


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lavandula
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Cananga odorata (18), entre otras. En Indonesia, Malasia y Filipinas se encuentran los cultivos
organizados del &rbol de Cananga odorata (ylang-ylang), cuyo AE de mayor calidad y
rendimiento se obtiene a partir de las flores maduras, cuando éstas tienen color amarillo. Las
flores de ylang-ylang se cosechan al final de la etapa de floracion y el AE destilado de flores
maduras se usa mucho en la industria de la perfumeria, productos de aseo y la aromaterapia
(19,20). En la agroindustria de AE y sus derivados naturales es importante determinar las
variables agronémicas que permitan maximizar la produccion de biomasa vegetal, la cual debe
ser cosechada y estudiada en diferentes estados fenoldgicos con el propdésito de garantizar la
menor variacion en la composicioén quimica, propiedades fisicoquimicas y biologicas de los AE

comerciales (21).

Las plantas promisorias de los géneros Hyptis (familia Lamiaceae), Satureja (familia
Lamiaceae) y Ambrosia (familia Asteraceae), son endémicas de Ameérica y se encuentran
distribuidas principalmente en areas tropicales (22-24). En Colombia, el género Hyptis es el
segundo mas diverso del pais, seguido del de la Salvia; cuenta con 42 taxones, ubicados en la
Orinoquia (25). En la medicina tradicional las plantas del género Hyptis se usan para el
tratamiento de la influenza, el estrefiimiento, enfermedades respiratorias, trastornos estomacales e
intestinales y como bactericida, también, presentan actividades antimicrobiana y antioxidante
(26). Los metabolitos secundarios detectados con frecuencia en los AE y extractos de plantas de
Hyptis spp., Satureja spp., y Ambrosia spp. son germacreno D, (E)-B-cariofileno, p-menta-3-en-
8-ol, pulegona, y-curcumeno, &cido rosmarinico, apigenina-7-O-glucurdnido y &cido clorogénico,

entre otros (27-36).

El objetivo de este trabajo de investigacion fue estudiar la relacion entre el estado

fenoldgico de las plantas (vegetativo, floracién y post-floracion), la composicion quimica y la
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actividad antioxidante de los AE y extractos, obtenidos a partir de material vegetal, antes y
después de la destilacion de plantas promisorias H. colombiana, S. viminea y A. cumanensis.
Ello, con el propdsito de encontrar un estado fenoldgico propicio para cosechar el material
vegetal del cual se destilan AE y se aislan extractos vegetales con las menores variaciones en sus
composiciones quimicas y actividades antioxidantes. También, fue importante determinar si el

material vegetal destilado aun tenia compuestos fenolicos de interés bioldgico.

Los AE y extractos se obtuvieron de plantas cosechadas en los tres estados fenoldgicos,
vegetativo, floracion y post-floracion, para cada una de las especies bajo estudio, durante los afios
2021-2023. Las composiciones quimicas de los AE se determinaron por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) y cromatografia de gases acoplada a un detector de
ionizacion en llama (GC/FID). La cromatografia de ultra-alta eficiencia acoplada a un
espectrometro de masas Orbitrap (UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS) se usO para establecer las
composiciones quimicas de los extractos. La actividad antioxidante se evalud por varios métodos.
Se emplearon el ensayo de decoloracion de catién-radical ABTS™, la cromatografia liquida en
linea con la determinacion de actividad antioxidante (HPLC-ABTS™) y la técnica de medicion de
la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno, ORAC. La relacion entre las composiciones
quimicas de los AE y extractos y sus actividades antioxidantes in vitro, medidas por diferentes

métodos, se realizd mediante el anélisis de conglomerados y de componentes principales.

Entre los hallazgos méas importantes, figuran por primera vez las composiciones quimicas
de los extractos hidroalcohdlicos de las plantas de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis.
Los AE y extractos hidroalcohdlicos de las plantas de S. viminea e H. colombiana fueron los que
presentaron los valores de actividad antioxidante mas altos, mientras que sus composiciones

quimicas no variaron mucho con el estado fenoldgico, vegetativo y floracién. El &cido
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rosmarinico fue uno de los principales compuestos en los extractos que aport6 a la actividad
antioxidante. En la biomasa residual se encontraron compuestos bioactivos que podrian ser
usados como ingredientes naturales, de esta manera, aprovechando también los residuos de

destilacion.

Los resultados obtenidos podrian ser de mucho interés para diferentes areas de
investigacion, e.g., quimica analitica, productos naturales, estudio de actividades bioldgicas, y
permitiran establecer las bases para determinar los estados fenolédgicos y el tiempo de cosecha
favorable para los cultivos de las plantas estudiadas. Los resultados parciales de esta
investigacion se presentaron en eventos cientificos nacionales e internacionales, a saber: el
Simposio Panamericano de Aceites Esenciales, SPAE 2021; International Symposium on
Advances in Extraction Technologies; ExTech XXIIlI 2021; International Symposium on
Essential Oils, ISEO 2021; 12" International Mass Spectrometry Conference on Petrochemistry,
Environmental and Food Chemistry, PETROMASS 2022; 1ll Iberoamerican Conference on

Mass Spectrometry, IBERO 2022.

Este trabajo de investigacion formd parte del proyecto de estudio de plantas aromaticas en
Santander, financiado por el Sistema General de Regalias SGR [BPIN-2018000100044] y del
Programa “Bio-Reto XXI 15:50”, financiado por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion, el Ministerio de Educacidén Nacional, Ministerio de Industria, Comercio y Turismo e
ICETEX. El permiso de colecta suscrito entre el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible
y la Universidad Industrial de Santander fue otorgado a traves del contrato N° 270 y permitio el

acceso a recursos genéticos y productos derivados con fines de bioprospeccion.
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2. ESTADO DEL ARTE
Sobre las plantas de H. colombiana, S. viminea y A. cumanensis, estudiadas en este
proyecto de investigacion, se realizaron las blsquedas sistematicas de las publicaciones
enfocadas en el estudio de estados fenoldgicos de plantas, aceites esenciales, extractos y actividad

antioxidante.

2.1  Hyptis colombiana

Hyptis spp. (familia Lamiaceae) son plantas aromaticas que crecen principalmente en
areas tropicales de Ameérica. En el mundo, hay alrededor de 755 especies del género Hyptis; en
Colombia, se han identificado 43. Las plantas de Hyptis spp. presentan variabilidad en su forma
vegetativa y en el habitat, sin embargo, son similares en su estructura floral (22).

Hyptis colombiana o también conocida por algunos autores como Cantinoa colombiana
(Epling Harley & J. Pastore) (37), es un arbusto originario de los Andes y que crece en gran parte
de Colombia, los tallos florales son rectos, de ca. 40 cm de largo y presentan una gran cantidad
de flores Figura 1 (27).

La bdsqueda sistematica de las investigaciones realizadas sobre H. colombiana y el
estudio de los AE, extractos, actividad antioxidante y su relacion con el estado fenoldgico de la

planta se llevo a cabo, en la base de datos de Scopus (Elsevier).
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Figura 1.

Plantas de Hyptis colombiana en sus diferentes estados fenoldgicos. A. Vegetativo (28-06-2022).
B. Floracion (24-11-2022). C. Post-floracion (12-01-2023). Fotografias tomadas por Sheila
Bridget BELTRAN PEREZ. Lugar: jardin experimental CENIVAM-UIS, Bucaramanga.

Se encontrd un documento publicado en Scopus sobre H. colombiana en Venezuela en el
2015 (TITLE-ABS-KEY “Essential oil” AND “Hyptis colombiana”), afiliado a la Universidad de
los Andes, Mérida. Flores et al. (27), investigaron la composicion quimica del AE de las partes
aéreas de las plantas de H. colombiana y determinaron su actividad antimicrobiana. Entre los
compuestos mayoritarios del AE figuraron germacreno-D (22.2%), (E)- B-cariofileno (29.5%),

biciclogermacreno (10.9%), germacreno B (5.6%) y éxido de cariofileno (3.5%) (27).

Asekun et al. (38) estudiaron la composicion quimica del AE de H. suaveolens y
encontraron que (E)-B-cariofileno y germacreno D tenian actividad antibacteriana. Estos terpenos

también se detectaron en el AE de H. colombiana.

En Colombia, hasta la fecha, se han registrado 12 publicaciones sobre extractos del
género Hyptis y sus propiedades antioxidante, antimicrobiana, citotdxica y sus posibles usos
como repelente de insectos. En H. suaveolens e H. pectinata se detectd el acido rosmarinico,

tipico para plantas de la familia Lamiaceae (39). El &cido rosmarinico tiene propiedades
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antimicrobianas (40), antioxidante (41), antiinflamatoria (42), antimutagénica y antiviral (43).
Hasta la fecha, no se encontraron reportes cientificos sobre la composicion quimica de los

extractos de H. colombiana.

Las investigaciones sobre H. colombiana se han enfocado principalmente en determinar la
composicion quimica del AE y su actividad antibacteriana (27). Segun la busqueda sistematica
realizada en Scopus, las publicaciones sobre Hyptis sp., aumentan con el tiempo, por eso es
oportuno impulsar en Colombia las investigaciones sobre las composiciones quimicas de los AE
y extractos de H. colombiana, acompafiadas de la evaluacion de su actividad antioxidante y otras

propiedades biologicas.

Las actividades antioxidantes y las composiciones quimicas de AE y extractos de plantas
presentan variaciones, segun el estado fenologico de la planta (vegetativo, floracion, post-
floracion, fructificacion). Es interesante determinar en qué estado fenologico se recomendaria
cosechar material vegetal para destilar los AE y aislar los extractos con actividad antioxidante
alta y reproducible. Por ello, en la base de datos de Scopus se realizé la basqueda de los estudios
realizados sobre el género Hyptis, en funcion de su estado fenoldgico y las actividades

antioxidantes de sus AE y extractos.

La ecuacién de buasqueda utilizada fue TITLE-ABS-KEY (“Phenological stage™ OR
“Phenological” OR “Flowering” AND “Hyptis" OR “Hyptis sp.” OR “Hyptis spp.” OR “Hyptis
colombiana” AND “Essential oils” OR “Extracts” AND “Antioxidants” OR “Activity
antioxidants”). Se encontraron 19 documentos. Oliveira et al. (44) reportaron las composiciones
quimicas de los AE de H. suaveolens obtenidos de plantas en tres estados fenoldgicos

(vegetativo, floracion y fructificacién), cultivadas en condiciones geogréaficas diferentes. De las



METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS PROMISORIAS 34

plantas de H. suaveolens en sus estados vegetativo y floracion, cultivadas en zonas de altitud y
latitud mas altas, se obtuvieron AE cuyas composiciones quimicas estaban enriquecidas en
hidrocarburos monoterpénicos. En cambio, en los AE destilados de plantas de
H. suaveolens, en la etapa de fructificacion y cultivadas en zonas de latitud y altitud bajas, se
detectaron cantidades relativas mayores de hidrocarburos sesquiterpérnicos. De la especie
H. colombiana no se encontraron articulos relacionados con los AE y extractos, obtenidos de
plantas en diferentes estados fenoldgicos, su caracterizacion quimica y su relacién con la

actividad antioxidante.

Existen algunos reportes sobre las actividades antioxidantes de AE y extractos (78
documentos publicados) de Hyptis spp., de los cuales dos son de Colombia (45,46). En
Colombia, Tafurt-Garcia et al. (46), correlacionaron la actividad antioxidante y el contenido de
fenoles totales de los extractos etandlicos de material vegetal seco y sin destilar de H. conferta,
H. dilatata, H. mutabilis e H. suaveolens. La actividad antioxidante se evalué por los métodos
colorimétricos de ABTS™ y DPPH". Los valores de mmol Trolox®/kg extracto obtenidos, por los
métodos ABTS™ y DPPH, para extractos de H. dilatata (903 + 64y 4.60 x 107 + 3 x 10%) e H.
conferta (721 + 27 y 4.50 x 107"+ 4 x 10°®) fueron mayores que para los extractos de H. mutabilis

(227 +11y5.70x 107 + 2 x 10®) e H. suaveolens (76 + 2y 1.70 x 10% + 2 x 107).

2.2 Satureja viminea

Satureja viminea (familia Lamiaceae) es una planta aromatica de origen americano que
crece en Jamaica, Costa Rica y Colombia (24). La “menta de palo”, segun su nombre vernaculo,

es un arbusto de ca. 180 cm de alto con flores blancas o rosadas (Figura 2) (24).
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La infusion de S. viminea se usa en la medicina tradicional para calmar el dolor

abdominal, por sus propiedades antiséptica, astringente y antibacteriana (47).

Figura 2.

Plantas de Satureja viminea en sus diferentes estados fenoldgicos. A. Vegetativo (27-07-2022).
B. Floracion (24-10-2022). C. Post-floracion (25-1-2023). Fotografias tomadas por Sheila
Bridget BELTRAN PEREZ. Lugar: jardin experimental de CENIVAM-UIS, Bucaramanga.

Desde el 2000 hasta la fecha, en Scopus (TITLE-ABS-KEY “Essential oil” AND
“Satureja viminea”) se han encontrado cinco documentos publicados, los cuales se refieren
principalmente sobre la composicion quimica del AE de S. viminea en Costa Rica (2), Colombia
(2) y Estados Unidos (1) (30-32,48). En los AE de S. viminea estudiados, en Costa Rica,
Colombia y los adquiridos en un mercado de los Estados Unidos o los de procedencia de Costa
Rica, se encontraron monotepernos oxigenados p-menta-3-en-8-ol y pulegona como compuestos

mayoritarios, y los hidrocarburos sesquiterpénicos (E)-p-cariofileno y aromadendreno (30-32,48).

Es importante destacar que la pulegona, compuesto mayoritario del AE de S. viminea (14-
35%), es tdxica en concentraciones altas (150-400 mg/kg) (49). Estudios realizados en ratones

mostraron un aumento en la incidencia de tumores en el higado, después de suministrar durante
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siete dias la pulegona (de 150 a 400 mg/kg) via intraperitoneal. En cambio, a una concentracion

baja (20 mg/kg), la pulegona no produjo efectos negativos en el higado de los ratones (49).

Las personas consumen ciertos alimentos (bebidas alcohdlicas, postres congelados,
dulces, productos horneados, gelatinas y bebidas con menta) que contienen pulegona sintética o
natural. Esto, eventualmente, podria tener un efecto negativo sobre la salud (49), debido a la
intoxicacién cronica. En Francia, se estima que el consumo de pulegona es de 0.6 mg/kg por dia
y un nifio que pesa 30 kg y consume una bebida de 500 mL con sabor a menta, puede ingerir

alrededor de 1.2 mg/kg de pulegona (49).

En la Tabla 1, aparecen reportados algunos estudios sobre actividades bioldgicas de AE y
extractos de Satureja spp. En varios estudios, en los extractos de Satureja spp. (S. boissieri,
S. hortensis y S. cuneifolia), los autores reportaron apigenina, rutina y el acido rosmarinico (50-

52).

Los estudios sobre las plantas del género Satureja relacionados con el estado fenoldgico
de la especie vegetal, composiciones quimicas de AE y extractos, y sus actividades antioxidantes
se comenzaron a documentar en el 2008 (53) (Scopus: TITLE-ABS-KEY “Phenological stage™
OR “Phenological” OR “Flowering” AND “Satureja" OR “Satureja sp.” OR “Satureja spp.” OR
“Satureja viminea” AND “Essential oils” OR “Extracts” AND “Antioxidants” OR “Activity
antioxidants”, Fecha de consulta: mayo 2023). Kosar et al. (53), estudiaron la composicion
quimica del AE de S. cuneifolia colectada en tres etapas (vegetativo, floracién y post-floracion),
midiendo, las actividades antioxidante y antimicrobiana. En la composicion quimica del AE de S.
cuneifolia se encontr6 que los compuestos mayoritarios, en las tres etapas fenoldgicas, fueron los

mismos, i.e., el timol, p-cimeno y carvacrol. Segun el método DPPH?*, la actividad antioxidante
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del AE obtenido de S. cuneifolia, después de la floracion (94.65% ICso), fue mas alta que la de
los AE destilados de plantas recolectadas en las etapas vegetativa (93.54% ICso) y de floracién
(93.56% ICsp). Los valores de la actividad antioxidante del AE fueron cercanos a los obtenidos

para el BHT (98.74% 1Cso).

En el 2020, Aghbash et al. (54), investigaron la composicién quimica y las actividades
antibacteriana y antioxidante del AE obtenido de S. macrantha colectada en las diferentes etapas
de crecimiento. En los AE destilados de plantas colectadas en los estados fenoldgicos (vegetativo,
floracién y fructificacion) encontraron que los compuestos mayoritarios fueron carvacrol, timol,
p-cimeno y y-terpineno. La actividad antibacteriana del AE destilado de plantas en floracion
present0 valores altos contra Staphylococcus aureus (CMI = 5 pg/mL) y Enterococcus faecalis
(CMI =20 pg/mL). Los autores (54) propusieron que la actividad antibacteriana del AE se debia
a los fenoles terpenicos, timol y carvacrol. Segin el método ABTS™, la actividad antioxidante del
AE de S. macrantha, destilado de plantas recolectadas en el estado vegetativo (142.33 + 6.47
pg/mL ECso) fue mas alta que la de los AE destilados de plantas en estados de floracion (135.25

+ 5.63 pg/mL ECso) y fructificacion (134.78 + 4.83 pg/mL ECso).

No se encontraron resultados durante la busqueda sistematica de publicaciones sobre la
destilacion del AE y extractos de plantas de S. viminea, cosechadas en los diferentes estados
fenoldgicos y su relacion con la actividad antioxidante. Por eso, es el interés para investigar las
diferencias en las composiciones quimicas de los AE y extractos de plantas colectadas en los

diferentes estados fenolégicos.
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Tabla 1.

Propiedades bioldgicas de los aceites esenciales y extractos del género Satureja spp.

Aceite esencial/

Autores
extracto

Actividad

Ensayo

Resultados

Stashenko et al. (31) S. viminea (AE)

Antioxidante

Evaluacion de la actividad antioxidante por
los métodos ORAC y ABTS™.

ORAC (1060 + 16 mmol
Trolox®g aceite) y ABTS™ (52
+ 1 mmol Trolox®/g AE).

Ensayo de Tail flick (movimiento rapido
de la cola en respuesta al dolor por
radiacion) en ratas Sprague-Dawley (200-

La actividad analgésica mas
alta se encontr6 después de 30

Suarez et al. (55) S. viminea (AE) Analgeésica 240 ) durante 30, 60 y 120 min, después min de la adm!nl_strauon oral
. L del AE de S. viminea con un
de la administracion oral del AE de S. . .
- periodo de latencia de 34 s.
viminea (1g/kg).
Inhibicion del crecimiento micelial de La concentracion inhibitoria
Yegen et al. (56) S. thymbra (AE) Antifangica . minima del AE fue MIC 800
hongos de Phytophthora capsici. mg/L
S. viminea (Extracto Medicion del edema inducido, por el El edema se redujo después de
Badilla et al (57) ' Edematégena  veneno de la serpiente Bothrops asper, en 2 h de aplicar el extracto (250

acuoso)

la pata trasera de la rata.

mg/kg).
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2.3 Ambrosia cumanensis

Ambrosia cumanensis, también conocida como A. peruviana (familia Asteraceae) (58,59),
es una planta perenne de origen centroamericano y crece principalmente en Costa Rica, Ecuador,
Panama y Colombia (23). La altamisa o artemisa, segun su nombre vernaculo, es un arbusto de
ca. 2 m de alto con hojas alternas u opuestas, cubiertas en el fondo de vellosidades largas (Figura

3).

Tradicionalmente, la infusion de las hojas de A. cumanensis, se ha usado como

antimicrobiana y espasmolitica, y para el tratamiento del dolor crénico (23).

Figura 3.

Plantas de Ambrosia cumanensis en sus diferentes estados fenoldgicos. A. Vegetativo (18-01-
2022). B. Floracion (16-05-2022). C. Post-floracion (26-08-2022). Fotografias tomadas por
Sheila Bridget BELTRAN PEREZ. Lugar: jardin experimental del CENIVAM-UIS,
Bucaramanga.

La busqueda de estudios sobre AE de Ambrosia spp. en la base de datos de Scopus en

mayo de 2023 con la ecuacion de basqueda: TITLE-ABS-KEY “Essential oil” and “Ambrosia
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spp”, arrojaron 52 documentos. En 1996, se reportd la primera publicacion sobre la
caracterizacion quimica del AE, destilado de hojas de A. tenuifolia, su componente mayoritario

fue a-tujona (79.3%) (60).

En Colombia, se han publicado dos articulos sobre A. peruviana (33,61), en los cuales se
determinaron la composicion quimica del AE y evaluaron la actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Escherichia coli (33,61). y-Curcumeno
(23.99%), ar-curcumeno (14.08%), acetato de bornilo (10.35%) y alcanfor (5.03%) fueron los

compuestos mayoritarios del AE:

Los estudios y publicaciones sobre extractos de Ambrosia spp., segun la base de datos de
Scopus (TITLE-ABS-KEY “Extracts” AND “Ambrosia spp”. Fecha: mayo 2023), van en
aumento desde el 2008. En 2022 y lo transcurrido del 2023, se han publicado 47 articulos.
Algunas publicaciones, tratan principalmente sobre los efectos fitotoxico, antiinflamatorio,

antioxidante y citoprotector de los extractos (62-64).

En Colombia, se encontraron publicados diez articulos, sobre extractos de Ambrosia spp.
entre ellos, los que estudiaron las actividades citotoxicas y antiinflamatoria (23,65,66). Castro et
al. (65), evaluaron el potencial antiinflamatorio de 37 extractos de plantas, entre las cuales se
destacO el de A. cumanensis, su extracto produjo una disminucion significativa de citocinas

proinflamatorias (65).

En los extractos de plantas de la familia Asteraceae (36,67-69) se han encontrado el &cido
clorogénico, que se considera uno de los polifenoles mas importantes y comunes en las plantas de
las familias Asteraceae y Lamiaceae (70), ya que posee efectos antiinflamatorio (71),

antioxidante (72) y antidiabético (73).
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En la familia Asteraceae se encuentran varias plantas arométicas que presentan potencial
antioxidante, por ello, sobre el género Ambrosia se realizd la blsqueda sistematica de
publicaciones. Se encontraron en Scopus 26 articulos sobre las actividades antioxidantes de AE y
extractos de Ambrosia spp. (TITLE-ABS-KEY “Antioxidant” AND “Essential o0il” OR
“Extract”. Fecha: septiembre de 2023), sin embargo, ninguno menciona cual fue el estado

fenoldgico de la planta.

Maksimovi¢ (74) en 2008, reportd la actividad antioxidante del extracto acetonico de
A. artemisiifolia L, determinada por los ensayos FRAP (2.37 mmol Fe?*/g) y DPPH* (27.60 ICso
ug/mL). Estos valores, se compararon con los de estandares de referencia, quercetina (7.69 mmol
Fe2*/gy 7 2.75 ICso pg/mL), acido ascorbico (10.4 mmol Fe?*/gy 4.10 1Cso ug/mL) y BHT (8.0
mmol Fe?*/g y 19.49 ICso pg/mL). El autor consider6 que la reduccion del hierro férrico (Fe™®) a

su forma ferrosa (Fe*?) en el ensayo de FRAP podia ser atribuida a los flavonoides (74).

2.4 Antioxidantes

Halliwell (75) defini6 un antioxidante (AH) como una sustancia que, a bajas
concentraciones comparado con un sustrato oxidable, previene o retrasa significativamente la
oxidacion de moléculas. La funcién de los AH es proteger las células contra los efectos adversos
de los radicales libres para prevenir el desarrollo de enfermedades neuroldgicas, degenerativas y

cardiovasculares en humanos, entre otras.

En las células, los antioxidantes hacen parte del mecanismo de defensa ya que tienen la
capacidad de prevenir la formacién de radicales y neutralizar los existentes, también, repararan el

dafio oxidativo, identifican y promueven la reparacion o eliminacion de moléculas dafiadas para
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evitar mutaciones (76). Los AH “neutralizan” las especies reactivas a través de la donacion de
atomos de hidrdgeno o por transferencia de electrones o la combinacién de ambos mecanismos.
El mecanismo de reaccion de donacion de atomos de hidrégeno (Ecuacién 1) sucede por
la transferencia de un atomo de hidrégeno del antioxidante (AH) al radical ROO* (hidroxi, alcoxi,
peroxidos de lipidos), formando radicales (A®) y moléculas neutras ya sea, agua, alcohol o

hidroperoxidos de lipidos (ROOH) (77).

ROO*+ AH— ROOH +A°* Ecuacion 1

ROO® + A*— ROOA Ecuacion 2

El radical formado (A®) puede participar en reacciones con otros radicales o antioxidantes
para terminar la cadena (Ecuacion 2). La especie A*, debe ser menos reactiva que los radicales

iniciales (ROO*) (78).

El mecanismo de donacion de atomos de hidrégeno depende de la energia de disociacion
del enlace del grupo que dona el atomo de hidrogeno. La reaccion es termodinamicamente
favorable, una energia de disociacion del enlace baja favorece la transferencia del atomo de

hidrogeno por parte de la molécula (78,79).

El mecanismo de transferencia de electrones comprende un proceso de oxidacion-
reduccién. EI AH al donar un electron al radical (ROO*®) produce un catidn-radical y un anion
intermedio (ROO™). La reaccion en cadena termina con la adicion de un proton (proveniente del

agua) al anion (Ecuaciones 3-5) (78,79).

ROO*+ AH — ROO™+ AH™ Ecuacion 3

AH™+ H,0 — A+ H;0" Ecuacion 4
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ROO+ H;0"— ROOH + H,0 Ecuacion 5

El mecanismo de transferencia de electrén depende el potencial de ionizacién (PI), por lo
tanto, entre méas bajo sea el Pl mas facil sera para el antioxidante ceder un electrén. Ambos
mecanismos, de donacion de protdn y de transferencia de electron pueden suceder en paralelo

(80).

2.5 Antioxidantes en plantas

Los metabolitos secundarios de las plantas son esenciales para su crecimiento, desarrollo,
defensa y adaptacion; son compuestos de distinta naturaleza quimica, se encuentran alcaloides,
terpenoides, compuestos fenolicos, &cidos grasos, entre otros (81,82). Algunos metabolitos

secundarios de plantas presentan propiedades antioxidantes, tales como (81,82):

Terpenos: son hidrocarburos insaturados, productos de union de varias unidades de
isopreno y son los componentes principales de los AE. La familia de terpenos esta conformada
por 40.000 compuestos, que incluyen monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, entre otros.
Algunos de los terpenos muy estudiados por sus propiedades biologicas son carveol, carvacrol,

limoneno, timol, eugenol y geraniol (81).

Fendlicos: constituyen el grupo méas grande de metabolitos secundarios y se dividen en
flavonoides, acidos fendlicos, lignanos, estilbenos y taninos (Figura 4). Los flavonoides y los

acidos fendlicos se biosintetizan a partir de los acidos acético y shikimico (83,84).
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Figura 4.

Clasificacion de algunos compuestos fenolicos y ejemplos de su estructura quimica. Informacion
tomada de Beconcini et al. (85).

Compuestos fendlicos

Flavonoides No flavonoides Taninos
Flavanoles
Flavonas Acidos fendlicos Taninos
Flavonoles Lignanos condensados
Flavononas Estilbenos Galotaninos
Antocianinas
Iso-flavonas

aK m\ B
o -~
Ho—1! i I A
HO e - Y
OH L\S/ 0 G gy
s o
c*"\n" G
HO H0—<f;_‘.f)—‘/ =\

Los compuestos con propiedades antioxidantes generalmente tienen en su estructura
quimica anillos aromaticos, sustituyentes hidroxilo en la conformacion o-dihidroxi y enlaces
dobles conjugados que permiten deslocalizacion electronica por resonancia; también, hay grupos

funcionales con enlaces dobles carbono-carbono y grupos carbonilo (82-84).

Los compuestos fendlicos en las plantas estan involucrados en la defensa contra la
radiacion ultravioleta, proteccion contra patdgenos, parasitos y depredadores, ademas, otorgan

color a los tejidos vegetales (83).
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Vitaminas: se destacan la vitamina E (tocoferoles) y el acido ascorbico (vitamina C) por
su notoria actividad antioxidante. Su funcion es neutralizar radicales peroxi y mantener el balance

entre las especies radicales de oxigeno (ROS) (86,87).

Carotenoides: interactian con las especies reactivas de oxigeno (ROS), desactivan los
radicales peroxilo, al reaccionar con ellos, formando radicales estabilizados por resonancia. Los

carotenoides mas comunes son (-caroteno, luteina, licopeno y zeaxantina (88).

2.6 Meétodos para evaluar la actividad antioxidante

Existen diferentes metodos para evaluar la actividad antioxidante, porque no hay un
método universal (89). Los métodos para medir la actividad antioxidante se clasifican, segin su
mecanismo de accion, en los siguientes: (1) donadores de atomos de hidrogeno y (2) de

transferencia de electrones (86,90).

Las reacciones de donacion de atomos de hidrégeno son rapidas y no dependen de la
naturaleza del disolvente y pH. Es posible que en presencia de metales o agentes reductores se

genere una reactividad del antioxidante mayor (86).

Las reacciones de transferencia de electron son mas lentas que las de donacion de atomos
de hidrégeno y ocurren mediante reacciones de oxidacion-reduccion. En presencia de metales

pueden generar interferencias causando algunas inconsistencias en los resultados (86).
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Las reacciones de donacion de atomos de hidrogeno y transferencia de electrones se
diferencian en su cinética y en las reacciones secundarias que ocurren. A continuacion, aparecen

resumidos algunos métodos de evaluacion de actividad antioxidante (89).
2.7  Ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS*

El ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™, conocido como equivalente de
Trolox® (TEAC), fue reportado por primera vez por Miller et al. (91) y su mecanismo se basa en

la transferencia de electrones (86).

En primer lugar, el ABTS [2,2-azinobis-(3-etilbenztiazolina-6-sulfonico acido)] se oxida
con persulfato de potasio, peroxidasa de rabano o peréxido de hidrogeno, produciendo el cation-
radical del ABTS (ABTS™) que tiene una coloracién azul verdosa (Figura 5) (86). El croméforo
obtenido presenta tres bandas de absorcion con longitudes de onda de A = 645, 734 y 815 nm. Los
antioxidantes, en presencia de la solucion del catién-radical ABTS™, donan electrones y reducen
la solucion de ABTS™ produciendo la disminucion de absorbancia y del color azul-verdoso

(86,92) (Ecuaciones 6y 7).

Figura b.

Formacion del catiéon-radical ABTS™. Informacion tomada, con modificaciones, de Ilyasov et al.
(92).
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ABTS +K,S,03 — ABTS™ Ecuacion 6

ABTS™ + ArOH (antioxidante) — ABTS + ArO"+ H" Ecuacion 7
Absorbancia ;,;.;, - Absorbancia E ion

Inhibicion, % = inicial final 100 cuacion 8

Absorbancia jp;iq

La disminucion de la absorbancia se puede medir por espectrofotometria y se expresa

numéricamente como porcentaje de inhibicién (Ecuacién 8) (93).

El ensayo ABTS™ es un método rapido, el cation-radical ABTS™ es soluble en disolventes
organicos y acuosos, y no depende de la fuerza idnica de la solucién, lo que permite medir la
actividad antioxidante de compuestos tanto hidrofilicos como lipofilicos. La desventaja del
método es que el cation-radical no se encuentra de forma natural en el cuerpo humano, por lo que
se considera que el ensayo es un modelo preliminar, no puede extrapolarse directamente para las

funciones bioldgicas (93).

Para los extractos de plantas, que son una mezcla compleja de metabolitos secundarios, se
han implementado métodos en linea (on-line-HPLC/ABTS"™) para separar e identificar los
componentes individuales con una posible actividad antioxidante. Lo primero que sucede es la
separacion de los compuestos en una columna cromatografica, luego los componentes que eluyen
de la columna reaccionan con el catién-radical ABTS™, que se encuentra en un reservorio en una
bomba auxiliar, y posteriormente se transfieren al detector. La respuesta se observa como una
sefial negativa debido a que el cation-radical reacciona y se neutraliza capturando los electrones

donados por los compuestos con propiedades antioxidantes (94,95).



METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS PROMISORIAS 48

2.8 Evaluacion de la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (método ORAC)

El ensayo de capacidad de absorcion de radicales oxigeno (método ORAC) fue descrito
en trabajos de Wayner et al. (96) y Glazer (97), con modificaciones hechas por Cao et al. (98). El
ensayo de ORAC se basa en la donacion de &tomos de hidrdgeno y se realiza mediante la

medicién de la inhibicion por la oxidacion de la fluoresceina inducida por radicales peroxilo.

Los radicales peroxilo predominan en el proceso de la oxidacion de lipidos tanto en
alimentos como en los sistemas biologicos. Los valores obtenidos por el método de ORAC,
podrian ser considerados como punto de referencia para predecir la actividad antioxidante de una

sustancia en un sistema bioldgico (99).

El radical peroxilo se genera mediante la descomposicion térmica del AAPH (R-N=N-R)
[2,2'-azobis-(2-amidino-propano)] para producir nitrogeno molecular y radicales alquilo que, en
presencia de oxigeno atmosférico, producen los radicales peroxilo (Ecuacion 9). Los radicales
peroxilo reaccionan con una sustancia fluorescente (fluoresceina) formando un producto no
fluorescente. Sin embargo, en presencia de un antioxidante la fluoresceina se protege,
disminuyendo la velocidad de su degradacion mediante la reaccion entre los radicales peroxilo y

el antioxidante (Ecuaciones 10 y 11) (99).

o .,
R-N=N-R 3 N, + 2RO0O' Ecuacion 3
ROO" + AH — ROOH + A’ Ecuacion 10
ROO™ + A" — ROOA Ecuacion 11

Los valores de la actividad antioxidante se obtienen a partir del area bajo la curva (AUC,

por sus siglas en inglés) del decaimiento de la fluoresceina (Figura 6). La actividad antioxidante
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de una muestra se obtiene mediante la diferencia de las areas bajo la curva del antioxidante y del

blanco (sin antioxidante) (AUC neta= AUC an - AUC bianco) (86).

Figura 6.

Curva de disminucion de la fluorescencia obtenida en el ensayo ORAC.
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Los inconvenientes que presenta la prueba de ORAC, se deben a que la reaccion necesita

ser monitoreada durante mas de 30 min (100).

2.9  Estado fenologico de las plantas

La fenologia se refiere al estudio de eventos bioldgicos que ocurren en la vegetacion de

una especie, tales como, germinacion, desarrollo de hojas, formacion y crecimiento, desarrollo de

flores y frutos, maduracion de frutas y semillas, entre otros (101).

Los estados fenoldgicos se observan de forma convencional mediante la evaluacion

visual, directa e in situ. Por lo general, se implementan protocolos estandarizados para reducir el

sesgo de los observadores y garantizar la comparabilidad de los datos. Por ejemplo, el BBCH
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(Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie) es una escala
desarrollada para codificar sistematicamente el crecimiento de las plantas mono y dicotileddneas,
usando numeros del cero al nueve en forma ascendente para describir la germinacion, el
desarrollo de las hojas, formacién de los brotes, crecimiento de los tallos, floracion, maduracién

de frutos y semillas, entre otros (102).

Algunas de las principales fases del ciclo de las plantas (escala BBCH) se describen a

continuacion (102):

Vegetativo: es la etapa desde la germinacion hasta el crecimiento de las plantulas y las
hojas, que se encuentran con una coloracion verde.

Floracion: se considera floracion plena cuando el 50% de las plantas presentan las flores
abiertas.

Post-floracion: los pétalos de las flores o las inflorescencias se caen o se marchitan.

Existen otros métodos para la medicion in situ de los estados fenoldgicos en los que se
utilizan instrumentos adicionales para la medicion de la fotosintesis, imagenes satelitales y
fotografias digitales. Estos métodos pueden reducir los errores que se generan, eventualmente,

usando el método tradicional con el observador.

Segun el periodo de vegetacion de la planta, se producen variaciones en la biosintesis de
metabolitos secundarios y su biodisponibilidad, que depende de las condiciones ambientales y
factores como la edad (101). Los metabolitos secundarios se sintetizan en todas las partes de la
planta (raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas) y se relacionan, principalmente, con la
disminucion o el aumento en la expresion de los genes que codifican la actividad de las enzimas

implicadas en la biosintesis de los compuestos terpenicos, fendlicos, alcaloides, entre otros (103).
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Por ejemplo, en las raices de Scutellaria baicalensis, antes de la floracién se sintetiza la
mayor cantidad flavonoides (103). En S. baicalensis, la biosintesis de la baicalina varia, segun las

etapas de crecimiento y desarrollo de la planta.

Determinar y reconocer los estados fenoldgicos de las plantas cultivadas es importante,
porque esto permite programar las acciones relacionadas con las fertilizaciones especificas, el
control fitosanitario a través del uso de productos hormonales y para determinar los impactos
ecoldgicos generados por el cambio climatico (104). El tiempo de cosecha de un cultivo, es muy
importante y se establece, segin las caracteristicas establecidas de la calidad agricola del
producto final. Por ejemplo, en los cultivos de plantas aromaticas hay que cosechar bajo las
condiciones que permitan obtener los AE y extractos con rendimientos altos y propiedades

bioldgicas.

Segun los resultados obtenidos en la bdsqueda sistematica en Scopus (ElSevier) de las
plantas sobre los géneros Hyptis, Satureja y Ambrosia, los paises con la mayor contribucion a los
estudios de sus AE y extractos fueron Brasil, Iran y Estados Unidos. Desde el 2003, se observa
un aumento gradual en las publicaciones, el nimero mas alto de articulos se reporta para los
géneros Satureja (119), Ambrosia (36) e Hyptis (34), durante los afios 2021, 2022 y 2012,

respectivamente.

Sobre las especies de interés, H. colombiana, S. viminea y A. cumanensis, en los pocos
articulos encontrados, el énfasis se hace en el estudio de los AE. Hay muchas oportunidades en
Colombia para continuar estudiando la relacion entre el estado fenoldgico, la composicién
quimica y la actividad antioxidante de los AE y extractos. La investigacion en fenologia es muy

importante porque permite comprender los efectos del clima sobre las etapas vegetativa,
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floracion, post-floracion y fructificacion, y puede utilizarse en campos de investigacion como la

boténica, la agronomia y la biologia vegetal (105).

Los estudios que relacionen el estado fenoldgico de las plantas con sus metabolitos
secundarios seran Utiles para identificar la etapa de crecimiento en la cual se genera la méas alta
actividad antioxidante de AE y extractos vegetales. Las investigaciones extensas en esta area
podran beneficiar al sector agricola, ya que se lograria estandarizar las operaciones de
fertilizacion y mejorar el cultivo para aumentar el rendimiento de biomasa y producir AE y
extractos con propiedades antioxidantes que podrian ser usados como ingredientes naturales en

productos cosméticos, de aseo o farmacéuticos.

Los resultados de este trabajo de investigacion fortaleceran las areas de conocimiento en
quimica analitica, productos naturales y el estudio de sus actividades biologicas, en especial, en
los campos de caracterizacion quimica y estudio de capacidad antioxidante, medida por varios
métodos, de los metabolitos secundarios de las especies de H. colombiana, S. viminea y

A. cumanensis.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el estado fenoldgico, para la cosecha de plantas arométicas de H. colombiana,
S. viminea y A. cumanensis, que genere las menores variaciones en la composicion quimica y la
actividad antioxidante de sus aceites esenciales y extractos, obtenidos del material vegetal antes y

después de su destilacion.

Objetivos especificos

Realizar el estudio comparativo de los rendimientos de aceites esenciales y de los extractos
hidroalcohdlicos de material vegetal antes y después de la destilacion, obtenidos de plantas bajo

estudio recolectadas en los diferentes estados fenologicos (vegetativo, floracion, post-floracion).

Estudiar la composicién quimica, usando diferentes metodos analiticos instrumentales; de los AE
y de los extractos obtenidos de las plantas bajo estudio recolectadas en los tres estados

fenoldgicos.

Comparar los valores obtenidos por diferentes ensayos, de la actividad antioxidante de los AE y
extractos obtenidos de las plantas bajo estudio, que se recolectaron en los tres estados fenoldgicos

de su desarrollo.

Establecer la relacién entre el estado fenoldgico de las plantas bajo estudio y los valores
obtenidos de la actividad antioxidante de los aceites esenciales y extractos y sus composiciones

quimicas.
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4, METODOLOGIA
En la Figura 7, se muestra el esquema general que se llevd a cabo para el desarrollo
experimental, en este trabajo de investigacion.

Figura 7.

Esquema general del desarrollo experimental, del presente estudio.
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4.1 Reactivos

Para el desarrollo de este trabajo de investigacion, a-pineno (98%), sabineno (95%), p-
cimeno (99%), limoneno (97%), linalol (97%), y-terpineno (96%), timol (99.5%), carvacrol
(98%), (E)-B-cariofileno (98.5%), germacreno D (90%), a-humuleno (96%), éxido de cariofileno
(95%), AAPH (97%), fluoresceina (99%), &cido rosmarinico (97%), acido cafeico (98%), acido-
o-hidroxibenzoico (99%), pinocembrina (>95), rutina (>94%) &cido-3-O-cafeoilquinico (>98%) y
Trolox® (97%), fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louise, MO, EE. UU.). Kaempferol-3-
O-rutinésido  (98%), salvigenina (98%), apigenina-7-glucurénido (>98) y luteolina-7-O-
glucurénido (>98) se compraron a ChemFaces (Wuhan, Ubei, China). La vitexina (>95%),
nepetina (>95%), acido-4-O-cafeoilquinico (>98 %) y acido-1,3-O-dicafeoilquinico (>94%) se
adquirieron en PhytoLab GmbH (Vestenbergsgreuth, Baviera, Alemania). Los disolventes y otros
reactivos utilizados para extraccion, diclorometano grado GC/FID, sulfato de sodio anhidro,
acido formico grado HPLC, formiato de amonio (>99%), ABTS [2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico], persulfato de potasio (99%), metanol grado LC/MS, etanol
absoluto (96%) y agua tipo | (sistema de purificacion Millipore Direct-Q™) provinieron de
Merck (Darmstadt, Alemania). Nitrégeno y didxido de carbono (99.995 %) fueron adquiridos en
la empresa Messer (Bucaramanga, Colombia). El etanol comercial (96%) se compro a SUQUIN

(Bucaramanga, Colombia).

4.2 Identificacion taxondmica

La identificacion taxonémica de las especies bajo estudio se realizd en el Herbario Nacional

Colombiano, por el doctor José Luis FERNANDEZ ALONSO adscrito al Instituto de Ciencias
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Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (actualmente, el curador del Real Jardin Botanico

de Madrid, Espafa).

4.3 Permiso de colecta

La recoleccion de las especies de plantas aromaticas promisorias se realizo, segun lo
establecido en el contrato N° 270 de acceso a recursos genéticos y productos derivados con fines
de bioprospeccion, suscrito entre el Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible y la
Universidad Industrial de Santander. La normatividad se contemplé durante la ejecucion del
Programa Colombia Cientifica Bio-Reto XXI 15:50 y el proyecto de investigacion sobre plantas

aromaticas en Santander SGR [BPIN-2018000100044].

4.4  Recoleccion del material vegetal

Las partes aéreas de las plantas de H. colombiana, S. viminea y A. cumanensis se
recolectaron en las etapas fenoldgicas (vegetativo, floracion y post-floracion) en los cultivos
experimentales el Complejo Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM,
en el campus principal de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Santander,

Colombia, N 07°08,422' W 073°06,960").

4.5  Muestreo de las plantas

De cada especie vegetal bajo estudio, se monitorearon 12 plantas, dos veces por semana,
para determinar el momento de cosecha, segun su estado fenoldgico (vegetativo, floracion, post-
floracién). La temperatura y la humedad del ambiente, al momento de ser cosechadas las plantas

se registraron, usando un termohigrémetro portatil HTC-1 (BOECO, Hamburgo, Alemania)
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4.6  Destilacion de aceites esenciales por hidrodestilacion asistida por la radiacion de

microondas

La hidrodestilacion de las plantas se realizé en un equipo tipo Clevenger, con reservorio
de destilacion Dean-Stark, adaptado a un horno de microondas doméstico Samsung, modelo
MS32J5133AG, con una potencia de salida de 1.6 kW y una frecuencia de radiaciéon de 2450
MHz. Al balén de destilacién (2 L), se adicionaron el material vegetal homogeneizado de hojas,
tallos e inflorescencias (100-350 g) y agua destilada (200-350 mL). El tiempo total de extraccion
fue de 45 0 60 min, dividido en tres o cuatro turnos, cada uno de 15 min, con un tiempo de reposo

de cinco minutos. La potencia del horno (600 W) se fijo en 60% de su valor maximo.

Los AE destilados de las plantas bajo estudio, se filtraron y se secaron con Na;SOs
anhidro, para evitar su dafio por humedad y para preparar las muestras para el analisis

cromatografico.

4.7  Secado del material vegetal

El secado del material vegetal de H. colombiana, S. viminea y A. cumanensis, antes y
después de su hidrodestilacion, se realizd en el vivero nimero 2 de CENIVAM (Bucaramanga,
Santander, Colombia, N 07°08,422' W 073°06,960"). El procedimiento consistio en registrar el
peso inicial de material vegetal y documentar los cambios de su peso, durante varios dias
consecutivos, hasta llegar a un peso constante del material vegetal. La temperatura y la humedad

se registraron usando un termohigrémetro.
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4.8  Obtencion de extractos vegetales

La extraccion del material vegetal con solvente se realizd, segun Mejia et al. (106), con
algunas modificaciones. Con el fin de comparar los rendimientos y la composicion quimica de
los extractos, se realizaron dos extracciones utilizando material vegetal seco (a temperatura
ambiente), antes y después de su hidrodestilacion. El material vegetal seco, molido y
homogeneizado (H. colombiana, S. viminea o A. cumanensis) se mezcld con una solucion de
EtOH: H2O (70:30, v/v) y se depositd en un bafio de ultrasonido (Elmasonic S15H, Singen,
Alemania) a 50 °C, durante 1 h. La mezcla se filtro al vacio usando un embudo Buchner (papel
filtro Whatman N° 1), un matraz Kitasato y una bomba de vacio (Vacuubrand, Wertheim,
Alemania). Los extractos se rotoevaporaron en un equipo Heidolph (Hei-VAP, Advantage HL,
Chicago), se secaron en un liofilizador de bandejas VirTis AdVantage Plus (SP Scientific,

Gardiner, NY, EE. UU.) y se almacenaron a 4 °C, protegidos de la luz.

4.9  Analisis cromatografico
4.9.1 Analisis de aceites esenciales por cromatografia de gases

4.9.1.1 Preparacion de muestras

El AE se pesd (10 mg) y se disolvio en diclorometano (1 mL) con 500 ppm de n-tetradecano
(patron interno), y se inyectd a un cromatografo de gases acoplado a un detector selectivo de

masas.

4.9.1.2 Analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los AE se analizaron en un cromatografo de gases GC 6890 Plus (Agilent Technologies,

AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), equipado con un detector selectivo de masas MS 5973 Network
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(AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), usando ionizacion con electrones (El, 70 eV). Se utilizd helio
(99.995%, gas AP, Messer, Bogota, Colombia) como gas de arrastre, con presion inicial de
entrada en la cabeza de la columna de 113.5 kPa, y una velocidad volumétrica de flujo constante
de 1 mL/min. El modo de inyeccidn fue split (30:1) y la temperatura del inyector se mantuvo a

250 °C.

La separacion de componentes del AE se llevo a cabo en dos columnas capilares, una con
fase estacionaria (f.e.) polar de poli(etilenglicol), PEG, (DB-WAX, J & W Scientific, Folsom,
CA, EE. UU.) de 60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 um (ds) y, otra, con fase estacionaria (f.e.) apolar
de 5%-fenil-poli(metilsiloxano), 5%-Ph-PDMS, (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.
UU.), con las mismas dimensiones que las de la columna polar. En la columna polar (DB-WAX)),
el horno se programé desde 50 °C (5 min) hasta 150 °C (7 min), a 4 °C/min y, luego, hasta 230
°C (50 min), a 4 °C/min. En la columna apolar (DB-5MS), la temperatura del horno
cromatografico se programo de 45 °C (5 min) a 150 °C (2 min) a 4 °C/min, luego, hasta 300 °C
(10 min), a 5 °C/min. Las temperaturas de la camara de ionizacion y del cuadrupolo fueron de
230 y 150 °C, respectivamente. EIl rango de masas fue m/z 45-450 u, con velocidad de
adquisicion de 3.58 scan/s. Los datos se procesaron en el software MSDChemStation G1701DA

(AT, Palo Alto, CA, EE. UU.).

La identificacion tentativa de los compuestos se basé en la comparacion de los tiempos de
retencion (tr) y los indices de retencion lineales, medidos en columnas apolar (DB-5MS) y polar

(DB-WAX) con los de las sustancias-patron o de las bases de datos.
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Los indices de retencion lineales (LRI, por sus siglas en inglés) se calcularon a partir del
tiempo de retencion del compuesto de interés y de las sustancias de referencia certificadas de n-

parafinas Ce-Cas (Sigma-Aldrich, St. Louise, MO, EE.UU.).

LRI = (100 x n) +100 x| &x=Ro|

tRN— tRn Ecuacion 12
Donde:
LRI - indice de retencion lineal del compuesto de interés;
nyN - NUmeros de 4&tomos de carbono del n-alcano, que eluye antes (n) o después
(N) del compuesto de interes;
trx - Tiempo de retencién del compuesto de interés (min);
trRN Y trn - Tiempo de retencion de n-alcano que eluye antes (n) o después (N) del

compuesto de interes (min).

Los espectros de masas experimentales de cada compuesto se compararon con los de
bases de datos espectrales Adams (2007), NIST (2017) y Wiley (2008). La identificacion
confirmatoria se realiz6 con la comparacion de sustancias de referencias de limoneno (97%),
linalol (97%), (E)-p-cariofileno (98.5%), 6xido de cariofileno, entre otras, adquiridas de Sigma-

Aldrich (St. Louise, MO, EE. UU.).

4.9.1.3 Analisis por cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacién en llama

La cuantificacion de compuestos se realizé en un cromatografo de gases AT 6890N
(Agilent Technologies, AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), acoplado a un detector de ionizacion en
Illama, FID (Flame lonization Detector, por sus siglas en inglés). La separacion de componentes
del aceite se llevo a cabo en una columna capilar con fase estacionaria (f.e.) apolar de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano), 5%-Ph-PDMS, (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE. UU.) de 60 m

x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 um (ds), usando modo de inyeccion split (1:30); temperatura del inyector
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fue 250 °C y el volumen de inyeccion 1 pul. Temperatura del detector se mantuvo a 280 °C. La
temperatura del horno cromatografico se programé de 50 °C (5 min) a 150 °C (2 min), a 5

°C/min, luego, hasta 230 °C (10 min), a 5 °C/miny, luego, hasta 300 °C (16.5 min), a 10°C/min.

La cuantificacion se baso en curvas de calibracion usando el método de estandar externo,
se utilizaron sustancias-patrén de hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos, tales como,
a-pineno, sabineno, p-cimeno, limoneno, linalol, y-terpineno, (E)-B-cariofileno, germacreno D, a-
humuleno y 6xido de cariofileno. Cada compuesto se pes6 (300 mg) y se disolvid en
diclorometano (10 mL, grado GC/FID), se realizaron diluciones en un rango de concentracion de
3 a 22.260 mg/kg. Los datos se procesaron con el software Instrument 1: Data Analysis version

B.04.03-SP1 (2001-2012).

4.9.1.4 Determinacion de las figuras analiticas de mérito

Las figuras analiticas de mérito, i.e., repetibilidad, linealidad, sensibilidad y los niveles
minimos de deteccion (LOD, por sus siglas en inglés) y cuantificacion (LOQ, por sus siglas en
inglés), se determinaron a partir de los tiempos de retencion y areas cromatograficas de las

sustancias de referencia descritos en la Seccion 4.9.1.3.

Evaluacion de repetibilidad del método, para tiempo de retencion y area cromatografica
La repetibilidad y la reproducibilidad del método se calcularon empleando las

Ecuaciones 13-15, tomando como referencia los coeficientes de variacion (CV, %) de los

tiempos de retencion (tr) y las &reas de cada sustancia referencia.

X = X; Ecuacion 13

S|

n
i=1
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n
1 — .,
S=|— Z:Ixi-xl2 Ecuacion 14
n-1
i=1
S .,
CV, % ==*100 Ecuacion 15
X

Donde:
X  =Promedio de datos;
X; = Datos;
n = NUmero de datos;
S = Desviacién estandar;
C = Coeficiente de variacion.

Determinacion de la linealidad y la sensibilidad del método

La linealidad y la sensibilidad se determinaron a partir de las curvas de calibracion de las
sustancias de referencia. El coeficiente de determinacion (R?) de la curva de calibracion se utilizo
como indicador de linealidad. La sensibilidad se calculo con la pendiente de la recta con un nivel
de confianza de 95%. La Ecuacion 16, representa una recta ajustada, donde A es la pendiente y B
es la ordenada de origen. Los valores de A y B se determinaron, segin Miller y Miller (107)

(Ecuaciones 16-18).

y=Ax+B Ecuacion 16

A=y +Bx Ecuacion 17

e QI X-X)(,Y)

—L Ecuacién 18
QI (Xi-X)

Donde:

X; = Concentracién de cada patron;
X = Promedio de concentraciones;
y; = Respuesta en cada punto;
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y = Promedio de respuesta de patrones.

Determinacion de limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) se determinaron segln

Shrivastava y Gupta (108), usando las Ecuaciones 19-21, respectivamente.

m - 2 .,
S = Lty (iyw)? Ecuacién 19
y/x m-2
Sy/x .
LOD =3 B Ecuacion 20
Sy/x .
LOQ=10 B Ecuacion 21
Donde:
Sy/x = Desviacion estandar de los residuos de la regresion lineal;
y; = Respuesta en cada punto;
y = Promedio de respuesta de patrones;
m = Numero total de puntos en la curva de calibracion;
B = Pendiente de la curva.

4.9.2 Analisis de extractos vegetales por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas

4.9.2.1 Preparacion de muestras

Los extractos hidroetanolicos se pesaron (1 mg) y se disolvieron en fase maévil (1 mL)
MeOH: H.0 (50:50 v/v con 0.1% de acido formico y 5 mM de formiato de amonio) y se filtraron
con filtros PVDF (0.22 um), antes de ser inyectados a un UHPLC-ESI-Orbitrap-MS. Las
sustancias-patron de compuestos fenolicos mencionados en la Seccion 4.1, se pesaron (1 mg), se

disolvieron en fase mévil (1 mL) y se tomaron alicuotas para una concentracion final de 2 mg/L.
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4.9.2.2 Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Los extractos hidroetanolicos se analizaron en un equipo de cromatografia liquida de
ultra-alta eficiencia, UHPLC Vanquish™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), acoplado
a un espectrometro de masas Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Germany),
una interfaz de electronebulizacion con calentamiento (HESI-II), operada en modo de adquisicién
de iones positivos y negativos, la temperatura del nebulizador se oper6 a 350 °C, y el voltaje del

capilar 3.5 kV, su temperatura se mantuvo a 320 °C.

La separacion de los compuestos fendlicos se realizo en una columna ZORBAX Eclipse
XDB-Cis (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), de 50 mm, L x 2.1 mm, I.D. x 1.8 um de
tamafo de particula, a 40 °C. La fase movil fue: A - agua (0.1% de acido férmico, AF, y 5 mM
de formiato de amonio, FA) y B - metanol (AF 0.1% y FA 5 mM). El gradiente de la fase movil
inicio con A (100%) y cambio linealmente hasta B (100%), en ocho minutos, se mantuvo
constante por cuatro minutos, después regresd6 a A (100%) en un minuto y se mantuvo en
equilibrio por siete minutos. El flujo fue de 0.3 mL/min y el volumen de inyeccion de 2 uL. El
nitrogeno (>99%), producido por un generador NM32LA (Peak Scientific, Scotland, Reino

Unido), se usé como gas secante y gas nebulizador.

Para el modo full scan, se utilizé una resolucién del Orbitrap-MS de 70.000 full-width-at-
half-maximum (Rewnm, M/z 200), un control de ganancia automatica (AGC) de 1 x 10° y un
tiempo de inyeccion a la camara C-Trap de 200 ms. Para el modo step-scan, se utilizo la celda
HCD, el rango de energia de colisién fue 10-70 eV, con la resolucion Rewnm = 35.000 (m/z 200),
AGC= 2 x 10° y un tiempo de inyeccion de 100 ms a la camara C-Trap. Todos los espectros de

masas se obtuvieron en el rango de masas m/z 80—1000.
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Los datos se procesaron con el software Thermo Xcalibur™ Roadmap, Version 3.1.66.10.
La identificacion de compuestos se realizd6 comparando los tiempos de retencion, espectros de
masas, formulas moleculares exactas con los de las sustancias-patrén o los de las bases de datos
de metabolémica (HMDB) (109) y MassBank (110). La cuantificacion de sustancias se realizd
usando el método de estandar externo, en modo de adquisicion de iones seleccionados (SIM), i.e.
moléculas protonadas o deprotonadas. Las sustancias-patron disponibles como &cidos
rosmarinico, cafeico y o-hidroxibenzoico, pinocembrina, rutina, &cido 3-O-cafeoilquinico,
kaempferol-3-O-rutinosido, salvigenina, apigenina-7-glucuronido, luteolina-7-O-glucurdnido,
acido 4-O-cafeoilquinico y &cido 1,3-O-dicafeoilquinico. Cada compuesto se pesd (1 mg), se
afordé con metanol (1 mL, grado LC/MS), y se realizaron diluciones en un rango de concentracion
de 0.01 a 10 ug/mL. Las figuras analiticas de mérito de las sustancias fendlicas se determinaron,

segun lo descrito en la Seccion 4.9.1.4.

410 Evaluacion de la actividad antioxidante

4.10.1 Evaluacion de la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno ORAC

La capacidad de absorcion de radicales de oxigeno se determino, segun Ou et al. (111),
con algunas modificaciones (112). Las mediciones se realizaron en un lector de microplacas
Varioskan LUX VL0000DO (Thermo Scientific, Woodlands, Republica de Singapur), usando
microplacas negras de 96 pozos. El extracto (1 mg) se peso y se disolvié en metanol (1 mL),
luego, se realizaron diluciones en buffer fosfato (75 mM, pH 7.4); en cada pozo de la placa, se
depositaron el extracto diluido (25 pL) y la solucion de fluoresceina (150 pL, 0.0838 mM en
buffer fosfato); la mezcla se incub6 a 37 °C (20 min) y se adiciond una solucion de AAPH (25
uL, 153 mM, en buffer de fosfato). La fluorescencia se midio (37 °C, 90 min) con longitudes de

onda de excitacion A = 490 nm y de emision A = 510 nm. El grado de proteccion antioxidante se
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midié como la diferencia entre el area bajo la curva (AUC) de fluorescencia, obtenida para cada
muestra y para el blanco (25 pL de buffer fosfato). EI Trolox® se utiliz6 como sustancia de
referencia, realizando una curva de calibracién (7-160 pM) y la quercetina (1 ppm) como
sustancia control. Se realizaron tres experimentos (n = 3) y los resultados se expresaron como

valor promedio + desviacion estiandar de pmol Trolox®/g de extracto seco.
4.10.2 Ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS*™

El ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™ se determind, segin Re et al. (113),
con algunas modificaciones (112). La prueba se realizé en un lector de microplacas Varioskan
LUX VLO0000DO (Thermo Scientific, Woodlands, Republica de Singapur) usando microplacas
transparentes de 96 pozos. EI ABTS [7 mM en buffer de acetato de sodio (CH3COONa), pH 4.5]
y persulfato de potasio (2.45 mM) se mezclaron y se sonicaron durante 30 min y se almacenaron
a 4 °C (24 h) en ausencia de luz, para obtener una solucién de ABTS™ estable. Después se tomo
ABTS"™ (1000 uL) y se diluyé en buffer acetato (50 mL) hasta obtener una absorbancia de 0.71 +

0.02, a A = 750 nm. La mezcla se almacené a 4 °C (30 min) antes de su uso.

Los extractos (10-20 mg) o AE (20 mg) se pesaron y se disolvieron en metanol (1 mL,
grado HPLC). El extracto diluido o AE (10 uL) y la solucién de ABTS™ (190 uL) se depositaron
en cada pozo de la placa y la absorbancia se midi6 durante 60 min. En cada placa se realizd un
blanco (10 uL de buffer de acetato y solucion de ABTS™ 190 uL), cuyo valor de absorbancia
estuvo siempre en 0.71 + 0.02. El porcentaje de inhibicion para cada muestra se calculé con la

Ecuacién 22.

(Absorbancia yestra -Absorbancia pjanco) Ecuacién 22
X

Inhibicién, %= 100

Absorbancia yapco
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El Trolox® se utilizd como sustancia de referencia, realizando previamente una curva de
calibracién (50 puM-550 puM), y la quercetina (20 ppm), como sustancia control. Para cada
concentracion de la curva se calculd el porcentaje de inhibicion. La capacidad antioxidante de los
extractos y los AE se midié por triplicado (n = 3) y los resultados se expresaron como valor

promedio + desviacion estandar de pmol Trolox®/g de extracto seco o de AE.

4.10.3 Ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS*, por on-line HPLC/ABTS*

El ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™ se llevd a cabo empleando la
metodologia descrita por Sierra (114). La prueba se realizd en un cromatografo liquido de alta
eficiencia HPLC 1200 Infinity (AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), acoplado a un derivatizador post-

columna Pinnacle PCX (Pickering Laboratories, Mountain View, CA, EE. UU.).

El anélisis cromatografico se realizd con una columna GEMINI Cig de 100 mm de
longitud x 4.6 mm D.l. x 5 um de tamafio de particula (Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.). El
cromatografo estaba equipado con una unidad integrada de desgasificacion de solventes, una
bomba cuaternaria (G1311C), un inyector automatico (G1329B), una unidad termostatada para
columna (G1316A), un detector de arreglo de diodos (DAD, G1315D) y un detector de longitud
de onda mdltiple MWD G1365D (MWD, por sus siglas en inglés), todos suministrados por
Agilent Technologies. Se inyectaron a la columna 10 puL de cada extracto. La temperatura de la
columna se mantuvo a 25 °C. La fase movil que se empleo fue solucion acuosa (A, agua tipo |
con 0.5 % (v/v) de AF) y fase organica (B, acetonitrilo grado HPLC), con un flujo de 1 mL/miny
gradiente de elucion programado de A, 98% (0 min); A, 88% (15 min); A, 88% (15-23 min); A,
60% (46 min); A, 10% A (71 min); A, 10% (71-75 min); A, 98% (80-85 min). El detector DAD

midid las sefiales se ajusto a las longitudes de onda A = 245, 270, 290, 425y 515 nm.
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El derivatizador estaba conformado por dos bombas para flujos continuos, con capacidad
para almacenar 70 mL, dos mezcladores, un reactor térmico (1.4 mL), a una temperatura de 130
°C, un reactor operado a temperatura ambiente, un sistema de suministro de nitrégeno y un

compartimiento para columna cuya temperatura se mantuvo a 30°C.

El cation-radical se generé durante la oxidacién de ABTS con persulfato de potasio
(PDS), en una relacion molar 2.9:1. La solucion stock de ABTS™ se prepar6 por contacto directo
de ABTS (110 mL, 2 mM, en agua tipo I) y PDS (0.7 mM; en agua tipo I); la mezcla se almacend
en la oscuridad (27 °C), durante 17 h, hasta obtener un cation-radical estable. Los tiempos de
corrida en el HPLC y el derivatizador fueron iguales (90 min), se estableciéo un tiempo de
equilibrio (2 min), después de cada corrida, para cargar la bomba con el volumen necesario de
ABTS™. El flujo de la bomba fue de 0.5 mL/min, con un tiempo de reaccion entre el ABTS™ y el

eluato de 56 s.

La solucion de ABTS*™ (79 uM) se deposito en el reservorio del equipo para lograr una
absorbancia (0.71 £ 0.02), igual a la establecida en el ensayo de decoloracion del cation-radical
ABTS™, que se realiz6 en el lector de microplacas (Seccién 4.10.2). Los extractos se pesaron (5-
15 mg) y se disolvieron en una solucion de MeOH grado HPLC (0.5% del AF). La galangina (30

ppm) se utiliz6 como estandar interno.

Los datos se procesaron en el software AT ChemStation, versién B.0.03-SR1. La
identificacion de los compuestos se realiz6 por comparacion de los tiempos de retencion y de sus
espectros UV-Vis con los de las sustancias de referencia (rutina, nepetina, apigenina-7-
glucurdnido, acidos rosmarinico y cafeico). La capacidad antioxidante se determind usando una

curva de calibracion con Trolox® (12-400 uM). Las mediciones se realizaron por duplicado y los
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resultados se expresaron como valor promedio + desviaciéon estdndar de pmol Trolox®/g de

extracto.

411 Anélisis de datos

Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como valor
promedio * desviacion estandar (n = 3). El andlisis de varianza ANOVA se us6 para determinar
las diferencias significativas entre los datos sobre rendimiento de extraccion, composicion
quimica y actividad antioxidante. Se realizaron pruebas de Tukey para determinar diferencias
significativas entre los AE o extractos, obtenidos de plantas cosechadas en los estados vegetativo,
floracion y post-floracion. Un valor de probabilidad de p < 0.05 se considero estadisticamente
significativo. También, se realizo el analisis de componentes principales y de conglomerados
utilizando el método de Ward. Los datos se procesaron en Microsoft Excel 2015 y en los

softwares estadisticos InfoStat 2018 y Statgraphics Centurion XVI 2009.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacion taxonémica

Las identificaciones taxondmicas de las plantas de S. viminea, H. colombiana y
A. cumanensis fueron realizadas en el Herbario Nacional Colombiano, por el botanico, Dr José
Luis FERNANDEZ ALONSO, del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de
Colombia (Tabla 2), quien actualmente trabaja como investigador en el Real Jardin Botanico de

Madrid, Espafa.

Tabla 2.

Identificaciones taxonomicas de las plantas de S. viminea, H. colombiana y
A. cumanensis.

Especie Familia Voucher, N°

Satureja viminea . COL 566449
- - Lamiaceae

Hyptis colombiana COL 578972

Ambrosia cumanensis Asteraceae COL 579246

5.2  Cultivos experimentales de las plantas

Los cultivos experimentales de las plantas de S. viminea, H. colombiana y
A. cumanensis se establecieron desde el 2021 en las parcelas experimentales del Complejo
Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de
Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM, y en la zona de cultivos

experimentales de la sede UIS-Barbosa en el marco del proyecto del SGR.

Las plantas de S. viminea se propagaron por cogollos que requirieron de dos semanas para
la etapa de enraizamiento y ocho semanas mas para su trasplante a tierra. Las plantulas se

adaptaron bien a las condiciones ambientales y no fueron atacadas por plagas o enfermedades; sin
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embargo, su crecimiento fue muy lento, ya que después de tres meses de su siembra, alcanzaron
una altura de solo 15 cm. Las plantas requieren de periodos de sequia y abundante sol para
alcanzar el estado fenolégico de floracion, por tanto, en época de lluvia se demoran mas tiempo
para florecer o no alcanzan este estado fenoldgico. En CENIVAM se sembraron 21 plantas y en
la sede UIS-Barbosa se sembraron 750 plantas (400 m?). Segun la informacion suministrada por
el equipo agrondmico en la sede UIS-Barbosa es posible cultivar hasta 30.000 plantas por

hectéarea de S. viminea, las cuales se podrian cosechar dos veces al afio.

Las plantas de H. colombiana se propagaron por semillas, alrededor de 1000 unidades, en
bandejas de germinacion que contenian una mezcla de abono organico (50%), tierra (40%) y
arena (10%). Las semillas germinaron dos semanas, después de su siembra, en condiciones de
humedad entre 70 y 80%, con una baja exposicion al sol. Pasados dos meses, ca. 650 plantulas se
trasladaron al suelo, con una profundidad de 10 cm. El cultivo de H. colombiana mostrd
resistencia a plagas y enfermedades y presentd una buena adaptacion al habitat. Las plantas de
H. colombiana florecieron, después de tres meses de su paso a tierra. Sus flores, de color lila,
desprenden una fragancia que atrae abejas y mariposas. Estas plantas tienen tallos grandes y no se
ven afectadas por los periodos largos de sequia. En las condiciones agronémicas ensayadas se
podrian cultivar 33.000 plantas de H. colombiana por hectarea; en el afio, las plantas se cosechan

hasta cuatro veces en periodo vegetativo o tres veces en floracion o post-floracion.

Las plantas de A. cumanensis se propagaron por semillas, cogollos y esquejes; la
propagacién por cogollos generd la tasa de enraizamiento mas alta (81.8%). Las plantulas
permanecieron diez semanas en el vivero del CENIVAM, antes de su siembra en tierra, con una
profundidad de 10-15 cm. Las plantas de A. cumanensis son de rapido crecimiento y propagacion,

resisten a plagas y enfermedades y no se ven afectadas por la humedad alta del suelo. En cuatro
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meses, la planta de Ambrosia cumanensis alcanza una altura de 1.5 m. Las plantas producen
semillas maduras, se forman nuevos rebrotes florales permitiendo que la planta mantenga la
produccion de semillas por un largo periodo de tiempo. En la sede UIS-Barbosa se sembraron
250 plantas en 100 m?, en una hectarea es posible sembrar hasta 25.000 plantas, que se podrian
cosechar en el periodo vegetativo cuatro veces por afio, o tres veces en los periodos de floracion o

post-floracion.

De cada cultivo experimental de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis establecido
en CENIVAM, se seleccionaron de diez a catorce plantas sanas y vigorosas para su seguimiento,
observacion y corte en cada estado fenolodgico bajo estudio. Cada semana, los cultivos se
monitorearon y la escala BBCH se usé para determinar e identificar en cada especie los estados

vegetativos, floracion y post-floracion.

En la Tabla 3, aparece la informacién sobre el niUmero de cosechas realizadas para cada
especie vegetal. En general, el corte de las plantas se realizé cuando el 80% de los individuos se
encontraba en vegetativo, floracion o post-floracion. Para determinar el efecto de las condiciones
ambientales sobre las composiciones quimicas de los AE y extractos de plantas en cada estado
fenoldgico, la cosecha se realiz6 en un mismo dia de plantas en los estados vegetativo, floracion

y post-floracion. Véase en la Tabla 3 la Gltima cosecha descrita para cada especie.
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Tabla 3.

Fechas de colecta de las plantas de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis, recolectados en los estados vegetativo, floracion y
post-floracion.

N° Vegetativo Floracion Post-floracién
Especie Cosecha
Fecha Temperatura, °C Humedad, % Fecha Temperatura, °C Humedad, % Fecha Temperatura, °C Humedad, %
1 27-07-2022 39.9 54 11-04-2022 40.0 67 21-06-2022 26.1 85
2 24-10-2022 31.1 71 24-10-2022 31.1 71 24-10-2022 31.1 71
S. viminea
3 23-11-2022 41.6 48 - - - 25-01-2023 36.2 46
4 18-04-2023 27.8 84 18-04-2023 27.8 84 18-04-2023 27.8 84
1 1-10-2021 28.3 45 30-03-2022 28.3 73 21-01-2022 28.8 44
H. colombiana 2 28-06-2022 246 92 24-11-2022 25.0 64
3 12-01-2023 318 69 12-01-2023 31.8 69 12-01-2023 31.8 69
1 18-01-2022 248 69 16-05-2022 27.2 84 19-11-2021 26.8 53
A. cumanensis 2 - - - 17-08-2022 389 34 26-08-2022 29.7 71
3 1-09-2022 26.7 82 1-09-2022 26.7 82 1-09-2022 26.7 82

La temperatura del ambiente y la humedad relativa se midieron con un termohigrometro portatil a las 10:00 am y 5:00 pm.
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5.3  Rendimientos de aceites esenciales y extractos hidroalcohdélicos

En la Tabla 4 se muestran los rendimientos (%) de los AE obtenidos por hidrodestilacion
asistida por la radiacion de microondas (MWHD, por sus siglas en inglés) del material vegetal de
S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis, cosechado en los tres estados fenoldgicos,

vegetativo, floracion y post-floracion.

Tabla 4.

Rendimientos (%) de los aceites esenciales, de plantas de S. viminea, H. colombiana y
A. cumanensis, recolectadas en sus diferentes estados fenologicos.

, Aceite esencial
Estado Fechas de NdUmero total

Especie E I MV . oy Rendimi , % +
P stado de fenoldgico colecta de réplicas, n endlmlensto 0 plp

27-07-2022
Vegetativo 24-10-2022 9 0.9 + 0.2
23-11-2022

- iy 11-04-2022
S. viminea Fresco Floracion 24-10-2022 6 0.95

I+

0.02

21-06-2022
Post-floracion 24-10-2022 9 0.8
25-01-2023

I+

0.1

. 1-10-2021
Vegetativo 28-06-2022 6 0.1

I+

0.1

30-03-2022
H. colombiana Seco Floracién 24-11-2022 9 0.14
12-01-2023

I+

0.05

., 21-01-2022
Post-floracién 12-01-2023 6 0.05

I+

0.03

. 18-01-2022
Vegetativo 1-09-2022 6 0.03

I+

0.01

16-05-2022
Floracion 17-08-2022 9 0.02
1-09-2022

I+

A. cumanensis Fresco 0.01

19-11-2021
Post-floracion 26-08-2022 6 0.03 + 0.01
1-09-2022

MV: Material vegetal. El material vegetal de cada cosecha se procesé por triplicado para obtener el nimero total de
réplicas, n.
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Los rendimientos de los AE de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis, para los tres
estados fenoldgicos no presentaron variaciones apreciables, segun la prueba de Tukey (p > 0.05),

(Tabla A6, Anexo).

Los AE destilados de S. viminea tuvieron los rendimientos mas altos (0.8-0.9%, p/p),
similares a los reportados por Stashenko et al. (31) para el AE destilado de plantas de S. viminea
(0.90 = 0.09%, p/p) en 2017. Los rendimientos de los AE destilados de H. colombiana (0.05-
0.14%, p/p) y A. cumanensis (0.02-0.03%, p/p) fueron mas bajos que los reportados por Flores et
al. (27) para plantas de H. colombiana (0.4%, v/p) cultivadas en Venezuela y, por Yanez et al.

(33), para plantas de A. peruviana (A. cumanensis) (0.09 %, p/p).

Las plantas frescas, antes de destilar, y el material vegetal, después de la destilacion
(biomasa residual) se secaron a temperatura ambiente, durante diez dias, teniendo pérdidas de
alrededor del 70-80% de humedad. El material vegetal seco, antes o después de su destilacion, se

utilizo para obtener extractos hidroalcoholicos, y cuyos rendimientos se reportan en la Tabla 5.

Tabla 5.

Rendimientos (%) de los extractos hidroetandlicos de S. viminea, H. colombiana vy
A. cumanensis, obtenidos antes y después de su destilacion.

Rendimiento, % p/p £ s

Especie Vegetativo Floracion Post-floracion
n AD n DD n AD n DD n AD n DD
S. viminea 2 9 + 2 9 9 + 1 9 11 £+ 1 6 130 + 05 12 10 + 2 9 12 +

3 6 10 + 2 6 10 +

I+

H. colombiana 9 10 + 3 6 6 £+ 3 9 10 * 3 9 10

I+

A.cumanensis 6 8 +* 6 6 7 * 3 9 7 £ 1 9 6.0 09 9 7 + 1 6 7 %

AD: Antes de su destilacion. DD: Después de su destilacion.
n: Numero de réplicas totales
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Los rendimientos de extraccién con solvente hidroetandlico de plantas de S. viminea,
H. colombiana y A. cumanensis, antes y después de su destilacion, de las plantas recolectadas en
los tres estados fenoldgicos, vegetativo, floracién y post-floracién, no presentaron diferencias
significativas (p> 0.05) (Tabla A6, Anexo). Los rendimientos de los extractos de S. viminea e

H. colombiana fueron més altos que los de A. cumanensis.

El rendimiento promedio (10 + 1% p/p) de los extractos hidroalcoholicos del material
vegetal de S. viminea sin destilar fue similar al reportado por Melaku et al. (115), para el extracto
de las plantas frescas de otra especie, i.e., S. punctata (12.56%). Los rendimientos de extractos
etanolicos de material vegetal fresco (sin destilar) de partes aéreas de H. suaveolens, reportados
por Mandal et al. (116) (2.64%, p/p) y por Medoatinsa (117) (8%, p/p), fueron menores que los
obtenidos de material vegetal de H. colombiana (10%, p/p) estudiada aqui. Hasta el momento, no
se encontraron reportes sobre extractos hidroalcohdlicos de plantas de H. colombiana. En cuanto,
a la extraccion hidroalcoholica de A. cumanensis de material vegetal antes y después de su
destilacion, se registré un rendimiento promedio de 7.0 £ 0.6% (p/p). Castro et al. (65), realizaron
la extraccion etandlica de las hojas de plantas sin destilar de A. cumanensis y obtuvo un
rendimiento (5.8%) similar al obtenido en este estudio. Es importante destacar, que los valores de
los rendimientos de extraccion de la biomasa residual, que queda después de la destilacion de las
tres plantas estudiadas, no presentaron una disminucién apreciable al ser comparados con los

obtenidos del material vegetal sin destilar (Tabla A7, Anexo).
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5.4  Composiciones quimicas de los aceites esenciales y extractos hidroalcohdlicos

5.4.1 Estudio de Satureja viminea

En los AE de S. viminea se detectaron 26 compuestos en cantidades relativas >0.1%, de
los cuales, se identificaron positivamente 22 compuestos (92% del GC area relativa total). Los
AE de S. viminea estan compuestos principalmente por monoterpenos oxigenados (70%) e
hidrocarburos sesquiterpénicos (20%), (Véase Tabla 6). En la Figura 8, se muestran los perfiles
cromatograficos de los AE, destilados por MWHD, de las plantas de S. viminea, cosechadas en

tres etapas fenoldgicas.

En la Tabla 7, se muestra la cuantificacion de los compuestos mayoritarios (areas
relativas > 0.5%) presentes en los AE de S. viminea. En las Tablas Al y A2 (Anexo), se
muestran las figuras analiticas de mérito encontradas para las sustancias-patron utilizadas para la

cuantificacion de los compuestos mayoritarios en los AE de S. viminea.
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Figura 8.

78

Perfiles cromatograficos obtenidos por GC/FID de los aceites esenciales de S. viminea, destilados de plantas
recolectadas en los tres estados fenologicos: A. Vegetativo; B. Floracidn; C. Post-floracion. Columna DB-5MS (60
m), split 1:30, MSD (El, 70 eV). Véase la identificacion de los picos cromatogréficos en la Tabla 6.
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Tabla 6.

Composicién quimica, determinada por GC/MS/FID, de los aceites esenciales destilados por MWHD de plantas de S. viminea, cosechadas, hasta
tres veces, en cada estado fenoldgico.

N° GC/ MS (DB-5MS) GC/MS (DB-WAX) Cantidad relativa GC/FID (%; valor *s) Criterios
Fig. g Compuesto LRlee  LRIsto  LRIit LRlsp  LRlsto LRIt Vegetativo (n=9) * Floracién (n=6) **  Post-floracion (n=9) **= de identificacion

1 o-Pineno 936 937 936 (118) 1023 1024 1025 (118) 0.20 + 0.02 0.20 = 0.05 0.20 = 0.07 a,b,c
2 Sabineno 975 976 975 (119) 1123 1124 1122 (118) 0.16 + 0.01 0.17 = 0.02 0.10 = 0.06 a,b,c
3 B-Pineno 981 - 981 (120) 1111 - 1110 (118) 0.30 = 0.02 0.32 + 0.01 0.30 + 0.09 ab
4 Limoneno 1032 1033 1030 (120) 1202 1202 1198 (118) 10 + 0.2 14 + 03 10 + 0.3 a,b,c
5 p-Menta-3,8-dieno 1074 - 1072 (119) 1270 - 1271 (121) 20 + 02 20 + 06 2 +1 ab
6 Terpinoleno 1089 - 1087 (118) 1286 - 1282 (118) 050 + 0.09 04 + 02 04 + 02 ab
7 Linalol 1100 1102 1099 (118) 1550 1551 1549 (122) 023 + 0.01 0.25 = 0.01 0.25 * 0.01 a,b,c
8 p-Menta-3-en-8-ol 1159 - 1148 (31) 1620 - 1621 (123) 36 + 3 35 + 2 40 + 3 ab
9 iso-Pulegol (neoiso) 1165 - 1167 (119) 1570 - - 0.23 + 0.01 0.25 + 0.02 0.27 + 0.01 a,b,c
10 CyoH;150 (Figura A3, Anexo) 1176 - - 1576 - - 020 + 0.04 0.30 = 0.06 03 £ 0.1 b

11 (E)-iso-Pulegona 1181 - 1176 (118) 1585 - 1596 (118) 02 + 01 03 + 03 03 + 01 ab
12 (2)-Pulegol 1218 - 1226 (119) 1732 - - 50 + 08 30 + 07 3+1 ab
13 Pulegona 1247 - 1243 (124) 1662 - 1665 (125) 30 £ 3 30 + 1 27 + 1 ab
14 Piperitenona 1344 - 1341 (118) 1932 - 1909 (118) 0.55 = 0.02 0.50 + 0.06 0.50 + 0.03 a,b
15 o-Copaeno 1385 - 1380 (126) 1502 - 1496 (127) 0.80 + 0.08 08 + 0.1 0.80 + 0.07 a,b
16 p-Bourboneno 1392 - 1392 (128) 1530 - 1526 (120) 0.20 = 0.03 0.20 + 0.06 022 + 0.01 a,b
17 (E)-B-Cariofileno 1434 1434 1428 (120) 1611 1611 1617 (120) 80 + 05 8 + 1 80 + 09 a,b,c
18 o-Humuleno 1469 1465 1465 (120) 1682 1683 1681 (129) 1 +1 0.40 + 0.06 0.40 + 0.05 a,b,c
19 CisHa (Figura A4, Anexo) 1472 - - 1536 - - 5+ 1 71 70 + 0.7 b

20 Germacreno D 1493 1490 1489 (128) 1719 1716 1708 (118) 20 = 0.2 20 + 04 20 + 05 a,b
21 Biciclogermacreno 1508 - 1502 (130) 1743 - 1738 (131) 190 = 0.09 25 + 08 20 + 0.7 a,b

22 %-Cadineno 1527 - 1524 (120) 1763 - 1761 (120) 1.0 + 03 16 + 0.2 16 + 0.2 a,b
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Tabla 6. Continuacion

23 (E)-Nerolidol 1563 - 1561 (118) 2042 - 2036 (118) 0.23 + 0.02 0.30 = 0.07 0.30 = 0.04 a,b

24 CysH20 (Figura A5, Anexo) 1588 - - 2125 - - 04 + 0.1 0.6 + 02 0.60 + 0.03 b

25  Oxido de cariofileno 1597 1598 1595 (130) 1993 1996 1993 (132) 05 = 01 0.7 £ 0.2 0.70 = 0.04 a,b,c

26 N.I. (Figura A6, Anexo) 1812 - - 1935 - - 0.14 + 0.03 0.16 + 0.01 0.20 + 0.05 b
Hidrocarburos monoterpénicos, % 480 + 0.04 50 + 0.1 47 + 0.1
Monoterpenos oxigenados, % 730 £ 06 70.0 £ 0.3 710 £ 05
Hidrocarburos sesquiterpénicos, % 203 + 0.1 230 £ 0.2 220 = 0.1
Sesquiterpenos oxigenados, % 1.40 = 0.04 1.90 + 0.09 1.87 + 0.02

* Valores promedio determinados en los AE de plantas de S. viminea cosechada tres veces en estado vegetativo y analizadas por triplicado. Fechas: 27-07-2022; 24-10-2022; 23-11-2022.

** Valores promedio determinados en los AE de plantas de S. viminea cosechada dos veces en estado floracion y analizadas por triplicado. Fechas: 11-04-2022; 24-10-2022.

*** Valores promedio determinados en los AE de plantas de S. viminea cosechada tres veces en estado post-floracion y analizadas por triplicado. Fechas: 21-06-2022; 24-10-2022; 25-01-2023.

2 |dentificacion tentativa basada en tiempos de retencion (tr) e indices de retencién lineales (LRI, por sus siglas en inglés) en las columnas DB-5MS (apolar) y DB-WAX (polar) (31, 118-132).

b Identificacion tentativa basada en el espectro de masas (MS; ionizacion electronica, 70 eV, coincidencia > 95%), estudio del patron de fragmentacion, y por comparacion de los MS en bases de datos
espectrales Adams (2007), NIST (2017) y Wiley (2008).

¢ Identificacion confirmatoria basada en sustancias-patrén a-pineno (98%), sabineno (95%), limoneno (97%), linalol (97%), (E)-B-cariofileno (99%), a-humuleno (96%), germacreno D (90%), 6xido
de cariofileno (95%), adquiridas en Sigma-Aldrich y sus espectros de masas y tiempos de retencion (tr).

STD: Sustancia-patron.
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Tabla 7.

Cuantificacion de los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales, destilados por MWHD, de plantas de S. viminea cosechadas, hasta tres
veces, en cada estado fenologico.

mg compuesto/g AE £s

Compuesto Tipo Estados fenol6gicos
Vegetativo (n=9) * Floracion (n=6) **  Post-floracion (n=9) ***
Limoneno HM 20+ 3 202 1014
p-Menta-3,8-dieno’ HM 30+4 30+9 30 + 20
Terpinoleno* HM 7+1 5+3 6+3
p-Menta-3-en-8-ol? MO 380 + 37 340 £ 46 300+ 71
-Pulego * t *

(Z)-Pulegol? MO 60 £ 11 309 40 £ 12
Pulegona? MO 330 + 58 280 £ 42 260 £ 36
Piperitenona? MO 6.0 + 0.6 50+0.9 50+0.3
a-Copaeno® HS 9.6 £0.2 9.0£0.6 9.0£0.5
(E)-B-Cariofileno HS 801 772 732
a-Humuleno HS 3.90 + 0.08 3.6x0.1 34+0.2
Germacreno D? HS 20 + 2 20+ 2 20+ 2
Biciclogermacreno® HS 201 205 20+ 3
3-Cadineno® HS 18.0+ 0.5 16+1 16+1
Oxido de cariofileno SO 7.0+0.8 20+ 1 8.3+ 0.6

* Valores promedio determinados para los AE de plantas de S. viminea cosechadas tres veces en estado vegetativo y analizadas por triplicado. Fechas: 27-07-2022; 24-10-2022; 23-11-2022.

** Valores promedio determinados para los AE de plantas de S. viminea cosechadas dos veces en estado floracion y analizadas por triplicado. Fechas: 11-04-2022; 24-10-2022.

*** Valores promedio determinados para los AE de plantas de S. viminea cosechadas tres veces en estado post-floracion y analizadas por triplicado. Fechas: 21-06-2022; 24-10-2022; 25-01-2023.
HM: Hidrocarburos monoterpénicso; MO: Monoterpenos oxigenados; HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos; SO: Sesquiterpenos oxigenados.

! Cantidad expresada en equivalente de limoneno.

2 Cantidad expresada en equivalente de carvacrol.

3 Cantidad expresada en equivalente de (E)-p-cariofileno.
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El p-menta-3-en-8-ol (380 mg sustancia/g de AE) y la pulegona (330 mg sustancia/g de
AE) fueron los compuestos mas abundantes en los AE de S. viminea, destilados de plantas
recolectadas en las tres etapas vegetativas (Tabla 7). Las cantidades promedio (mg/g) de
limoneno, p-menta-3-en-8-ol, pulegona, p-menta-3,8-dieno y (Z)-pulegol, no presentaron
diferencias significativas (Tabla A8, Anexo) en los AE destilados de plantas en los tres estados,
vegetativo, floracién y post-floracion. Sin embargo, el (E)-B-cariofileno y 6xido de cariofileno si
presentaron cambios cuantitativos apreciables en los AE destilados de las plantas recolectadas en

los tres estados fenologicos.

En la Figura 9, se realizo el analisis de componentes principales usando los resultados de
la cuantificacion de compuestos mayoritarios en los AE de S. viminea. El analisis estadistico
permitio la construccién de una grafica en 3D, con tres componentes que explican ca. el 90% de
los datos. Los AE de S. viminea se ubicaron espacialmente cerca a los vectores que describen los
compuestos que son mas abundantes o representativos de cada muestra, por ejemplo, el AE
obtenido de plantas cosechadas en estado vegetativo (Figura 9, V-C2) se posicion6 muy cerca al
vector asociado a la pulegona porque es la muestra con el contenido mas alto de este compuesto.
Ademas, se realizé un analisis de conglomerados (zonas azul, rosado y amarillo, Figura A27
Anexo), que permitié agrupar las muestras con composiciones quimicas muy similares, lo
anterior, con el propdsito de seleccionar el estado fenoldgico propicio para colectar las plantas
que al destilarse no presenten variaciones altas en la composicién quimica de su AE, también,
para determinar si los AE de las plantas colectadas en un mismo dia tienen cambios en las
abundancias de sus componentes debido a los estados fenoldgicos y/o las condiciones

ambientales.
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En la Figura 9, la componente 1 (41%) explicé la mayor variabilidad de los datos; las
sustancias que mas aportaron fueron: pulegona, p-menta-3-en-8-ol y p-menta-3,8-dieno. Los AE
en el estado vegetativo se agruparon porque contienen los contenidos mas altos de pulegona y

(E)-B-cariofileno, y las cantidades mas bajas de 6xido de cariofileno.

En cambio, los AE de S. viminea destilados durante la floracion (F-C1 y F-C2) se
aglomeraron sobre la componente 2 (30%) porque tienen contenidos altos de 6xido de
cariofileno. Los AE destilados de plantas en post-floracion durante la primera y tercera cosechas
(PF-C1 y PF-C3) tuvieron menores contenidos de limoneno en comparacion con el obtenido
durante la segunda cosecha (PF-C2); es decir, que hay dispersion en las cantidades encontradas

de este monoterpeno.

Las composiciones quimicas de los AE obtenidos de plantas en floracion, cortadas en
diferentes meses, presentaron las variaciones mas bajas entre las diferentes cosechas realizadas;
por tanto, estas muestras se agruparon en la region rosada (Figura 9). Esta tendencia también se
observo para los AE destilados de plantas en vegetativo, los cuales se aglomeraron en la region
azul (Grupo 1 en Figura 9 y Figura A27 Anexo). Los pequefios cambios detectados en las
composiciones quimicas de los AE de plantas en floracion y en vegetativo podrian atribuirse a
los factores abidticos (temperatura, humedad, luz, precipitaciones, entre otros) de cada época de

cosecha.

Los AE de las plantas colectadas en vegetativo (V-C2), floracion (F-C2) y post-floracion
(PF-C2), durante el mismo dia, presentaron diferencias grandes en las cantidades de sus
metabolitos secundarios, ya que, en el gréafico 3D, cada muestra se ubico en una region diferente.

Por tanto, el estado fenoldgico incidié directamente sobre las variaciones altas que se
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evidenciaron en las composiciones quimicas de los AE de plantas cosechadas bajo las mismas

condiciones ambientales.

Figura 9.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicion quimica de los
aceites esenciales de S. viminea colectados en los estados fenoldgicos, vegetativo, floracion y
post-floraciéon. A. Importancia de cada variable en cada componente (loading plot), y B.
Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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El limoneno en los AE destilados de S. viminea en post-floracion presentaron las menores
cantidades (Figura 9). En las plantas, el limoneno actla en las plantas como un atrayente de los
polinizadores y en defensa de los herbivoros. En un estudio (133) se reporté que mientras la
planta pasa de tener brotes a la plena floracion, hay un incremento del 5% del contenido
limoneno, que podria atraer polinizadores. También, se encontrd que, a medida que las hojas de
la planta maduraban, disminuia la emision de limoneno, ya que las hojas jovenes son mas
vulnerables al ataque por herbivoros y en ellas la produccion de limoneno incrementa (133). En
los AE de S. viminea, en estado de floracion, la cantidad de limoneno fue mas alta, pero se redujo
en las plantas en el estado de post-floracion, debido, posiblemente, porque durante la floracion

necesita atraer mas insectos para polinizar las flores.

En los AE de S. viminea, la pulegona aporta un olor caracteristico a menta. La pulegona
es el compuesto mayoritario en el AE de Mentha pulegium (poleo) (70%) (134), también, en
bajas cantidades se ha detectado en los AE de Mentha spicata (0.3%) (135) y Mentha piperita
(1.84%) (136). Los AE que contienen pulegona se usan para otorgar olor a detergentes,
cosmeéticos, productos de higiene oral; también, se incorporan a la formulacion de repelentes de
insectos, gaseosas y chocolates. Sin embargo, la pulegona es tdxica en concentraciones altas
(150-400 mg/kg) (49), debido a que en el organismo se metaboliza mentofurano, que puede
causar dafio hepatico. La India es el principal productor de AE de menta (sin incluir Mentha
piperita), en 2021 exportaron 10.000 tons de aceite esencial de menta que fueron valoradas en

176 millones de USD (137).

En los AE de S. viminea, de Costa Rica (30), Colombia (31), y los adquiridos en un

mercado de los Estados Unidos y los de procedencia de Costa Rica (32), los compuestos
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mayoritarios eran p-menta-3-en-8-ol (51.7%, 40.0% y 48.1%), pulegona (17.8%, 35.3% y
14.4%) y (E)-B-cariofileno (4.7%, 3.6% y 4.7%), respectivamente. En los AE destilados de
plantas de S. viminea, recolectadas durante los tres estados fenoldgicos, en este estudio, también,
se encontraron, mayoritariamente, estos compuestos. En la literatura, se encontré un reporte

(138) sobre la actividad analgésica del AE de S. viminea.

El AE de S. viminea posee una fragancia agradable y rendimiento relativamente alto (0.9
% p/p), su composicion quimica lo convierte en un candidato bueno para incorporarse como
fragancias en detergentes y cosméticos (cremas corporales), teniendo en cuenta los valores
aceptables de pulegona en los productos finales. Por ejemplo, para productos de aseo del hogar,
que estén en contacto con las manos, se recomienda hasta un 2.7 % de pulegona (139). En esta
investigacion, se determind que las plantas de S. viminea se podrian cosechar dos veces por afio,
con posibilidad de destilar hasta 290 kg del AE, con una siembra de ca. 30.000 plantas por

hectarea.

Los extractos hidroalcoholicos de S. viminea, obtenidos de plantas antes y después de su
destilacion, se caracterizaron por cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas, UHPLC-ESI*"-Orbitrap-MS. En los extractos hidroalcoholicos de
plantas de S. viminea, obtenidos antes y después de su destilacion, se detectaron 21 compuestos
(Tabla 8). En las Figura 10 y Figura A7 (Anexo), se muestran las corrientes ionicas extraidas
de moléculas protonadas [M+H]* o deprotonadas [M-H], obtenidas por UHPLC-ESI*-
Orbitrap-MS, operado en el modo de monitoreo de iones selectivos, de compuestos presentes en
los extractos hidroalcohdlicos de plantas de S. viminea, que pueden ser detectados, usando la

interfaz con electronebulizacion.
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La identificacion confirmatoria de siete compuestos presentes en los extractos
hidroalcohdlicos se realiz6 usando las sustancias-patron y por comparacién de los espectros de
masas y tiempos de retencion. Estudiando los patrones de fragmentacion de sustancias y en lo
reportado en la literatura (109,110) se identificaron, de manera tentativa, cinco flavanonas,
cuatro flavonas, un flavonol, dos &cidos hidroxibenzoicos y un &cido hidroxicinamico. Se

detectaron dos compuestos, que no se identificaron positivamente (Tabla 8).

En la Tabla 9, se muestra la cuantificacion de los compuestos detectados en los extractos
hidroalcohdlicos (siete compuestos de manera confirmatoria y 12 de manera tentativa). Los

parametros de cuantificacion usados se encuentran en el Anexo (Tablas Aly A2).
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Figura 10.

Corrientes idnicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]* o deprotonadas [M-H],
obtenidas por UHPLC-ESI*"-Orbitrap-MS (escala 1.03 x 10%), de compuestos presentes en los
extractos hidroalcohdlicos de S. viminea, aislados del material vegetal antes de su destilacion,
de plantas recolectadas en diferentes estados fenoldgicos: A. Vegetativo; B. Floracion; C. Post-
floracion. Véase la identificacion de compuestos en la Tabla 8.
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Tabla 8.

Masas exactas de moléculas deprotonadas [M-H]" y protonadas [M+H]*, identificadas por UHPLC-ESI*-Orbitrap-MS de sustancias
presentes, en los extractos hidroetandlicos, obtenidos a partir de material vegetal de S. viminea cosechado en los diferentes estados

fenologicos.

N° Pico i Criterios

. tr, min ) Masas experimentales, A HCD, ) i

Fig. 10y Compuesto Férmula 120 % — lones-producto Férmula m/z, | (%) de Referencia
m/z (1, m .

Fig A7 Extracto STD (.%6) PP ev identificacion

o - L [(M-H)-H20] CoH704 179.03426 (54)
1 2.86 - Acido-dihidroxifenil- lactico CgH100s [M-H] 197.04495 (61) 0.49 10 a
[(M-H)-H20-CO2] CsH702 135.04420 (100)

Isémero del &cido p-
2 3.46 - . i C7Hs03 [M-H] 137.02347 (100) 0.15 20 [(M-H)-COz] CsHsO 93.03355 (15) a
hidroxibenzoico.

3 4.16 422+ 006  Acido cafeico CoHsO4 [M-H] 179.03426 (23) 109 10 [(M-H)-COz CsH7O2 135.04419 (100) a,b,c (50,140)
[(M+H)-2H,0]" CoHzrO13  559.14447 (7)
[(M+H)-2H,0-

CaHeOs C23H21010 457.11249 (10)
4F16U3,
4 451 - Apigenina-C,C-diglucésido C27H30015 [M+H]* 595.16504 (100) 0.70 10 a,b (35)
[(M+H)-2H20-
CarH1507 379.08096 (1)

CeH1206]*
[(M+H)-2CaHs04]" CioH1507 355.07983 (1)
5 5.02 504 + 002  Acido-o-hidroxibenzoico C7Hs03 [M-H] 137.02348 (28) 0.16 20 [(M-H)-CO2J CeHsO 93.03353 (100) ab,c (50)
6 5.13 516 + 003  Luteolina-7-O-glucurénido Ca1H18012 [M+H]" 463.08609 (3.5) 2.18 20 [(M+H)-CeHgOs]* CisH110s 287.05453 (100) ab,c (35)
[(M+H)-CeH100a]" CuHzO11  449.10724 (76)
7 522 - Luteolina-O- rutinésido Ca27H30015 [M+H]* 595.16486 (100) 0.89 10 [(M+H)-CsH1004- ab (141)
) CisH110s 287.05435 (14)
CeH100s]
[(M+H)-H.0] * Ci7H1506 315.08603 (100)
Trihidroxi
8 5.39 - C17H1607 [M+H]* 333.09659 (14) 0.29 10 [(M+H)-H.0-CO]* Ci6H150s 287.09116 (26) a
dimetoxyflavanona
[(M+H)-CoH100]" CsH706 199.02370 (30)
[(M-H)-CoHsOs]" CoHgOs 197.04439 (36)
9 5.42 546 + 004  Acido rosmarinico CigH160s [M-H] 359.07629 (38) 0.42 10 [(M-H)-CoHgOs- ab,c (35)
CoH70s 161.02310 (100)
2H20]
10 5.45 546 + 001  Apigenina-7-O-glucurénido Ca1H18011 [M+H]* 447.09155 (0.5) 1.42 20 [(M+H)-CsHgOs]" CisH110s 271.05963 (100) ac
[(M+H)-H.0] * Ci7H1506 315.08597 (17)
n 577 - N.I, Figura A8 (Anexo) Ci7H1607 [M+H]" 333.09662 (25) 029 10 [(M+H)-H,0-CO] " CuHmOs  287.09113 (100) a
[(M+H)-CgH100]" CoH706 211.02631 (7)
[(M+H)-C2H.01" C16H1506 303.08597 (1)
Dihidroxi- +
12 591 - CisH1s07 [M+H]* 345.09637 (63) 146 10 [(M+H)-CoH100] CoHrOs 211.02350 (100) a

metoxiflavanona-acetato

[(M+H)-CoHsOs]" CoHu10 135.08937 (5)
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Tabla 8 Continuacion.

[(M+H)-H.0]* C17H1506 315.08594 (6)
13 6.22 N.I, Figura A9 (Anexo) Ci7H1607 [M+H]* 333.09650 (100) 114 10 [(M+H)-H,0-CO]* Ci6H150s 287.09106 (21) a
[(M+H)-CO]* Ci6H170s 289.10762 (23)
[(M+H)-CHa]"* Ci1sH1207 316.05734 (27)
[(M+H)-2CHa]* CisHgO7 301.03387 (79)

[(M+H)-CH3.H20]"* CisH1006 298.04688 (100)

14 6.63 - Trihidroxi-dimetoxiflavona C17H107 [M+H]" 331.08078 (73) 0.45 40 [(M+H)-CHa.H,0- a
Ci15H100s5 270.05197 (4)

coy
[(M+H)-CH3-Hz0-
Ci4H100s 242.05717 (1)
2co]*™
[(M+H)-Hz0]* CrrH150s 299.09146 (1)
15 6.86 - Dihidroxi-dimetoxiflavanona Ci17H160s [M+H]*317.10153 (75) 0.49 30 a
[(M+H)-CoH100]" CsH7Os 183.02867 (100)
16 6.90 - Dihidroxi-trimetoxiflavanona  CisH1s07 [M+H]* 347.11349 (8) 0.96 30 [(M+H)-CsH100]* CoHy0s 213.03928 (100) a
[(M+H)-CHs] "™ Ci6H1206 300.06229 (58)
[(M+H)-CHa-H,0]** CisH100s 282.05194 (58)
Dihidroxi- " [(M+H)-CHs-Hz0-
e T2 - o CrrHu0s [M+H]'315.08575 (100) 059 40 CsHuO: 25405705 (2) a
dimetoxiflavonol coJ*
[(M+H)-CH3-H.0-
C14H1003 226.06221 (1)
2CO]*™
[(M+H)-CsHg]" C7Hs04 153.01817 (37)
18 7.18 719 £ 001  Pinocembrina CisH1204 [M+H]* 257.08057 (2) 104 30 ac
[(M+H)-CeHsO03]" CoH/O 131.04916 (24)
[(M+H)-CHs] ** Ci7H1O7 330.07278 (26)
19 7.43 - Salvigenina hidroxilada CisH1607 [M+H]* 345.09628 (69) 047 40 [(M+H)-2CHs]* CisH107 315.04932 (94) a
[(M+H)-2CHs-CO]* CisH110s 287.05493 (1)
[(M+H)-CHs] ™ Ci6H140s 286.08304 (4)
20 7.47 - Hidroxi-dimetoxiflavanona C17H160s [M+H]*301.10648 (47) 0.75 30 a
[(M+H)-CsHg]" CoHgOs 197.04425 (100)
[(M+H)-CHs] "™ Ci7H10s 314.07794 (33)
[(M+H)-CH3-H.0]** Ci7H120s 296.06750 (100)
igeni . [(M+H)-CH3-H.0-
21 7.72 773 001  Salvigenina C1gH1606 [M+H]"329.10144 (67) 0.52 40 C16H1204 268.072 (53) ac
coy
[(M+H)-CH3-H.0-
CisH1203 240.07788 (2)
2Co]*

2|dentificacion basada en el estudio del patrén de fragmentacion y en la comparacion con espectros de masas con los de las bases de datos HMDB 4.0 (109) y Massbank (110].
b |dentificacion basada en los datos de la literatura cientifica sobre especies del género Satureja spp. (35, 50, 140, 141).

¢ Identificacion confirmatoria basada en la comparacidn de los espectros de masas y los tiempos de retencion (tr) de las sustancias-patron de &cido cafeico (98%), acido-o-
hidroxibenzoico (99%), luteolina-7-O-glucurénido (>98), acido rosmarinico (97%), apigenina-7-glucurénido (>98%), pinocembrina (>95%), y salvigenina (98%), adquiridas de
Sigma Aldrich, ChemFaces y Phytolab.
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Figura 11.

Espectros de masas del &cido rosmarinico. A. En el extracto hidroalcoholico de
S. viminea. B. De la sustancia-patron adquirida de Sigma-Aldrich (St. Louise, MO, EE. UU.).
Espectro de masas de la molécula deprotonada [M-H] en m/z 359.07629, registrado por LC/MS
operado en modo de iones seleccionados (SIM) y HCD 10 eV.
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Tabla 9.

Cuantificacién de algunos compuestos presentes en los extractos de plantas de S. viminea, obtenidos antes y después de la destilacion,
de las plantas cosechadas, hasta cuatro veces, en cada estado fenolégico.

N° Cantidad de sustancia, mg/g extracto = s
pico . Estados fenoldgicos
Compuesto Familia de compuestos _ _ _

Tabla Vegetativo* Floracién** Post-floracion***

8 AD (n=12) DD (n=9) AD (n=9) DD (n=6) AD (n=12) DD (n=9)
1 Acido-dihidroxifenil-lactico® Acido hidroxicinamico 1+1 5.040.5 1+1 2.860+0.009 4+4 3.0+0.8
2 Isémero del acido p-hidroxibenzoico?>  Acido hidroxibenzoico 2.0+£0.4 4+1 1.5+0.2 2+1 1+1 2.0+0.4
3 Acido cafeico Acido hidroxicinamico 2.0£0.7 1.2+0.1 1+1 0.80+0.02 1+1 1.10+0.05
4 Apigenina-C,C-diglucosido® Flavona glicosilada 1.0£0.4 0.90+0.04 1.0+£0.4 0.78+£0.01 1.0+£0.4 0.8+0.1
5  Acido-o-hidroxibenzoico? Acido hidroxibenzoico LOD LOD LOD LOD LOD LOD
6 Luteolina-7-O-glucurénido Flavona glicosilada 105 1042 10 +4 101 10 £6 10 5
7  Luteolina-O-rutinésido* Flavona glicosilada 1.0£0.3 1.3+0.1 1.3+0.2 1.0+£0.1 1.0+0.2 1.0+0.4
8 Trihidroxi-dimetoxiflavanona® Flavanona metilada 0.30£0.09  0.40+0.06 0.42+0.01 0.270+0.004 0.40+0.03 0.3+0.1
9  Acido rosmarinico Acido hidroxicinamico 15+5 40+11 20 5 40+6 20 +17 40 +17
10 Apigenina-7-O-glucurénido Flavona glicosilada 6+1 6.0+0.1 7.0+0.5 5.0+0.6 6.0£0.8 741
12 Dihidroxi-metoxiflavanona-acetato® Flavanona metilada 1+1 LOD 1+1 LOD 1+1 LOD
14  Trihidroxi-dimetoxiflavona® Flavona metilada 1.0+£0.5 1.0+0.2 0.6+0.1 0.6+£0.1 1.0£0.3 0.8+0.1
15 Dihidroxi-dimetoxiflavanona® Flavanona metilada 4+1 2.5+0.7 3.0+0.7 1.7+0.5 2+1 2.0+0.3
16 Dihidroxi-trimetoxiflavanona® Flavanona metilada 5.0£0.9 4.0£0.4 4.0£0.6 2.0+0.6 442 3.0+0.7
17 Dihidroxi-dimetoxiflavonol” Flavonol metilado 2.0+0.7 1.8+0.1 1.0+0.9 1.0+0.8 1.5+0.4 1.040.6
18 Pinocembrina Flavanona 0.20£0.06 0.16+0.03 0.20+0.07 0.180+0.003 0.20+0.09  0.16 £0.03
19 Salvigenina hidroxilada® Flavona metilada 311 5+1 31 3.0£0.6 2+1 2+1
20 Hidroxi-dimetoxiflavanona® Flavanona metilada 1.0+£0.5 0.30£0.05 1.0+0.7 0.6+0.1 1.0+0.6 0.30 £0.05
21 Salvigenina Flavona metilada 1.0+£0.8 1.5+0.1 1.2+0.1 1.7+0.1 1.0+0.5 2.0+0.4
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Tabla 9. Continuacion

Familias de compuestos

Acidos hidroxicinamicos 18+1

Acidos hidroxibenzoicos 2.0£0.2
Flavonas glicosiladas 18+1

Flavonas metiladas 5.0£0.3
Flavanonas 0.2+0.2
Flavanonas metiladas 11.0+0.3
Flavonoles metilados 2.0£0.7

46+3 22+1 43+2 20+5
4+1 1.5+0.2 2%1 1+1
18.0+£0.5 19+1 17.0+£0.2 18+1

7.5+£0.1 4.8+0.1 5.3+0.1 4.0+0.2
0.20£0.03  0.20£0.03 0.20+0.03 0.2+0.1
7.2+0.1 9.4+0.3 45+0.1 8.0+0.5
1.8+0.1 1.0£0.9 1.0+0.8 1.0+0.4

40+5
2.0+0.4
19+1
4.8+0.1
0.1+0.1
5.6%0.1
1.0+0.6

* Valores promedio determinados en los extractos hidroalcohélicos de plantas de S. viminea en estado vegetativo cosechadas cuatro veces. Fechas: 27-07-2022; 24-10-2022; 23-11-

2022; 18-04-2023.

** Valores promedio determinados en los extractos hidroalcohélicos de plantas S. viminea en estado de floracion cosechadas tres veces. Fechas: 11-04-2022; 24-10-2022; 18-04-

2023.

*** Valores promedio determinados en los extractos hidroalcohdlicos de plantas S. viminea en estado de post-floracion cosechadas cuatro veces. Fechas: 21-06-2022; 24-10-2022;

25-01-2023; 18-04-2023.
AD: Antes de su destilacién. DD: Después de su destilacion.
LOQ: Limite de cuantificaciéon. LOD: Limite de deteccidn.

! Cantidad expresada en equivalente de cido cafeico. 2 Cantidad expresada en equivalente de &cido p-hidroxibenzoico.  Cantidad expresada en equivalente de vitexina.  Cantidad
expresada en equivalente de kaempferol-3-O-rutindsido. ° Cantidad expresada en equivalente de pinocembrina. ¢ Cantidad expresada en equivalente de salvigenina. 7 Cantidad

expresada en equivalente de pachipodol.
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Las principales familias de compuestos encontrados en los extractos de S. viminea,
eran los acidos hidroxicinamicos y las flavonas glicosiladas. El &cido rosmarinico (20-40
mg/g), la luteolina-7-O-glucurdénido (10 mg/g) y la apigenina-7-O-glucurénido (6 mg/g)
fueron los compuestos mayoritarios en los extractos hidroalcohdlicos de plantas de

S. viminea, que se aislaron de plantas, antes y después de su destilacion.

El &cido rosmarinico, compuesto mayoritario de los extractos de S. viminea se
identificd de manera confirmatoria, mediante la comparacion de su espectro de masas con el
de la sustancia-patron, usando el modo SIM (Figura 11). Los principales fragmentos que se
observaron en su espectro de masas se generan por la ruptura del grupo éster, con formacion
del ion-producto del acido-dihidroxifenil-lactico, [M-H]", m/z 197.04439, y del &cido cafeico,
[M-H], m/z 179.03371. El fragmento con masa exacta en m/z 197.04439 posteriormente,
pierde sucesivamente moléculas de agua y genera iones-producto en m/z 179.03371y m/z

161.02310.

El acido rosmarinico se encuentra en las plantas de la familia Lamiaceae (39) y posee
importantes propiedades antimicrobiana (40), antioxidante (41), antiinflamatoria (42),
antimutagenica y antiviral (43), es uno de los principales componentes en los extractos de
Salvia rosmarinus (romero), con un contenido alto, 24 mg/g (142). La Unidn Europea aprobo
el uso de extractos de romero como conservante de alimentos (143,144). Los extractos de
hojas de la planta de Melissa officinalis (fam. Lamiaceae), también se usan como aditivos en

alimentos para animales (145,146).

Hasta el momento, no encontramos reportes sobre la composicion quimica de
extractos hidroalcohdlicos de plantas de S. viminea. En extractos, obtenidos con solvente de
plantas de S. montana (35), S. bossieri (50), S. hortensis (140) y S. thymbra (147) se

identificaron apigenina-C,C-diglucosido, luteolina-7-O-glucurédnido, luteolina-O-rutinésido,
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apigenina-7-glucuronido, &cidos rosmarinico, o-hidroxibenzoico y cafeico, los mismos
compuestos encontrados en esta investigacion. En los extractos obtenidos en este estudio, se

encontraron varias flavonas y flavanonas metiladas.

Las plantas de la familia Lamiaceae, contienen nevadensina y pedunculina, sustancias
que tienen la misma estructura y formula molecular (C1sH1607) que la del compuesto
encontrado en este estudio (salvigenina hidroxilada, pico N° 19, Figura 10) (148,149). El

nevadensina tiene actividades antiinflamatoria (150), antibacteriana (151) y citotoxica (152).

En el analisis de componentes principales (Figura 12), se puede observar un aumento
en el contenido de acido rosmarinico en los extractos de S. viminea obtenidos a partir de

material vegetal destilado, al igual que, se observo en los resultados de la Tabla 9. Por

ejemplo, en el estado vegetativo los extractos de material vegetal sin destilar (V-ADC1, V-
ADC2, V-ADC3) se encuentran en la region negativa del vector de acido rosmarinico en
comparacion con los del material destilado (V-DDC1, V-DDC2, V-DDC3), lo que indica

menor contenido del acido hidroxicinamico en los extractos sin destilar.

En la Figura 12 en la componente 1 (52%), los compuestos que mas aportaron fueron
la dihidroxy-trimetoxyflavanona, dihidroxy-dimetoxyflavanona y la luteolina-7-O-
glucurdnido; las muestras V-ADC1 (N°1) y PF-ADC2 (N° 9) tienen los contenidos mas altos
de estos tres compuestos fendlicos. Los extractos de S. viminea obtenidos a partir de material
vegetal destilado, tanto en vegetativo como en floracién, y recolectados en diferentes meses,
mostraron las menores variaciones, agrupandose en una misma regién (identificada por el

color rosado, Figura A28 Anexo).
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Figura 12.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica de
los extractos hidroalcohdlicos de S. viminea colectados en los estados fenoldgicos,
vegetativo, floracion y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada componente
(loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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Christaki et al. (153), compararon las cantidades (mg/g) de compuestos fendlicos
presentes en extractos de romero, hierbabuena y salvia, obtenidos a partir del material vegetal,
sin destilar, y de biomasa residual de la destilacion por arrastre con vapor, hidrodestilacion e
hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas (MWHD). Las cantidades de acido
rosmarinico en los extractos de romero y menta sin destilar (40.7 mg/g; 36.09 mg/g), fueron
mas altas que en los extractos aislados de biomasa residual, después de la destilacion por
arrastre con vapor (32 mg/g, 24 mg/g) e hidrodestilacion (14 mg/g; 12 mg/g), pero mas bajas
que las encontradas en los extractos de la biomasa residual, despues de MWHD (51.34 mg/g;
44.06 mg/g). Las ondas electromagnéticas en MWHD permiten el calentamiento heterogéneo
(local) del agua diferente al calentamiento por conveccion que ocurre en hidrodestilacion y
arrastre con vapor. Las moleculas de agua, gracias a su momento dipolar alto, rotan
orientandose en el campo electromagnético generando un aumento en la energia y, a su vez,
facilitando el rompimiento de las paredes celulares del tejido vegetal y asi permitiendo la
liberacion de compuestos fendlicos. Las composiciones quimicas de los extractos de plantas
sin destilar y de la biomasa residual, después de MWHD de plantas de Salvia no presentaron
variaciones significativas.

Otros autores (154), reportaron que en los extractos de material vegetal de orégano,
destilado por MWHD, usando 600 W de potencia, se encontré la cantidad mas alta del acido
rosmarinico.

El mayor contenido de &cido rosmarinico se determind para los extractos del material
vegetal residual después de la destilacion, probablemente, porgue la irradicacion de las ondas
microondas aumentaron la energia de las moléculas de agua y permitieron la ruptura mas
eficiente del tejido vegetal (155). Durante la ruptura de membranas celulares ocurre la
liberacion de los compuestos fendlicos del tejido vegetal a la fase acuosa, en la cual las

plantas de romero se encuentran cuando se destilan (156).
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Segun las condiciones agronémicas para el cultivo de S. viminea, esta planta se podria
cosechar hasta dos veces por afio. Si en una hectarea de cultivo de S. viminea se tienen ca.
30.000 plantas, de los extractos, obtenidos con solvente del material vegetal, antes [645
kg/(ha afio)] o después de su destilacién (biomasa residual) [561 kg/(ha afio)], se podria aislar

14.2 kg/(ha afio) y 22.44 kg/(ha afio), del &cido rosmarinico, respectivamente.

5.4.2 Estudio de Hyptis colombiana

El AE de H. colombiana se detectaron 32 compuestos en cantidades relativas > 0.1%
(Tabla 10). En la Figura 13, se muestran los perfiles cromatograficos (GC/FID) de los AE

destilados de plantas de H. colombiana colectadas en los tres estados fenologicos.

En los AE se identificaron positivamente el 90% de los compuestos (28 terpenoides). El
estudio del patron de fragmentacion, reflejado en sus espectros de masas, permitio sugerir que
los compuestos, sin identificar positivamente, son dos hidrocarburos sesquiterpenicos

(Figuras A10 y Al11, Anexo) y dos sesquiterpenos oxigenados (Figuras A12 y A13, Anexo).

El método de calibracién por estandarizacion externa se utilizd para cuantificar los
compuestos identificados de manera confirmatoria, con las GC areas relativas > 2%, en los
cromatogramas de los AE de H. colombiana (Tabla 11). En las Tablas Al y A2 (Anexo), se
muestran las figuras analiticas de mérito para las sustancias-patron utilizadas para la

cuantificacién de compuestos en los AE de H. colombiana.
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Figura 13.

Perfiles cromatogréficos obtenidos por GC/FID de los aceites esenciales de
H. colombiana, destilados de plantas recolectadas en los tres estados fenoldgicos: A.
Vegetativo; B. Floracion; C. Post-floracion. Columna DB-5MS (60 m), split 1:30, MSD (El,
70 eV). Véase la identificacion de los picos cromatograficos en la Tabla 10.
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Tabla 10.

Composicion quimica, determinada por GC/MS/FID, de los aceites esenciales destilados por MWHD de plantas de
H. colombiana, cosechadas, hasta tres veces, en diferentes estados fenoldgicos.

Cantidad relativa GC/FID (%; +s)

N° GC/MS (DB-5MS) GC/MS (DB-WAX) — Criterios de
Fig. 13 compuesto LRIlexp  LRIst LRt LRlexp  LRIso LRt Vegetativo, n=6* IIE:SI:[)ari?:?c':s,ngI:OQQ’::OS Post-floracién, n=6*** identificacion
1 a-Tujeno 928 - 928 (118) 1027 - 1027 (118) 03 = 0.1 0.30 = 0.07 0.20 = 0.09 a,b
2 a-Pineno 936 937 936 (118) 1023 1024 1025 (118) 04 + 0.1 2 1 09 = 08 a,b,c
3 Sahineno 976 976  973(118) 1124 1124 1122 (118) 10 + 2 10 + 3 4+ 3 ab,c
4 p-Pineno 981 - 981 (120) 1111 - 1110 (118) 2 + 1 20 + 09 10 + 09 ab
5  p-Cimeno 1028 1028 1024 (118) 1274 1274 1274 (118) 05 + 04 02 + 01 02 + 01 ab,c
6 Limoneno 1032 1033 1030 (120) 1202 1202 1198 (118) 10 + 03 10 + 0.2 04 = 03 a,b,c
7 (E)-B-Ocimeno 1047 - 1044 (119) 1253 - 1250 (118)  0.30 * 0.07 1.0 + 07 04 £ 01 ab
8  y-Terpineno 1061 1066 1059 (118) 1249 1259  1245(118)  0.10 + 0.05 0.16 + 0.07 0.10 + 0.04 abc
9 Linalol 1100 1102 1099 (118) 1550 1551 1549 (122) 04 = 03 0.40 = 0.04 04 + 01 a,b,c
10  (E)-Hidrato de sabineno 1105 - 1098 (118) 1558 - 1549 (118)  0.10 + 0.05 0.20 + 0.04 02 + 0.1 ab
11 §-Elemeno 1341 - 1337 (118) 1473 - 1469 (120) 1+ 1 3+3 4+ 1 ab
12 o-Cubebeno 1351 - 1448 (119) 1465 1460 (118) 020 = 0.01 0.15 = 0.02 0.16 = 0.03 a,b
13 o-Ylangeno 1378 - 1376 (119) 1493 - 1492 (129) 020 = 0.02 0.20 + 0.02 0.20 = 0.03 a,b
14  ¢-Copaeno 1385 - 1378 (120) 1503 - 1496 (127) 8 + 1 6 + 1 50 £ 09 ab
15  B-Bourboneno 1394 - 1390 (120) 1530 - 1526 (120) 03 = 0.1 040 + 0.01 10 £ 03 a,b
16  B-Elemeno 1397 - 1390 (118) 1600 - 1595 (129) 2 £ 1 3+ 1 3+ 1 ab
17  CisHz, (Figura A10, Anexo). 1416 - - 1536 - - 0.25 + 0.02 0.20 + 0.04 02 = 0.1 b
18  (E)-B-Cariofileno 1435 1434 1428 (120) 1613 1611 1617 (120) 30 £ 4 24 + 4 30 + 5 a,b,c
19  y-Elemeno 1438 - 1436 (118) 1645 - 1639 (118) 1+ 1 3+2 2+ 2 ab
20  6,9-Guaiadieno 1452 - 1442 (119) 1617 - - 15 + 0.2 15 + 01 20 = 01 a,b
21  CysH, (Figura All, Anexo). 1459 - - 1630 - - 1 +1 2 1 2 2 b
22 o-Humuleno 1469 1465 1465 (120) 1682 1683 1681 (129) 20 £ 0.2 20 £ 0.2 2,00 = 0.01 a,b,c
23 y-Muuroleno 1484 - 1478 (119) 1696 - 1690 (118) 04 + 0.1 05 + 0.1 08 = 0.1 a,b
24 Germacreno D 1495 1490 1493 (157) 1722 1716 1708 (118) 20 £ 6 20 £ 6 22 =1 a,b,c
25  B-Selineno 1499 1490 (119) 1726 1717 (118) 10 + 0.2 10 + 0.2 10 £ 01 a,b
26  y-Cadineno 1523 - 1529 (158) 1767 - 1766 (120) 20 + 06 10 + 0.3 0.80 = 0.03 a,b
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Tabla 10. Continuacion

27  §-Cadineno 1527 - 1524 (120) 1763 - 1761 (120) 30 + 04 30 £ 04 20 £ 05 a,b
28 SO (FiguraAlz, 1566 - - 1979 - - 05 + 03 0.4 + 0.1 09 + 0.1 b
nexo).
29  Germacreno B 1574 - 1572 (159) 1719 - 1708 (118) 05 + 0.2 0.7 £ 04 10 £ 0.6 a,b
30  Oxido de cariofileno 1599 1598  1595(128) 1996 1996 1993 (132) 9 + 7 6 + 2 10 + 2 a, b, c
31  Viridiflorol 1609 - 1600 (160) 2093 - 2089 (118) 03 + 0.2 0.20 + 0.08 03 + 0.1 a,b
32 CusHxO, (FiguraAl3, 1640 - - 2255 - - 20 * 03 1+1 20 + 02
Anexo).
Hidrocarburos monoterpénicos, % 170 + 0.3 170 £ 0.2 6.0 £ 04
Monoterpenos oxigenados, % 06 + 0.1 0.60 + 0.03 0.60 + 0.08
Hidrocarburos sesquiterpénicos, % 700 + 05 740 + 05 754 + 0.2
Sesquiterpenos oxigenados, % 12 £ 1 9.0 = 05 170 = 06

* Valores promedio determinados en los AE de plantas de H. colombiana cosechadas dos veces en estado vegetativo y analizadas por triplicado. Fechas: 1-10-2021; 28-06-2022.
** Valores promedio determinados en los AE de plantas de H. colombiana cosechadas tres veces en estado floracién y analizadas por triplicado. Fechas: 30-03-2022; 24-11-2022;
12-01-2023.

*** Valores promedio determinados en los AE de plantas de H. colombiana cosechadas dos veces en estado post-floracién y analizadas por triplicado. Fechas: 21-01-2022; 12-01-
2023.

3 |dentificacion tentativa basada en tiempos de retencion (tr) e indices de retencion lineales (LRI, por sus siglas en inglés) en las columnas DB-5MS (apolar) y DB-WAX (polar)
(118-120, 158-160).

b |dentificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS; ionizacion electronica, 70 eV, coincidencia > 95%), estudio de patrones de fragmentacion, y por comparacion de
los MS con los de las bases de datos espectrales Adams (2007), NIST (2017) y Wiley (2008).

¢ Identificacion confirmatoria basada en sustancias-patron adquiridas en Sigma-Aldrich (St. Louise, MO, EE.UU.) de a-pineno (98%), sabineno (95%), p-cimeno (99%), limoneno
(97%), y-terpineno (96%), linalol (97%), (E)-p-cariofileno (98.5%), a-humuleno (96%), germacreno D (90%) y Oxido de cariofileno (95%), sus espectros de masas y tiempos de
retencion (tr).

STD: Sustancia estandar.
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Tabla 11.

Cuantificacién de los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales, destilados por MWHD, de plantas de H. colombiana
cosechadas, hasta tres veces, en cada estado fenologico.

mg compuesto/g AE £ s

Compuesto Tipo Estados fenologicos

Vegetativo, n=6* Floracién, n=9** Post-floracion, n=6***
a-Pineno HM 5+1 30 £ 18 10 £+ 10
Sabineno HM 150 £ 9 140 + 19 40 = 40
B-Pineno? HM 30 = 13 30 £ 7 10 £ 10
p-Cimeno HM <LOD <LOD <LOD
Limoneno HM 10 + 2 10 £ 2 4 + 4
y-Terpineno HM <LOQ 20 = 0.7 <LOQ
Linalol MO 5+3 4 +1 4 £ 1
5-Elemeno? HS <LOQ 40 + 32 30 + 18
a-Copaeno ? HS 75.0 £ 0.9 60 + 6 50 + 8
B-Elemeno? HS 30 + 16 30 + 14 30 + 11
(E)-B-Cariofileno HS 230 £ 74 230 + 37 250 + 11
v-Elemeno? HS 20 = 15 30 £ 24 30 = 22
6,9-Guaiadieno? HS 10 + 4 15 + 2 205 + 0.1
a-Humuleno HS 20 + 20+ 5 17.70 + 0.06
Germacreno D? HS 150 + 77 210 + 89 210 + 16
-Cadineno? HS 30 £ 7 25+ 1 20 + 4
Oxido de cariofileno SO 80 + 46 60 + 10 130 + 31

* Valores promedio determinados para los AE de H. colombiana, destilados de plantas en estado vegetativo cosechadas dos veces y analizadas por triplicado. Fechas: 1-10-2021; 28-06-2022. ** Valores
promedio determinados para los AE de H. colombiana, destilados de plantas en estado floracién cosechadas tres veces y analizadas por triplicado. Fechas: 30-03-2022; 24-11-2022; 12-01-2023. ***
Valores promedio determinados para los AE de H. colombiana, destilados de plantas en post-floracién cosechadas dos veces y analizadas por triplicado. Fechas: 21-01-2022; 12-01-2023.

HM: Hidrocarburos monoterpénicos, MO: Monoterpenos oxigenados, HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos, SO: Sesquiterpenos oxigenados. LOQ: Limite de cuantificacion. LOD: Limite de deteccion.

1: Cantidad expresada en equivalente de a-pineno. 2: Cantidad expresada en equivalente de (E)-B-cariofileno.
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Los AE de H. colombiana contienen principalmente hidrocarburos sesquiterpénicos y
monoterpénicos. Los compuestos mayoritarios de los AE de las plantas colectadas en los estados
fenoldgicos: vegetativo, floracion y post-floracion fueron sabineno, (E)-p-cariofileno,
germacreno D y oOxido de cariofileno. Las concentraciones de (E)-B-cariofileno (230 mg
sustancia/g de AE) y germacreno D (210 mg sustancia/g de AE), en los AE destilados de plantas
cosechadas en cada uno de los estados fenoldgicos: vegetativo, floracion y post-floracién, no

tuvieron diferencias estadisticamente significativas p>0.05 (Tabla A10).

En el analisis de componentes principales (Figura 14), se observa que el a-pineno y el
sabineno en los AE de H. colombiana, contribuyeron en mayor medida a la componente 1 (45%).
Los AE obtenidos de plantas en post-floracion durante las dos cosechas (PF-C1 y PF-C2)
presentaron el menor contenido de a-pineno y sabineno. No obstante, fue el Unico estado
fenoldgico en el que las muestras se agruparon en una misma regién (zona amarilla, Figura A29
Anexo), es decir, que indica una menor variabilidad en las cantidades de estos compuestos en
comparacion con los AE destilados en los otros estados fenologicos. Por otro lado, los AE de
plantas de H. colombiana colectadas en floracion (F-C2 y F-C3) tienen altos contenidos de a-
pineno y sabineno. Posiblemente, también por eso, en H. colombiana en la etapa de floracion se
detectaron cantidades de a-pineno y sabineno mas altas que en las de plantas, después de su

floracion.



METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS PROMISORIAS 104

Figura 14.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicion quimica de los
aceites esenciales de H. colombiana colectados en los estados fenoldgicos, vegetativo, floracion
y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada componente (loading plot), y B.
Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).

N A
:_ (E)-p-Cariofileno
24 E L
g 14 [ C .
9 C C ] p
- L L N ]
£ 04 [ X i ]
g [ Oxido de cariofileno E 1 b
<] L o —F N ]
£ C - ——— Germacreno D
o I~ M
o -06
L 2,9
16 a-Pineno 1,9
2,7 0,9
-2, _ -0,1
L7 0,7 03 13 11 Componente 2 (33%)
! 2,3 33 -2,1
Componente 1 (45%)
B
24 [ N° Muestra Grupos*
L 1 V-C1 1
N 2 V-C2 2
g M or ] 3 F-C1 1
S;’ i ] ]l 4 F-C2 2
2 o4 L ] ]l 5 F-C3 2
£ 0, - ] ]
% i @ 4 6 PF-C1 8
£ r 1 1 7 PF-C2 3
8 -0,6 L b :*Véase,FiguraAZgAnexo
16 L 0 20
0,9
-2,7 -0,1
-0,7 03 13 1,1 Componente 2 (33%)

23 33 -2,1

Componente 1 (45%)

O Vegetativo O Floracién @ Post-floracion

Se ha reportado (161), que en Salvia verbenaca se generan a-pineno y sabineno,
principalmente, antes de la floracion, y en plena floracion de la planta. Durante la floracién, los
pétalos y sépalos de las flores de S. verbenaca emiten principalmente estos dos compuestos

(161), que participan en la defensa contra herbivoros y para promover la polinizacion (162).
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En las células vegetales los sesquiterpenos, (E)-B-cariofileno y germacreno D siguen la
misma ruta biosintética, es decir, se sintetizan en el citosol a partir de la transformacion del
farnesil difosfato para formar el carbocation farnesilo y, luego, mediante reacciones enzimaticas,
se forman estos hidrocarburos sesquiterpénicos (163). El 6xido de cariofileno se produce por la

oxidacion de su precursor, (E)-B-cariofileno.

El (E)-p-cariofileno, compuesto mayoritario en los AE de H. colombiana, es un
sesquiterpeno biosintetizado en muchas plantas, con funcion ecoldgica para defenderse de
herbivoros, a menudo mediante la atraccion de sus enemigos naturales (164). El uso del (E)-B-
cariofileno, que es clasificado como fitocannabinoides por interactuar con receptores CB1 y
CB2, esta aprobado como aditivo alimentario por la FDA (United States Food and Drug
Administration) (1); también, el (E)-p-cariofileno se usa en la industria de perfumes porque

aporta una nota amaderada (165).

Dahham et al. (166), aislaron el (E)-p-cariofileno del AE de Aquilaria crassna y
determinaron su actividad antibacteriana alta contra S. aureus (MIC 3 uM), comparandola con la
del antibidtico de referencia, kanamicina (MIC 8 uM). La actividad antifungica del (E)-B-
cariofileno contra diversos hongos (Trichoderma reesei, Penicillium citrinum, Aspergillus niger)
también, fue ampliamente demostrada (166). EI AE de H. colombiana podria ser una fuente
importante de (E)-B-cariofileno. De 33.000 plantas de H. colombiana, que se pueden plantar en
una hectarea con tres cosechas por afio, se podrian obtener ca. 21 kg del aceite esencial y ca. 5

kg del (E)-p-cariofileno

Flores et al. (27), estudiaron la composicion quimica del AE de H. colombiana, en

Venezuela y reportaron como compuestos mayoritarios el (E)-p-cariofileno (29.5%), germacreno
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D (22.2%) y 6xido de cariofileno (3.5%). Los autores (27), encontraron que los AE de H.
colombiana, cultivada en Venezuela, tienen propiedades antibacterianas contra Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis. En nuestro estudid, se evalu6 la actividad antioxidante del AE

de plantas de H. colombiana, cosechadas en tres estados fenol6gicos.

En la Tabla 12, aparecen las masas exactas de iones experimentales, el error de medicién (A
ppm) y las formulas elementales de los iones-producto, observados en los espectros de masas de
los compuestos identificados en los extractos de H. colombiana. En la Figura 15 y Figura Al4
(Anexo), se muestran las corrientes ionicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]* o
deprotonadas [M-H]", segun las propiedades del analito, analizadas por UHPLC-ESI*-Orbitrap-
MS, operado en el modo SIM para estos iones, de compuestos en los extractos de H. colombiana,

estudiados en este trabajo.

En los extractos hidroalcohdlicos de H. colombiana, obtenidos de plantas, antes y después
de su destilacion, se identificaron 14 compuestos. Entre estos, seis flavonas (apigenina-C,C-
diglucosido,  luteolina-C-hexosido-O-desoxihexosil,  luteolina-7-O-glucosido,  salvigenina
hidroxilada, trihidroxi-trimetoxiflavona y salvigenina), cuatro acidos hidroxicindmicos (isomero
del &cido p-hidroxibenzoico, &cidos cafeicos, o-hidroxibenzoico y rosmarinico), dos flavonoles

(rutina, kaempferol-3-O-rutindsido), una lactona sesquiterpénica y una piranona (Tabla 12).

En el espectro de masas de la piranona (compuesto N° 10 Figura 16, Tabla 12), aparecen
iones-producto [(M+H)-C2H40,]", en m/z 367.13846, y [(M+H)-C2H402-C>H,0]*, en m/z
325.12781. Algunos autores (167,168) reportaron la deteccion de diferentes furanonas y
piranonas (pectinolides) en los extractos obtenidos de H. pectinata e H. monticola. Boalino et al.

(167), caracterizaron por RMN y GC/MS la pectinolide E [C20H26010, M™ m/z 426], en cuyo
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espectro aparecieron los iones-producto en m/z 366, 306, 237 y 204. Basados en estos datos, en
los extractos de H. colombiana bajo estudio se identifico tentativamente una piranona, C2oH26010
[M+H]" en m/z 427.16000, en cuyo espectro de masas aparecen los fragmentos generados por la
pérdida sucesiva de especies C2H402, C2H,0 y H20 del ion [M+H]", con las masas exactas

367.13846, 325.12781, 265.10681 y 205.08585, respectivamente.

La Tabla 13 contiene informacién sobre la cuantificacion de los 14 compuestos
identificados en los extractos hidroalcohdlicos obtenidos de plantas de H. colombiana, antes y
después de su destilacion. Los parametros de cuantificacion usados se encuentran reportados en

las Tablas A1y A2 (Anexo).
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Figura 15.

108

Corrientes ionicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]* o deprotonadas [M-H],
obtenidas por UHPLC-ESI*"-Orbitrap-MS (escala 6.2 x 107) de compuestos en los extractos
hidroalcoholicos de H. colombiana, aislados antes de su destilacion, de plantas recolectadas en
diferentes estados fenoldgicos: A. Vegetativo; B. Floracion; C. Post-floracion. Véase la
identificacion de compuestos en la Tabla 12.
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Tabla 12.
Masas exactas de moléculas deprotonadas [M-H] y protonadas [M+H]*, identificadas por UHPLC-ESI*"-Orbitrap-MS de las
sustancias presentes, en los extractos hidroetanolicos, obtenidos a partir de H. colombiana cosechadas en los diferentes estados

, .
fenologicos.
N° Pico tr, Min . Criterios

X ! . Masas experimentales, HCD, . .
Fig. 15y Compuesto Férmula m/zp(l %) A ppm Y lones-producto Férmula m/z, | (%) de Referencia
Fig. A14 Extracto STD ! identificacion

Isémero del &cido p- . -
1 3.52 - hidroxibenzoico C7Hs03 [M-H] 137.02330 (100) 0.01 20 [(M-H)-COg] CsHsO 93.03345 (15) a

Ani " 135.0444
2 416 422+ 006 Acido cafeico CoHsO4 [M-HT 179.03401 (22)  3.02 10 [(M-H)-CO2T CsHiO; (13050()] 6 ab,c (169)
577.14665
M+H)-Hz0]" H
[(M+H)-H20] C27H29014 (39)
Apigenina-C. C. [(M+H)-2H,0]* CorH27O13 559.14392 (7)
3 469 - dizlgwsi o CoHxO1s  [M+H]*595.16498 (100)  1.29 10 [(M+H)-3H:0]" CaHzO12 54113464 (2) a
457.12061
[(M+H)-2H20-C4Hs03]"* C23H21010 (10)
[(M+H)-3H20- CeH100s]" CuHisOr  379.08102 (1)
Acido-o- i I 93.03345
4 503 so4 & o002 o L C7HsOs [M-H] 137.02335 (36) 0.02 20 [(M-H)-CO5] CeHsO (100) ac
" 577.15497
[(M+H)-H20] C27H29014 (14)

5 512 ; Luteolina-C-hexosido- o 1o M+H]*505.16473 (100) 1.7 10 [(M+H)-2H,0]* CoHoO1s  559.14545 (5) a
O-desoxihexosil

+ 433.11267
[(M+H)-CsH1005] C21H21010
(11)
Luteolina-7-O- 287.05472
6 5.30 53 + oo Lol CotHzOn  [M+H]' 44010681 (05)  1.13 20 [(M+H)-CsH100s] CisHuOs 109 ac
[(M+H)-CeH1004]" CoH21012  465.09952 (1)
7 5.40 542 + 002 Rutina CoHxO1s  [M+H]* 611.15903 (1) 163 10 30455 a,b, ¢ (169)
[(M+H)-CgH1004-CsH100s]* CisH1107 :
(100)
197.04992
[(M-H)-CoHsO03] CgH9Os (32)
8 5.42 5.46 + 0.04 Acido rosmarinico Ci18H1608 [M-H] 359.07642 (37) 0.27 10 a,b,c (34,169,170)
[(M-H)-CoH1o0s]" CoHs0 16102354
9M10Us 9FI5U3 (100)
" 449.10736
Kaempferol-3- [(M+H)-CeH1004] C21H21011 @6)
9 573 572 + 001 mtinési o CoHaO1s  [M+H]'595.16486 (11) 149 10 o5 G5 ac
[(M+H)-CgH1004-CgH100s]* CisH1106 .
(100)
367.13846
[(M+H)-C2H40:]" C1gH230s8 (100)
" 325.12781
[(M+H)-C2H402-C2H20] Ci6H207 )
10 5.80 - Piranona, Figura 16 CaoHzsO10  [M+H]*427.16000 (0.1)  0.30 10 [(M+H)-C2H40p-C2Hz0- C2HiO2]" CuHirOs  265.10681(41) ab (167)

[(M+H)-C2H402-C2H20- C2H402 -H20]* CuHis0s  247.09605 (7)

[(M+H)-C2H402-C2H20- C2H402-CoH20]" C12H1504 223.09624 (3)
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Tabla 12. Continuacion.

[(M+H)-H.0]" CisHzO,  233.15338 (4)
.
1 7.19 - Lactona CisHzO;  [M+H]*251.16396 (52)  0.85 30 [(M+H)-2H0] CisHioO 21514297 (1)
sesquiterpénica RS
[(M+H)-H.0-COJ* C14H210 '
(43)
[(M+H)-H20-CO-Hz0]" CuHio 187.14807 (8)
[(M+H)-CHa] "™ CrHuO;  330.02791(22)
Salvigenina . N 315.04947
12 7.43 hidroxilada CisHisO7  [M+H]* 345.09641(22) 0.47 40 [(M+H)-2CH] CisHu0r 100y ab (171)
[(M+H)-2CHs-CO]* CisHuOs  287.05432 (3)
346.06790
[(M+H)-CHs] "™ C17H1408 28)
1.04444
Trihidroxi- [(M+H)-2CHs]* C1sH1108 ffOO[)J
13 7.47 - timetoxiflavona CisH1s0s  [M+H]"361.09131 (27) 1.34 40 TR a
[(M+H)-CHa.H,0]** CiH10; (30)'
[(M+H)-2CH3.COJ* Ci1sH1107 fsﬂg).04956
314.07813
[(M+H)-CHs]"* C17H1406 @3)
296.06760
[(M+H)-CH3-H20]"* C17H120s (100)
14 7.72 773 & 001 Salvigenina CisHisOs  [M+H]*329.10156 (63)  0.40 40 e ac
[(M+H)-CHz-H,0-CO]"™ C16H1204 (56)l
[(M+H)-CHs-H,0-2CO] "™ CisH120s  240.07790 (2)

2|dentificacion basada en el estudio del patrén de fragmentacidn y su comparacion con los espectros de masas de las bases de datos HMDB 4.0 (109) y Massbank (110).

b 1dentificacion basada en los datos de la literatura cientifica sobre especies del género Hyptis spp. (34, 167, 169-171).

¢ ldentificacion confirmatoria basada en la comparacion de los espectros de masas y tiempos de retencion (tr) de las sustancias patron, &cido cafeico (98%), acido-o-
hidroxibenzoico (99%), luteolina-7-O-glucdsido (98%), rutina (94%), &cido rosmarinico (97%), kaempferol-3-rutinésido (97%) y salvigenina (98%), adquiridos de Sigma-Aldrich
(St. Louise, MO, EE. UU.)
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Figura 16.

111

Espectro de masas de la molécula protonada [M+H]", en m/z 427.16000, de la piranona,
registrada por LC/MS, obtenido en el modo SIM y HCD 10 eV.
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b -0.89 ppm
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Tabla 13.
Cuantificacion de algunos compuestos presentes en los extractos de H. colombiana, obtenidos antes y después de la destilacion de

plantas, cosechadas, hasta tres veces, en cada estado fenoldgico.

Cantidad de sustancia, mg/g extracto = s

NTOaFSf; ‘Compuesto CFc?rz]n;Ili;Sctigs - Estado fer?(,)légico -
12 Vegetativo* Floracion** Post-floracion***
AD (n=9) DD (n=6) AD(n=9) DD(n=6) AD(n=6) DD (n=9)
1  Isémero del acido p-hidroxibenzoico!  Acido hidroxibenzoico 8+6 162 40x08 10£2 40x07 120%04
2 Acido cafeico Acido hidroxicinamico 1.0+ 0.3 1.40+0.06 0.60+0.06 1.0+0.3 0.80%0.09 1.100 % 0.003
3  Apigenina-C,C-diglucdsido? Flavona glicosilada  0.40 £ 0.04 0.250+0.001 0.2x0.1 0201 020+0.04 0.20%0.03
4 Acido-o-hidroxibenzoico Acido hidroxibenzoico <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOQ 0.430 £ 0.009
5  Luteolina-C-hexosido-O-desoxihexosil? Flavona glicosilada <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
6  Luteolina-7-O-glucdsido Flavona glicosilada  1.60 £ 0.07 <LOQ 21 21 1.70+0.05 15+0.2
7  Rutina Flavonol glicosilado 10+ 4 81 10£2 6%2 105 8.0+ 0.6
8  Acido rosmarinico Acido hidroxicindmico 20 + 4 20+ 8 143 20£8 2038 18+1
9  Kaempferol-3-rutinésido Flavonol glicosilado 0.6+ 0.3 0.345+0.002 0.5%+0.1 030%0.09 0705 0.50+0.06
10 Piranona? Piranona 70 + 44 401 60 * 33 40 £ 12 80 =17 705
11 Lactona sesquiterpénicat Lactona <LOD <LOQ <LOD <LOD <LOD <LOD
12 Salvigenina hidroxilada* Flavona metilada 0602 086+0.03 040+0.06 02=%01 0.20+0.02 0.140 * 0.005
13  Trihidroxi-trimetoxiflavona Flavona metilada 0.13£0.01 0.136+£0.001 <LOQ 0.14 £ 0.01 <LOQ <LOQ

14 Salvigenina Flavona metilada 025+£004 0501 0.20%£0.08 0.20 £ 0.07 <LOQ <LOQ
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Tabla 13. Continuacién

Familias de compuestos

Piranona 70 £ 44 40+1 60 + 33 40 + 12 80 + 17 70 £ 5
Acidos hidroxicinamicos 202 204 15+1 20+ 4 204 19.0 £ 0.5
Acidos hidroxibenzoicos 106 16+2 4.0+0.8 102 40+0.7 120+04
Flavonoles glicosilados 10+2 8.0+0.5 101 61 10+2 85+0.3
Flavonas glicosiladas 200+0.01 0.20+0.01 20%0.1 22+0.1 2.00+0.01 1.70+0.01
Flavonas metiladas 097+0.04 150+0.01 0.60+0.01 054+0.01 0.2%0.01 0.14 +0.01
Lactona sesquiterpénica <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

* Valores promedio determinados para los extractos de H. colombiana de plantas cosechadas en estado vegetativo tres veces. Fechas: 1-10-2021; 28-06-2022, 12-01-2023.

** Valores promedio determinados para los extractos de H. colombiana de plantas cosechadas en estado de floracién tres veces. Fechas: 30-03-2022; 24-11-2022; 12-01-2023.

*** Valores promedio determinados para los extractos de H. colombiana de plantas cosechadas en estado de post-floracion dos veces. Fechas: 21-01-2022; 12-01-2023.

AD: Antes de su destilacién. DD: Después de su destilacion.

LOQ: Limite de cuantificacion. LOD: Limite de deteccidn.

! Cantidad expresada en equivalente del acido p-hidroxibenzoico.? Cantidad expresada en equivalente de vitexina. 3 Cantidad expresada en equivalente de rutina. * Cantidad expresada
en equivalente de salvigenina.
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La piranona, el acido rosmarinico, la rutina y el isomero del acido p-hidroxibenzoico
fueron los compuestos mayoritarios detectados en los extractos hidroalcohdélicos obtenidos de
plantas de H. colombiana, tanto antes como después de su destilacion (Tabla 13). Hasta el
momento, no se han encontrado estudios sobre la composicion quimica de extractos
hidroalcohdlicos de H. colombiana. En los extractos de H. pectinata (34) e H. suaveolens
(169,170) se hallaron rutina y &cidos rosmarinico y cafeico, los mismos que se encontraron en
los extractos de H. colombiana. Luteolina-O-glucésido, salvigenina y kaempferol-3-O-

rutindsido, se detectaron también, en los extractos de H. colombiana bajo estudio.

El compuesto principal en los extractos hidroalcoholicos de plantas de H. colombiana fue
la piranona [70 mg/g extracto], presente en cantidades similares en los extractos aislados de
plantas, cosechadas en los tres estados fenologicos. Santana et al. (172), evaluaron la
citotoxicidad frente a lineas celulares de tumor de mama MDA-MB-231 de extractos
etanolicos de H. pectinata y de tres compuestos aislados (pectinolide E, pectinolide J e
hyptolide). Los extractos de plantas de H. pectinata inhibieron la proliferacion de células
cancerigenas con una concentracion inhibitoria media (ICso) de 45.91+ 0.02 pg/mL. Los
compuestos individuales, e.g., pectinolide E (85.2 pg/mL), pectinolide J (76.8 pg/mL) e
hyptolide (73.6 pg/mL) tuvieron menor inhibicion en dichas células, sin embargo, su mezcla
incremento la inhibicion de las lineas celulares con ICso de 36.8 pg/mL, lo que indica un

posible efecto sinérgico.

Las cantidades de &cido rosmarinico [17 mg/g extracto seco] y rutina [8 mg/g extracto
seco] en extractos hidroetandlicos de plantas de H. colombiana, obtenidos antes y después de
la destilacion de plantas colectadas en los tres estados fenoldgicos, vegetativo, floracion y
post-floracion, no presentaron diferencias estadisticamente significativas p>0.05 (Tabla

All).
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Figura 17.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica de
los extractos hidroalcohdlicos de H. colombiana colectados en los estados fenoldgicos,
vegetativo, floracion y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada componente
(loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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En el analisis de componentes principales (Figura 17), para examinar la composicion
quimica de los extractos de material vegetal antes y después de su destilacion de plantas de

H. colombiana; en los tres estados fenoldgicos. Los compuestos que mas contribuyeron a la
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componente 1 (45%) fueron la piranona y la rutina. En la region rosada, se agruparon las
muestras en cuya combinacion presentaron las mas altas cantidades tanto de piranona como
de rutina. Los extractos que presentaron altos contenidos del isémero del &cido-p-
hidroxibenzoico y menores contenidos de rutina fueron las muestras V-ADC1, V-DDC1 vy F-

DDC1 (N° 1, 9y 11).

En general, el contenido de &cido de rosmarinico no varié en funcion del proceso
destilativo, como si ocurrio en el caso de los extractos de biomasa residual de
S. viminea, después de su destilacion, el &cido rosmarinico aument6 su contenido,
probablemente, porque la radiacion de microondas facilitd el rompimiento del tejido celular.
Los tallos de las plantas de H. colombiana son méas gruesos, que los de S. viminea, por ello,
resulta tal vez mas dificil reducir el tamafio de particula para facilitar el rompimiento de las
membranas celulares para liberar metabolitos secundarios. El tiempo de destilacion en plantas
de H. colombiana por MWHD (45 min) fue més corto, que el de las plantas de S. viminea (60

min).

El acido rosmarinico presente en los extractos de S. viminea, se encuentra en muchas
plantas de la familia Lamiaceae, principalmente, en las de la subfamilia Nepetoideae (39). El
acido rosmarinico se biosintetiza en las plantas a partir de dos aminoacidos, L-tirosina y L-
fenilalanina, mediante una reaccion catalizada por ocho enzimas (43). En las plantas, la
funcién del acido rosmarinico es otorgar resistencia al estrés ambiental y proporcionar
defensa contra patdgenos y herbivoros (173), es una sustancia con una actividad antioxidante

alta.

De 33.000 plantas de H. colombiana, cultivadas en una hectarea y cosechadas tres veces
por afio, se podrian obtener 2000 kg/(ha afio) de extracto hidroalcohdlicos de material vegetal,

obtenidos antes o después de su destilacion y ca. 40 kg/(ha afio) del &cido rosmarinico. Esto,
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agregard valor al material vegetal, después de su destilacion (biomasa residual), ya que puede
ser aprovechado como fuente del &cido rosmarinico y como posible conservante de alimentos

para animales.

5.4.3 Estudio de Ambrosia cumanensis

En los AE destilados por MWHD, con el rendimiento ca. 0.03 % p/p de A. cumanensis
se encontraron 34 compuestos en cantidades relativas > 0.1 %, de los cuales, se identificaron
positivamente 23 compuestos (80%) (Véase Tabla 14). Los compuestos presentes en el AE
de A. cumanensis fueron principalmente hidrocarburos sesquiterpénicos y monoterpenos
oxigenados. En la Figura 18, se muestran los perfiles cromatograficos de los AE, destilados
por MWHD, de plantas de A. cumanensis, colectadas en sus tres estados fenologicos,
vegetativo, floracion y post-floracion. La cuantificacion de los compuestos principales (>
2%), identificados positivamente en estos AE, se realizd usando el método de calibracion

externa (Tablas Al y A2, Anexo)
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Figura 18.

Perfiles cromatogréficos obtenidos por GC/FID de los aceites esenciales de
A. cumanensis, destilados de plantas recolectadas en los tres estados fenol6gicos: A.
Vegetativo; B. Floracion; C. Post-floracion. Columna DB-5MS (60 m), split 1:30, MSD (El,
70 eV). Véase la identificacion de los picos cromatogréficos en la Tabla 14.
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Tabla 14.
Composicién quimica, determinada por GC/MS/FID, de los AE destilados por MWHD de plantas de A. cumanensis cosechadas, hasta
tres veces, en cada estado fenoldgico.

N GC/ MS (DB-5MS) GC/MS (DB-WAX) Cantidad relativa GC'/F_ID (%; +5) Criterios de
Fig. 18 COMPUesto LRlup  LRIso  LRIw LRl LRIso  LRIn  —yo o FEIth:CC:Zr:?ﬁi‘gffasost_ﬂoracién‘ — e identificacion

1 Santolina trieno 901 - 907 (118) 1029 - 1036 (118) 2+1 16 + 0.2 4+1 a,b
2 o-Pineno 934 937 936 (118) 1021 1024 1025 (118) 10 + 05 0.30 + 0.05 0.6 £ 0.2 ab,c
3 Sabineno 973 976 973 (118) 1121 1124 1122 (118) 04 + 04 02 +01 0.3 + 0.2 ab,c
4  B-Pineno 979 - 981 (120) 1108 - 1110 (118) 1+1 1.0 £ 0.3 2+1 ab
5  B-Mirceno 989 989 989 (118) 1162 1165 1161 (118) 17 £ 0.1 25+ 04 30+ 06 a,b,c
6  CioHiO (Figura A15, Anexo) 992 - - 1253 - - 10 + 3 4+1 10 + 2 b

7  Limoneno 1031 1033 1030 (120) 1199 1202 1198 (118) 0.10 = 0.03 - 0.10 = 0.04 a,b,c
8 Filifolona 1103 - 1109 (174) 1443 - 1445 (175) 1+1 - 0.29 + 0.01 ab
9  CyH140 (Figura A16, Anexo) 1110 - - 1489 - - 10+ 0.1 0.6 £0.2 10+ 04 b
10 CyHwO (Figura Al7, Anexo) 1112 - - 1503 - - 0.80 + 0.08 0.30 + 0.02 07 +£01 b
11 Crisantenona 1125 - 1125 (118) 1512 - 1508 (118) 5+ 2 - 4+4 a,b
12 (Z)-Crisantenol 1167 - 1163 (118) 1747 - 1751 (176) 2.0 £ 09 1+1 4+ 4 ab
13 CioH160 (Figura Al18, Anexo) 1350 - - 1645 - - 0.50 = 0.09 0.70 £ 0.04 10+04 b
14  Italiceno 1413 - 1405 (119) 1552 - 1543 (118) 0.30 = 0.08 04 £0.1 0.30 £ 0.01 a,b
15 (E)-p-Cariofileno 1429 1434 1428 (120) 1606 1611 1617 (120) 1.40 + 0.05 1.20 + 0.08 1.30 + 0.02 a,b,c
16 (E)--Farneseno 1453 - 1455 (118) 1664 - 1664 (118) 1.00 + 0.04 1.2 01 0.90 + 0.04 ab
17  a-Humuleno 1465 1465 1465 (120) 1682 1683 1681 (129) 06 £ 0.1 0.70 £ 0.04 0.50 = 0.07 a,b,c
18 y-Curcumeno 1483 - 1480 (118) 1696 - 1692 (118) 18 + 16 40 + 12 15+ 15 a,b
19 ar-Curcumeno 1486 - 1482 (118) 1771 - 1774 (118) 13 + 14 10+6 16 + 16 a,b
20 Germacreno D 1490 1490 1489 (128) 1716 1716 1708 (118) 8 +4 9.0 £ 0.7 7%5 a,b,c
21 Biciclogermacreno 1504 - 1502 (130) 1739 - 1738 (131) 7T+7 10+6 9+6 a,b
22 pB-Bisaboleno 1510 - 1508 (118) 1727 - 1727 (118) 6 £6 4 +4 1+1 a,b
23  pB-Sesquifelandreno 1528 - 1524 (118) 1770 - 1771 (118) 03 £0.2 0.20 £ 0.02 02 %02 a,b
24 N.I. (Figura A19, Anexo) 1541 - - 1821 - - 16 £ 0.3 25 %03 1+1 b
25 Germacreno-D-4-ol 1585 - 1576 (177) 2051 - 2057 (118) 4 =4 2+2 3+3 a,b
26 Oxido de cariofileno 1593 1598 1595 (130) 1988 1996 1993 (132) 0.40 + 0.08 0.70 £ 0.09 0.6 £ 0.2 a,b,c
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Tabla 14. Continuacion.
27 Ci5Hy0 (Figura A20, Anexo) 1614 - 2019 - 07 £01 0.6 +0.3 09 + 0.6 b
28 Junenol 1636 1629 (178) 2062 2052 (179) 0.78 = 0.01 1.10 £ 0.01 1.0+ 04 a,b
29 N.I. (Figura A21, Anexo) 1641 - 1921 - 14 £08 25+01 3.0+09 b
30 CisHa, (Figura A22, Anexo) 1686 - 2233 - 0.30 + 0.03 0.25 + 0.03 0.30 + 0.01 b
31 CisHa60 (Figura A23, Anexo) 1690 - 2213 - 1.10 = 0.03 20+03 20+ 07 b
32 CysHxO (Figura A24, Anexo) 1790 - 2425 - 1+1 1.0 +05 1.0 + 0.7 b
33 CisH20 (Figura A25, Anexo) 1797 - 2434 - 3+3 07 +0.1 4+ 4 b
34 Fitol 2108 2116 (118) 2609 2613 (118) 1.0 + 06 0.40 + 0.09 1.0 + 038 ab

Hidrocarburos monoterpénicos, % 70 £ 04 58 £ 0.1 100 + 04

Monoterpenos oxigenados, % 21.0 £ 0.8 30+04 210+ 05

Hidrocarburos sesquiterpénicos, % 57 +2 74 +1 53+ 2

Sesquiterpenos oxigenados, % 15.0 £ 0.6 140 £ 0.2 19.0 £ 0.7

Diterpenos oxigenados, % 1.0 + 06 0.40 + 0.09 1.0 £ 0.8

* Valores promedio determinados para los AE de A. cumanensis cosechadas en estado vegetativo, dos veces y analizadas por triplicado. Fechas: 18-01-2022; 01-09-2022.

** Valores promedio determinados para los AE de A. cumanensis cosechadas en estado de floracion, tres veces y analizadas por triplicado. Fechas: 16-05-2022; 17-08-2022; 01-09-
2022

*** Valores promedio determinados para los AE de A. cumanensis cosechadas en estado de post-floracion, dos veces y analizadas por triplicado. Fechas: 19-11-2021; 26-08-2022.

2 |dentificacion tentativa basada en tiempos de retencion (tr) e indices de retencion lineales (LRI, por sus siglas en inglés) en las columnas DB-5MS (apolar) y DB-WAX (polar)

(118-120, 128-132 174-179).

b |dentificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS; ionizacion electronica, 70 eV, coincidencia > 95%), estudio de los patrones de fragmentacion, y por comparacion

de los espectros de masas con los de las bases de datos espectrales Adams (2007), NIST (2017) y Wiley (2008).

¢ Identificacion confirmatoria basada en el uso de las siguientes sustancias-patron: a-pineno (98%), sabineno (95%), B-mirceno (94%), limoneno (97%), (E)-B-cariofileno (98.5%),
a-humuleno (96%), germacreno D (90%) y Oxido de cariofileno (95%) y la comparacion de sus espectros de masas y tiempos de retencion (tr) con los de los compuestos presentes

en las muestras.
STD: Sustancia-patron.
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Tabla 15.
Cuantificacion de los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales, destilados por MWHD, de plantas de A. cumanensis
cosechadas, hasta tres veces, en cada estado fenoldgico.

mg compuesto/g AE £ s

Compuesto Tipo Estados fenoldgicos

Vegetativo, n=6* Floracion, n=9**  Post-floracion, n=6***
Santolina trieno! HM 30+ 8 20 £ 5 40 + 7
B-Pineno? HM 10 + 13 10 + 6 20 + 11
B-Mirceno HM 16 + 3 308 37+ 1
Crisantenona® MO 40 + 19 - 30 + 32
(Z)-Crisantenol® MO 10 £ 4 10 £ 11 30 + 28
y-Curcumeno* HS 100 = 99 300 + 213 100 + 110
ar-Curcumeno* HS 70 + 73 70 + 37 100 + 87
Germacreno D* HS 40 + 36 70 + 23 50 + 45
Biciclogermacreno* HS 50 + 54 60 * 40 70 = 54
B-Bisaboleno* HS 40 + 33 50 + 50 10 + 12
Germacreno-D-4-ol° SO 30 + 30 20+ 9 5%5

* Valores promedio determinados para los AE de A. cumanensis cosechadas en estado vegetativo, dos veces y analizadas por triplicado. Fechas: 18-01-2022; 01-09-2022.

** Valores promedio determinados para los AE de A. cumanensis cosechadas en estado de floracion, tres veces y analizadas por triplicado. Fechas: 16-05-2022; 17-08-2022; 01-09-
2022

*** Valores promedio determinados para los AE de A. cumanensis cosechadas en estado de post-floracion, dos veces y analizadas por triplicado. Fechas: 19-11-2021; 26-08-2022.
HM: Hidrocarburos monoterpénicos, MO: Monoterpenos oxigenados, HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos, SO: Sesquiterpenos oxigenados.

1: Cantidad expresada en equivalente de B-mirceno. 2: Cantidad expresada en equivalente de a-pineno 3: Cantidad expresada en equivalente de timol. 4: Cantidad expresada en
equivalente de (E)-B-cariofileno. 5: Cantidad expresada en equivalente de 6xido de cariofileno.

LOQ: Limite de cuantificacion.

LOD: Limite de deteccion.
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El y-curcumeno (100-300 mg sustancia/g de AE), ar-curcumeno (70-100 mg sustancia/g
de AE) y el biciclogermacreno (54-66 mg sustancia/g de AE) fueron los compuestos mayoritarios
(Tabla 15), en los AE de plantas, cosechadas en los tres estados fenoldgicos. Para los AE de
plantas recolectadas en el mismo estado fenoldgico, las cantidades de los componentes

mayoritarios variaron, presentando desviaciones altas.

En el analisis de componentes principales (Figura 19) se puede verificar que los AE de
A. cumanensis, de plantas colectadas en cada estado fenolégico no lograron agruparse en una
misma region (Figura A31 Anexo), lo que indica altas variaciones en las cantidades de sus
compuestos mayoritarios. En la componente 1 (que representa el 69% de la variabilidad total), los
compuestos que mas aportaron fueron el germacreno D y el y-curcumeno. Los AE que se
agruparon en la region azul son los que tienen la combinacion entre las mas altas cantidades tanto
de y-curcumeno como de germacreno D, y los menores contenidos de ar-curcumeno. Por otro
lado, en los AE destilados de plantas colectadas en la segunda cosecha en vegetativo (V-C2) y

post-floracion (PF-C2) mostraron los mas altos contenidos de ar-curcumeno.

Por lo tanto, la variacion en las cantidades para cada compuesto se debid, posiblemente, a
que las plantas de artemisa fueron muy sensibles a las condiciones ambientales variables
presentadas durante los afios 2021-2022. Para los AE, destilados de plantas recolectadas en

floracion, durante las tres cosechas, no se detectaron filifolona ni crisantenona.
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Figura 19.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica de los
aceites esenciales de A. cumanensis colectados en los estados fenoldgicos, vegetativo, floracion
y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada componente (loading plot), y B.
Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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Acimovi¢ et al. (180), han estudiado los AE de la planta Helichrysum italicum (familia
Asteraceae); y describieron el impacto que tienen las variaciones estacionales (temperatura,
precipitacion e insolacién) sobre diferentes cosechas realizadas en plena floracion de las plantas,
durante los tres afios consecutivos. Para ello, los autores monitorearon los principales

componentes del AE, y-curcumeno y ar-curcumeno y detectaron que las cantidades mas altas de
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estas sustancias fueron los AE de plantas, cosechadas cuando habia mas precipitaciones en la
primavera o verano. Otros autores (181), documentaron que en los AE de plantas de H. italicum
cosechadas en plena floracion la cantidad de y-curcumeno (12%) fue maés alta que la del AE
destilado de plantas en estados de pre-floracién (3.3%), post-floracion (3.2%) o vegetativo
(1.4%). Los factores genéticos, ambientales y la edad del cultivo también pueden afectar el

contenido de los metabolitos secundarios de las plantas (182).

En Venezuela, Yanez et al. (33), reportaron los compuestos mayoritarios y-curcumeno
(21%), ar-curcumeno (14%) y bornil acetato (10%) en el AE de plantas destiladas de
A. peruviana. En costa Rica, Ciccio et al. (183), obtuvieron AE de las partes florales de plantas
de A. cumanensis, y encontraron, principalmente, biciclogermacreno (14.7-23.4%) y germacreno
D (10.1-16.9%). Los compuestos mayoritarios, reportados por Yanez et al. (33) y Ciccid et al.
(183) en los AE de altamisa, también, se encontraron en los AE de A. cumanensis bajo estudio. El
ar-curcumeno tiene actividad antiinflamatoria en células epiteliales bronquiales, porque reduce
una quimiocina proinflamatoria (IL-8), cuyo contenido se incrementa en pacientes asmaticos

(184).

Los AE de A. cumanensis 0 A. peruviana se conocen por sus actividades antimicrobiana (61),
antilarvicida (61) y como acaricida contra larvas y hembras adultas de garrapatas comunes
(Rhipicephalus microplus) (185). En este estudio se evaluo la actividad antioxidante del aceite
esencial y extractos de A. cumanensis. De acuerdo con las condiciones agronémicas en una
hectarea pueden crecer ca. 25.000 plantas de A. cumanensis, que se podrian cosechar tres veces al

afio, para obtener ca. 45 kg de AE.
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En los extractos hidroalcoholicos de plantas de A. cumanensis obtenidos del material
vegetal, antes y despues de su destilacion, se detectaron 34 compuestos. Se identificaron 22
lactonas sesquiterpénicas, ocho acidos hidroxicindmicos, dos &cidos hidroxibenzoicos y dos
flavonas metiladas (Tabla 16). En la Figura 20 y Figura A26 (Anexo), se muestran las
corrientes ionicas extraidas de moléculas protonadas [M+H]* y deprotonadas [M-H]", obtenidas
por UHPLC-ESI*-Orbitrap-MS, operado en modo SIM, de los compuestos presentes en los

extractos de A. cumanensis obtenidos.

En los espectros de masas de las 22 lactonas, identificadas tentativamente, se observan los
patrones de fragmentacion similares, basados en las pérdidas sucesivas de moléculas de H20 y
CO (186). Los extractos de A. cumanensis, se analizaron, también, por GC/MS. En la corriente
iGnica total (cromatograma) se detectd una lactona sesquiterpenica (Figura 21). El espectro de
masas de esta lactona se compar6 con el de la ambrosina reportada en la base de datos NIST

(2017), se encontraron las mismas sefiaels y el mismo patron de fragmentacion.

Por lo tanto, al monitorear por LC/MS la molécula protonada [M+H]" en m/z 247.13245
(Figura 22), en los extractos de plantas de A. cumanensis, se detectaron tres sefiales con la misma
m/z del compuesto ambrosina, todas con la misma férmula molecular y sus pérdidas
caracteristicas, por lo que se deduce presuntivamente que se identificaron tres isomeros de

ambrosina.

En las corrientes ionicas obtenidas por LC/MS de los extractos de A. cumanensis,
aparecen tres picos con tr 5.47, 5.81 y 6.46 min. Los espectros de masas de estos compuestos
(ESI, modo positivo, HCD 30 eV) poseen los mismos iones-producto (Figura 22) y el mismo

patron de fragmentacion, por eso, se puede sugerir que estas sustancias son isOmeros.
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Figura 20.

Corrientes ionicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]* o deprotonadas [M-H]-, obtenidas
por UHPLC-ESI*-Orbitrap-MS (escala 1.8 x 10%) de compuestos en los extractos hidroalcohélicos de
A. cumanensis, aislados antes de su destilacién, de plantas recolectadas en diferentes estados
fenoldgicos: A. Vegetativo; B. Floracién; C. Post-floracion. Véase la identificacion de compuestos en la

Tabla 16.
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Tabla 16.

127

Masas exactas de moléculas deprotonadas [M-H]" y protonadas [M+H]*, identificadas por UHPLC-ESI*"-Orbitrap-MS de sustancias

presentes, en los extractos hidroetanolicos, obtenidos a partir de plantas de A. cumanensis, cosechadas en los diferentes estados

fenologicos.
i Criterios
N° Fig. 20y tr, min ) Masas experimentales, HCD, ) i
Fio. A26 Compuesto Férmula 12 (1, %) A ppm v lones-producto Férmula  m/z, | (%) de Referencia
ig. m/z (I, %) e
9 Extracto STD identificacion

[(M-H)-CoHsOs] C7Hi0s  191.05501 (100)

1 3.27 Isémero del acido cafeoilquinico Ci6H1809 [M-H] 353.08636 (17) 0.34 20 [(M-H)-C7H100s] CoH704 179.03430 (63) a
[(M-H)-CsH1007] CsH70; 135.04430 (9)

2 3.52 Isémero del &cido p-hidroxibenzoico C7Hs03 [M-H] 137.02310(100) 1.59 20 [(M-H)-CO2] CsHsO 93.03330 (42) a
[(M+H)-H.0T* CisHi7Os 26111188 (82)
[(M+H)-2H,0]" CisHis0s  243.10135 (47)

3 3.82 Lactona sesquiterpénica Ci5H150s [M+H]* 279.12213 (25) 0.56 20 [(M+H)-3H20]* CisHi302  225.09036 (52) a
[(M+H)-2H,0-CO]" CuHis0;  215.10664 (16)
[(M+H)-2H,0-CO-H,0]* CuH1:0  197.09581 (100)

4 3.84 38 + 005 Acido-3-cafeoilquinico CisH1800 [M-H]" 353.08691 (16) 121 10 [(M-H)-CoHsOs] C/HiOs  191.05501 (100) ab,c (36)
[(M-H)-CsHsO3] C/HiOs  191.05499 (51)
[(M-H)-C7H100s] CoH704 179.03381 (66)

5 3.96 396 + 002 Acido-4-cafeoilquinico Ci6H1809 [M-H] 353.08636 (0.2) 0.34 10 ab,c (36)
[(M-H)-CoH3gOa] C7HyOs 173.04434 (100)
[(M-H)-CgH1007] CsH702 135.04375 (8)

6 411 Isémero del 4cido feruloilquinico C17H2000 [M-H]" 367.10211 (81) 0.33 10 [(M-H)-C7H100s] CioHoOs  193.04933 (100) a

7 412 Isémero del &cido dicafeoilquinico CosH24012  [M-H] 515.11731(100) 1.09 10 [(M-H)-CoHsOs] CisH170s  353.08640 (32) a
[(M+H)-H.0]" CisH1s0s  247.13269 (37)
[(M+H)-2H.0]" CisHprOz  229.12210 (25)

8 4.27 Isémero de chamisonina Ci5H2004 [M+H]* 265.14319 (27) 0.24 30 a
[(M+H)-H.0-COJ* CuH10,  219.13783 (100)
[(M+H)-H20-CO-H,0]* CuHrO 20112732 (72)
[(M+H)-H.0]" CisH1s0s  247.13257 (13)
[(M+H)-2H0]" CisHi7O;  229.12216 (100)

9 4.49 Isémero de chamisonina Ci5H2004 [M+H]* 265.14325 (10) 0.18 30 a
[(M+H)-H,0-CO-Hz0]" CuH10;  219.13785 (42)
[(M+H)-H20-CO-H,0]* CuHyO  201.12732 (55)

10 4.63 Isémero del &cido feruloilquinico C17H2009 [M-H] 367.10211 (81) 0.67 10 [(M-H)-C10H1004] C7Hg0s 173.04417 (100) a
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Tabla 16. Continuacion

[(M+H)-H.0]" CisHpOs  245.11707 (46)
[(M+H)-COT* CuHwOs  235.13277 (27)

1 4.67 - Lactona sesquiterpénica CisHigOs  [M+H]* 263.12756 (78) 0.22 30 [(M+H)-2H0]* CisHisOz  227.10661 (23) a
[(M+H)-CO-H.0]" CuHyO,  217.12224 (100)
[(M+H)-CO-H,0-H.0]* CuHisO  199.11169 (78)
[(M+H)-H20]* CisHi7Os  261.11185 (36)
[(M+H)-2H,0]* CisHisOs  243.10143 (14)

12 4.77 - Lactona sesquiterpénica Ci5H180s [M+H]* 279.12231 (100) 0.38 20 [(M+H)-3H20]* CisH1302  225.09082 (12) a
[(M+H)-2H,0-COJ* CuHis02  215.10654 (24)
[(M+H)-2H,0-CO-H20]* CuH1O  197.09595 (10)

13 5.02 504 + 0.02  Acido-o-hidroxibenzoico C7Hs0s [M-H] 137.02312 (33) 0.20 20 [(M-H)-CO2] CsHsO 93.03332 (100) a,c

14 5.07 - Isémero del &cido dicafeoilquinico CasHauO12  [M-H] 515.11804 (100) 0.36 10 [(M-H)-CoHsOs]" CiH7Os  353.08685 (0.4) a
[(M+H)-H;0]* CisHisOs  247.13269 (54)
[(M+H)-2H,0]" CisHir Oz 229.12204 (43)

15 511 - Isémero de chamisonina Ci5H2004 [M+H]* 265.14325 (45) 0.18 30 a
[(M+H)-H,0-CO]" CuH100,  219.13780 (100)
[(M+H)-H,0-CO-H,0]* CuHirO  201.12724 (77)
[(M+H)-H.0]* CisHirOs  245.11696 (51)
[(M+H)-COT* CuHwp0s  235.13269 (13)

16 5.12 - Lactona sesquiterpénica Ci5H1504 [M+H]* 263.12750 (46) 0.28 30 [(M+H)-2H20]* CisHisO2  227.10645 (31) a
[(M+H)-CO-H0]" CuHrO,  217.12213 (100)
[(M+H)-CO-H0-H0]* CuHisO  199.11166 (63)
[(M+H)-H.0]* CisHirOs 24511693 (71)
[(M+H)-COT* CuHwp0s  235.13258 (9)

17 5.33 - Lactona sesquiterpénica CisH1Os  [M+H]* 263.12741 (30) 0.37 30 [(M+H)-2H,0]"* CisH1s0;  227.10643 (35) a
[(M+H)-CO-H,0]" CuHO;  217.12209 (100)
[(M+H)-CO-H0-H,0]" CuHisO  199.11160 (64)
[(M-H)-H201 CisHo0s  279.12289 (11)

18 5.39 - Lactona sesquiterpénica Ci5H2206 [M-H] 297.13324 (100) 0.02 30 [(M-H)-CO2]" CuH2104  253.14348 (23) a
[(M-H)-CO2-H0T CuH00s  235.13274 (51)

19 541 - Isémero del &cido dicafeoilquinico Ca5H24012 [M-H] 515.11823 (100) 0.17 10 [(M-H)-CoHsOs] CisH1709  353.08701 (38) a
[(M-H)-H201 CisHz0s  297.13342 (32)

20 5.41 - Lactona sesquiterpénica CisHas07 [M-H] 315.14383 (100) 0.01 20 [(M-H)-H,0-COg] CuH20s  253.14366 (41) a
[(M-H)-H.0-CO,-CO2] CisHuO  209.15344 (74)
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Tabla 16. Continuacion

[(M+H)-H.0]" CisHpOz  229.12199 (100)
[(M+H)-COT* CuHwO,  219.13773 (13)

21 5.47 - Isémero de ambrosina CisHiOs  [M+H]* 247.13251 (79) 0.36 30 [(M+H)-2H0]* CisHisO 21111145 (13) a
[(M+H)-CO-H,0]" CuHpO  201.12718 (90)
[(M+H)-CO-H,0-CO]* CisHy 173.13235 (17)
[(M+H)-H20]" CisH10:  247.13278 (20)
[(M+H)-2H,0]" CisHpO;  229.12228 (69)

22 5.49 - Isémero de chamisonina Ci5H2004 [M+H]* 265.14343 (6) 0.01 30 a
[(M+H)-H,0-COJ* CuHwpO2  219.13792 (23)
[(M+H)-H,0-CO-H.0]" CuHrO  201.12741 (100)
[(M+H)-H.0T* CisHpO2  229.12195 (89)
[(M+H)-COT* CuHwO,  219.13773 ()

23 5.81 - Isémero de ambrosina CisH1503 [M+H]* 247.13245 (45) 0.42 30 [(M+H)-2H,0]* CusHis0 21111145 (30) a
[(M+H)-CO-H0]" CuHrO  201.12712 (100)
[(M+H)-CO-H,0-CO]* CisHyr 173.13235 (40)
[(M-H)-H.0T CisH100s  263.12799 (6)

24 5.85 - Lactona sesquiterpénica Ci15H2205 [M-H] 281.13852 (100) 0.17 30 [(M+H)-COz]* CiuH204  237.14859 (46) a
[(M+H)-CO2-H.0]"* CuH10;  219.17392 (39)

25 5.96 - Isomero de nepetina CiH10;  [M+H]*317.06528 (100) 095 40 [(M+H)-CHa] ** CisH0O7  302.04163 (39) a
[(M+H)-H.0]* CisHz02  233.15352 (54)
[(M+H)-2H,0]" CisH1O  215.14299 (16)
[(M+H)-H,0-CO]" CuH20  205.15866 (56)

26 6.37 - Lactona sesquiterpénica Ci5H2203 [M+H]* 251.16408 (10) 0.09 30 a
[(M+H)-3H.0]" CisHy 197.13240 (6)
[(M+H)-H20-CO-H,0]* CuHig 187.14810 (71)
[(M+H)-H20-CO-H,0-C2Ha]*  CioHis 159.11862 (100)

27 6.40 640 + 001  Nepetina CiwH2O7  [M+H]* 317.06528 (31) 0.30 40 [(M+H)-CHa]** CisHoO7  302.04178 (100) ac
[(M+H)-H.0]* CisHirOz  229.12202 (46)
[(M+H)-COT* CuHwpO, 21913777 (7)

28 6.46 - Isémero de ambrosina Ci5H1503 [M+H]* 247.13252 (100) 0.35 30 [(M+H)-2H20]* CisH1s0 211.11153 (19) a
[(M+H)-CO-H,0]" CuHirO  201.12720 (75)
[(M+H)-CO-H,0-CO]* CisHyr 173.13235 (9)
[(M-H)-H201 CisHz10s  265.14355 (6)

29 6.51 - Lactona sesquiterpénica Ci5H240s [M-H] 283.15402 (100) 0.02 30 [(M+H)-COz]* CuH2303  239.16415 (46) a
[(M+H)-CO,-H20]* CuHa0,  221.15349(39)
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Tabla 16. Continuacion

[(M+H)-H.0]" CisHz02  235.16936 (100)
[(M+H)-2H.0]" CisHzO  217.15863 (73)

30 6.52 - Lactona sesquiterpénica CisH2403 [M+H]* 253.18045 (63) 0.63 30 a
[(M+H)-3H.0]" CisHio 199.14815 (38)
[(M+H)-2H,0-CO]" CuHa 189.16393 (39)
[(M+H)-H20]" CisHz0;  233.1537 (82)
[(M+H)-2H,0]" CisH1O  215.14287 (47)
[(M+H)-H.0-COJ* CuHaO  205.15854 (52)

31 6.85 - Lactona sesquiterpénica Ci5H2203 [M+H]* 251.16396 (25) 0.21 30 a
[(M+H)-3H20]" CisH 197.13237 (16)
[(M+H)-H,0-CO-H20]* CiaHig 187.14799 (100)
[(M+H)-H,0-CO-H20-CoHa]*  CioHis 159.11674 (80)
[(M+H)-H;0]* CisHa 201.16370 (18)

32 7.06 - Lactona sesquiterpénica CisH220 [M+H]* 219.17421 (100) 0.19 30 a
[(M+H)-H20-CoHd]* CisHy 173.13243 (3)
[(M+H)-H.0]* CisH2s0;  235.16924 (100)
[(M+H)-2H,0]" CisHz0  217.15871 (19)

33 7.18 - Lactona sesquiterpénica Ci5H2403 [M+H]* 253.17972 (32) 0.02 30 a
[(M+H)-3H.0]" CisHio 199.14798 (12)
[(M+H)-2H,0-CO]" CuaHz 189.16383 (19)
[(M+H)-H.0]* CisHas 203.17946 (87)

34 8.85 - Lactona sesquiterpénica CisHas0 [M+H]*221.18994 (100) 0.05 30 [(M+H)-H20-C2Ha]* CizHio 175.14812 (20) a
[(M+H)-H20-2C2Hd]" CuHis 147.11685 (25)

2|dentificacion basada en el estudio de patrones de fragmentacion y la comparacion de espectros con las de las bases de datos HMDB 4.0 (109) y Massbank (110).

b |dentificacion basada en los datos de la literatura cientifica sobre especies del género Ambrosia spp. (36).

¢ Identificacion confirmatoria basada en la comparacion de los espectros de masas y los tiempos de retencion (tr) de las sustancias-patron de acidos 3-cafeoilquinico (99%) 4-
cafeoilquinico (98%), o-hidroxibenzoico (99%) y nepetina (98%) adquiridas de Sigma-Aldrich, ChemFaces y Phytolab.
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Figura 21.

Espectros de masas de los compuestos con m/z 246 obtenidos por GC/MS. Columna DB-5MS (60
m), split 1:30. A. Compuesto detectado en el extracto hidroetandlico de
obtenido de plantas de A. cumanensis. B. Ambrosina reportada en la base de datos NIST (2017).
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Figura 22.

Espectro de masas del isomero de ambrosina (pico N° 23, Figura 20) en el extracto
hidroetandlico de A. cumanensis. Modo de adquisicion-SIM, HCD 30 eV.
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Tabla 17.

133

Cuantificacion de algunos compuestos presentes en los extractos de A. cumanensis, antes y después de la destilacion, cosechadas,

hasta tres veces, en cada estado fenoldgico.

Cantidad de sustancia, mg/g extracto + s

N Estados fenol6gicos

Pico  Compuesto Familia de compuestos Vegetativo * Floracion ** Post-floracion ***

Tabla 16
AD(n=6) DD(n=6) AD(=9) DD(=9) AD(=9) DD (n=9)

1 Isomero del acido cafeoilquinico® Acido hidroxicinamico LOQ 1.0£0.6 0.070+0.004 0.3+0.1 0.07+0.01 1.0+0.1
2 Isémero del &cido p-hidroxibenzoico? Acido hidroxibenzoico 0.8+0.1 3+1 1.4+0.2 2+1 1.5+04 3+1
3 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica LOD LOD LOD 0.015+0.001 LOD LOD
4 Acido-3-cafeoilquinico Acido hidroxicinamico 0.09+0.01 1.0£0.7 06+04 05+0.1 0.07+£0.05 1.4+0.3
5 Acido-4-cafeoilquinico! Acido hidroxicindmico 0.090+0.004 2+1 0.10+0.07 0.7+0.2 0.120+0.006 2504
6 Isémero del &cido feruloilquinicot Acido hidroxicindmico 0.30+0.05 1.0£0.2 0.10£0.07 0.8+£0.1 0.09+0.02 1.0£0.2
7 Isémero del cido dicafeoilquinico*  Acido hidroxicindmico LOD 0.40+0.08 LOD 0.10+£0.06 LOD 0.6+0.5
8 Isémero de chamisonina® Lactona sesquiterpénica 0.20+0.06 0.113+0.001 0.20+0.08 0.20+0.02 0.20+0.05 0.146+0.009
9 Isomero de chamisonina® Lactona sesquiterpénica LOQ LOQ 0.134+0.001 0.20+0.09 0.140+0.006 0.120+ 0.004
10 Isomero del acido feruloilquinicot Acido hidroxicinamico 3+£3 5.0 £0.9 2+1 0.8+£0.1 1.0+0.8 5.0+0.7
11 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica LOQ LOQ LOQ 0.027+£0.001 0.094+0.002 LOQ
12 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica LOD LOQ LOD 0.019+0.001 LOD LOD
13 Acido o-hidroxibenzoico? Acido hidroxibenzoico 0.075£0.002 0.07+0.01 0.10£0.01 0.10£0.04 0.07£0.01 0.10+0.03
14 Isémero del acido dicafeoilquinico®  Acido hidroxicinamico LOQ 0.8+0.1 1.10+0.07 1.0+05 0.6+0.6 1.0+£0.2
15 Isémero de chamisonina3 Lactona sesquiterpénica LOQ LOQ LOQ 0.14+0.01 0.16+0.03 0.140+0.002
16 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica 0.130+0.002 0.3+0.1 0.20+£0.05 0.3+£0.1 0.30£0.07 0.40%0.06
17 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica 0.2+0.1 0.20+0.02 0.20+0.07 0.10+0.05 0.30+0.06 0.120+0.008
19 Isémero del acido dicafeoilquinico®  Acido hidroxicindmico 0.09+0.01 0.5+0.2 0.37+£0.02 1.0+04 0.3+0.1 0.90+0.08
21 Isomero de ambrosina® Lactona sesquiterpénica 0.9+0.1 0.90+0.04 1.0+04 1.0+0.3 2.0+0.5 0.6+0.4
22 Isomero de chamisonina® Lactona sesquiterpénica 0.790+0.004 0.60+0.05 0.8+0.1 0.50+0.04 1.0+0.2 0.60+0.09
23 Isomero de ambrosina® Lactona sesquiterpénica 2+1 2.0+05 5+2 1+1 5.0+0.7 20+£0.1
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Tabla 17. Continuacion
25 Isémero de nepetina® Flavona metilada 1+1 0.2+£0.1 1.0£04 0.30+0.07 2.0£0.6 0.40+£0.01
26 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica 0.20+0.01 0.3£0.1 0.6+0.3 1.0+£0.1 0.7£0.1 0.6+0.1
27 Nepetina Flavona metilada 3+2 0.3£0.2 2.0+0.8 1.0+05 3.0+£0.6 1.0£0.3
28 Isémero de ambrosina® Lactona sesquiterpénica 312 1.3+0.9 2.0+0.7 05+04 4+2 1.0+0.6
30 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica LOQ LOD LOD 0.020+ 0.006 LOD LOD
31 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica LOQ LOQ 0.18+0.01 0.3£0.2 0.30£0.05 0.210+0.004
32 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica 0.120+0.009 0.23+0.02 0.20+0.01 0.3+0.1 0.140+0.004 0.30+0.02
33 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica LOD LOQ 0.091+0.007 0.140+0.004 LOQ 0.110£0.006
34 Lactona sesquiterpénica® Lactona sesquiterpénica 0.130+0.007 LOQ 0.164+0.02 0.12+0.01 0.115+0.001 LOQ
Familias de compuestos
Lactonas sesquiterpénica 76+0.1 6.00+0.07 10.7+0.1 570£0.07 14.2+0.1 6.20+£0.05
Acidos hidroxicinamicos 4003 12.0£0.2 43+0.1 5.20+0.08 22%0.1 13.0+0.1
Flavonas metiladas 3.5%£0.3 0.5£0.1 3.0+x04 1.3+0.2 50x04 1.4+0.1
Acidos hidroxibenzoicos 0.90+0.05 3.0£0.5 15+0.1 21+05 1.5%0.2 3.0£05

* Valores promedio determinados para los extractos de A. cumanensis obtenidos de plantas cosechadas en estado vegetativo, dos veces. Fechas: 18-01-2022; 01-09-2022.
** Valores promedio determinados para los extractos de A. cumanensis obtenidos de plantas cosechadas en estado de floracidn, tres veces. Fechas: 16-05-2022; 17-08-2022; 01-09-

2022.

*** Valores promedio determinados para los extractos de A. cumanensis obtenidos de plantas cosechadas en estado de post-floracion, tres veces. Fechas: 19-11-2021; 26-08-2022;

01-09-2022.

AD: Antes de su destilacion. DD: Después de su destilacion.
LOQ: Limite de cuantificacion. LOD: Limite de deteccion.

1 Cantidad expresada en equivalente del &cido-3-cafeoilquinico. 2 Cantidad expresada en equivalente del &cido p-hidroxibenzoico. 3 Cantidad expresada en equivalente de
salvigenina. 4 Cantidad expresada en equivalente del &cido-1,3-dicafeoilquinico. 5 Cantidad expresada en equivalente de nepetina.
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Las lactonas sesquiterpénicas se encuentran abundantemente en plantas de la familia
Asteraceae, entre ellos, germacranolidos, guaiandlidos y elemanolidos (187). Las lactonas
sesquiterpénicas poseen diversas actividades bioldgicas, entre las estuidadas figuran
antiinflamatoria (187), citotdxica (188), anticancerigena (189); estas sustancias tienen uso

potencial como herbicidas naturales (190).

En la Tabla 17 se reportan las cantidades de los compuestos presentes en los extractos
hidroalcohdlicos, obtenidos a partir de material vegetal de A. cumanensis, antes y después de su
destilacion, de plantas recolectados en las etapas vegetativas. El isomero de ambrosina, pico N°
23 [Figura 20 y Figura A26, tr 5.81 min, 2.83 mg/g extracto), el isomero del acido
feruloilquinico, pico N° 10 [Figura 20 y Figura A26, tr 4.63 min, 2.8 mg/g extracto], el isomero
de ambrosina, pico N° 28 [Figura 20 y Figura A26, tr 6.46 min, 1.7 mg/g extracto] y la nepetina
[Figura 20 y Figura A26, tr 6.40 min, 1.9 mg/g extracto], fueron los compuestos mayoritarios

detectados en los extractos hidroalcoholicos de A. cumanensis estudiados (Tabla 17).

En el analisis de componentes principales (Figura 23), los extractos de material vegetal
sin destilar se agruparon en la regién azul conteniendo los méas altos valores de las sustancias,
nepetina y de los isbmeros de ambrosina (Figura 23); en cambio, los extractos realizados con la
biomasa residual se agruparon en la region rosada, ya que presentaron los més altos contenidos

del isomero del &cido feruoilquinico (Figura 23) y en menor cantidad ambrosina y nepetina.

Hasta el momento, no encontramos ninguna investigacion sobre la composicion quimica
de extractos hidroalcoho6licos de A. cumanensis. Poljuha et al. (36), han estudiado la composicién
quimica de extractos metanolicos, obtenidos de plantas de A. artemisiifolia, y encontraron,

principalmente, acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, entre ellos, acidos cafeoilquinicos,
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dicafeoilquinicos, feruloilquinicos y cumaroilquinicos. Los extractos de plantas del género
Ambrosia spp., tienen efectos alelopéatico y antiinflamatorio (65). También, se encontré una
patente para usar extractos acuosos de plantas del género Ambrosia spp., para aliviar Ulceras

intestinales (191).

Figura 23.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica de los
extractos hidroalcoholicos de A. cumanensis colectados en los estados fenoldgicos, vegetativo,
floracion y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada componente (loading plot), y
B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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Los extractos de A. cumanensis, por su alto contenido, de lactonas sesquiterpénicas,
posiblemente, podrian ser usados como antiinflamatorios o como herbicidas naturales. Durante
un afo, se podrian obtener extractos hidroalcohdlicos del material vegetal fresco sin destilar, ca.

2000 kg, y de la biomasa residual, ca. 400 kg, por hectarea.

55  Actividad antioxidante de los aceites esenciales y extractos hidroalcohélicos

estudiados

En la Tabla 18 se muestran los valores de la actividad antioxidante de los AE y los
extractos hidroalcoholicos de las plantas de S. viminea, H. colombiana y A. cumanensis medidas,
obtenidos por los ensayos de ORAC, ABTS™y on-line HPLC-ABTS™. Los valores de actividad
antioxidante de los AE de H. colombiana [200-904 umol Trolox®/g AE), medidos en el ensayo
de ABTS™, fueron mas altos que los determinados para los AE de S. viminea [50-60 pmol
Trolox®g AE] y A. cumanensis [10-50 umol Trolox®/g AE]. La actividad antioxidante de los AE
de las tres plantas fue mas alta que los valores obtenidos para las sustancias-patron de terpenos

como el sabineno y el (E)-p-cariofileno (Tabla 18).
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Tabla 18.
Actividad antioxidante, evaluada por los ensayos ORAC, ABTS*"y on-line HPLC-ABTS"" de los aceites esenciales y extractos hidroetandlicos de S.

viminea, H. colombiana y A. cumanensis, antes y después de su destilacion.

pmol Trolox®g AE o extracto seco, + s*

Especies/ sustancias Estados fenolégicos/ ORAC ABTS" on-line HPLC-ABTS™
de referencia N° cosechas Extractos de material vegetal* i i Extractos de material vegetal*  Extractos de material vegetal*
Aceite esencial*
AD DD AD DD AD DD
Vegetativo 4 6000 + 1471 7000 £ 1013 60 + 1 1700 + 140 2400 + 271
S. viminea Floracion 3 6000 + 1163 5600 + 239 50 + 10 1900 + 77 2666 + 1 730 £ 41 1190 £ 13
Post-floracién 4 5000 + 1736 8500 + 653 60 + 8 1500 + 393 2500 + 207
Vegetativo 3 5000 + 1142 5000 £ 1992 200 + 106 1900 + 144 2200 + 440
H. colombiana Floracion 3 4600 £ 514 4000 = 1247 390 + 114 1800 + 191 1900 + 97 660 £ 24 750 £ 42
Post-floracién 2 7000 + 4000 5000 £ 1260 904 + 2 2200 £ 83 2100 £ 255
Vegetativo 2 780 + 46 980 + 89 10+ 7 250 + 69 300 £ 14
A. cumanensis Floracion 3 900 + 134 1400 + 341 50 + 40 340 + 64 350 + 34 30+ 3 150 + 3
Post-floracién 3 800 + 202 700 £ 166 30 £ 20 340 £ 35 380 £ 36
Quercetina 29000 = 1595 11000 + 170 9800 + 225
Acido rosmarinico 32000 + 327 3260 + 116 6966
Acido cafeico 23400 + 80 4500 + 92 7050 + 17
Kaempferol-3-O-rutinésido 11000 = 230 890 * 46 faleial
Rutina 8210 £+ 11 1190 £+ 37 1982
Salvigenina 4690 + 54 180 + 3 Fhx
Sabineno N.E 250 £ 05 N.E
(E)-p-Cariofileno N.E ** N.E
Oxido de cariofileno N.E. *x N.E

*Promedio + desviacion estandar de ensayos independientes realizados para cada cosecha.
** No present0 actividad antioxidante a una concentracion de 2.00 mg/L.

*** No present0 actividad antioxidante a una concentracion de 20 mg/L.

AD: Antes de destilacion. DD: Después de destilacion.

N.E.: No evaluado.
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En los ensayos de ORAC y ABTS™, los valores de actividad antioxidante mas altos
fueron para los extractos hidroalcohélicos de plantas de S. viminea e H. colombiana. Los valores
medidos en el ensayo de ORAC fueron mas altos que los obtenidos por ABTS™. En el ensayo
ORAC la capacidad antioxidante de una sustancia se expresa a través del mecanismo de
transferencia de hidrégeno, mientras que en el ensayo ABTS™, existe también la ruta de
transferencia electrones (192). Las diferencias de la capacidad antioxidante de los extractos
evaluados por ambos métodos, ORAC y ABTS™, pueden deberse a que la capacidad de los
compuestos en los extractos para donar atomos de hidrogeno predomina sobre su habilidad de

ceder electrones y neutralizar el cation-radical ABTS™.

Las actividades antioxidantes de los AE de plantas de S. viminea medida por el ensayo de
ABTS™ fueron bajas [50-60 umol Trolox®/g AE]. Los valores de la actividad antioxidante de los
AE destilados de plantas recolectadas en los tres estados fenoldgicos no presentaron diferencias
significativas p>0.05 (Tabla Al4, Anexo), al igual que, lo reportado los compuestos

mayoritarios, p-menta-3-en-8-ol y pulegona.

En la Figura 25, al relacionar los resultados de los compuestos principales de los AE de
S. viminea y los valores de actividad antioxidante; se puede observar que en las tres cosechas
colectadas en el estado vegetativo (V-C1, V-C2, V-C-3) se agruparon en una misma region (zona
azul, Figura A33 Anexo), teniendo altos contenidos de pulegona y valores de actividad
antioxidante. Ademas, se puede inferir que las condiciones climaticas afectaron las cantidades de
los metabolitos secundarios de los AE de las plantas de S. viminea colectadas durante varios

meses (condiciones climaticas diferentes), principalmente, durante la floracion y post-floracién;
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ya que no se agruparon en las mismas regiones en la grafica (Figura 25). La relacion entre la
composicion quimica de los AE y la actividad antioxidante de S. viminea colectados en
vegetativo (V-C2), floracion (F-C2) y post-floracion (PF-C2), durante el mismo dia, no
presentaron grandes variaciones en sus cantidades, es decir, que el estado fenoldgico no afect6
drasticamente cuando se relacionaron la composicion quimica y la actividad antioxidante.
Finalmente, es propicio concluir que es posible obtener AE destilados de S. viminea en el estado
vegetativo con las menores variaciones en sus composiciones quimicas y actividad antioxidante.

Figura 24.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica y
actividad antioxidante de los aceites esenciales de S. viminea colectados en los estados
fenoldgicos, vegetativo, floracion y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada
componente (loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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La actividad antioxidante, medida por los métodos ORAC y ABTS™, de los extractos
hidroalcohdlicos de S. viminea, obtenidos antes o después de su destilacion de plantas
recolectadas los tres estados fenoldgicos, fueron muy similares; con excepcion de la actividad
antioxidante, medida por ORAC, de los extractos obtenidos de la biomasa residual (Tabla Al4,
Anexo). Los extractos obtenidos de plantas de S. viminea, colectadas cuatro y tres veces, en los
estados fenoldgicos vegetativo y floracion, respectivamente, presentaron las variaciones mas
pequefias, segun sus desviaciones estandar. Los valores mas altos de pmol Trolox®/g extracto
obtenidos por el ensayo de ABTS™, se determinaron para los extractos obtenidos de biomasa
residual de S. viminea; ya que estos extractos contenian las cantidades mas altas de acido
rosmarinico (Tabla 9), un reconocido compuesto antioxidante. La biomasa residual de
S. viminea tiene compuestos fenolicos de interés que le da un valor agregado, para ser
aprovechada para aislamiento de compuestos bioactivos que pueden ser utilizados en diferentes

productos finales.
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Los compuestos mayoritarios en los extractos hidroalcohdlicos de S. viminea fueron el
acido rosmarinico, la luteolina-7-O-glucurdnido y la apigenina-7-O-glucurénido. Al correlacionar
los principales compuestos de los extractos de S. viminea y sus valores de actividad antoxidante
por los ensayos de ORAC y ABTS™ (Figura 25), se puede evidenciar que los extractos obtenidos
en el estado fenoldgico de floracién con material vegetal sin destilar (zona de color rosada) y
destilados (zona de color amarillo) son los que mejor se agrupan; al igual que, los extractos
obtenidos en vegetativo a partir de la biomasa residual (zona de color amarillo). Por lo tanto,
estos son los extractos que presentaron las menores afectaciones por las diferentes condiciones

climaticas obtenidas durante 2022-2023.

Figura 25.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica y
actividad antioxidante de los extractos hidroalcoholicos de S. viminea colectados en los estados
fenologicos, vegetativo, floracion y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada

componente (loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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Manrique et al. (193), estudiaron la actividad antioxidante del AE y extractos metandlicos
de S. viminea, sin destilar, recolectadas en CENIVAM, mediante los ensayos de ABTS™ (52 + 1
pmol Trolox®/g de AE y 1603 + 5 umol Trolox®/g de extracto) y ORAC (6400 + 241 pmol

Trolox®/g de extracto) y obtuvieron los resultados similares a los de este estudio.

Mediante el ensayo de on-line HPLC-ABTS™, se observé que, para los extractos de
material vegetal sin destilar, obtenidos de plantas en el estado vegetativo, la actividad
antioxidante principalmente se debi6 al acido rosmarinico (Figura 26, pico N° 24) aportando el
26%, y a dos derivados de flavonas (Figura 26, pico N° 21 y 37) que aportan 7 y 6.6%,

respectivamente. Para el extracto de material vegetal destilado, el mayor aporte a la actividad
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antioxidante lo proporcionaron un derivado de flavanol (22%, pico N° 1 Figura 26) y el acido
rosmarinico (20%, pico N° 24, Figura 26). En ambos casos, segun la prueba realizada on-line el
aporte a la actividad antioxidante de la luteolina-7-O-glucurénido fue bajo (2%) mientras que, la

apigenina-7-O-glucurénido no mostré actividad antioxidante.

Figura 26.

Perfiles cromatograficos obtenidos por on-line HPLC-ABTS " de los extractos hidroetanélicos de
plantas de S. viminea cosechadas en el estado vegetativo. A. A partir del material vegetal sin
destilar; B. A partir del material vegetal destilado, antes (DAD, 4=290 nm, linea azul) y despues
(MWD, A=734 nm, linea roja) de la reaccién con el cation-radical ABTS"". La identificacién de
los picos se presenta en la Tabla A3 (Anexo).



145

=
%)
200+ T
4 4
/ 12 S 43 4
ol 6 7 9113162021426 31, .. 40 46

WW(WM “W
R A T
? u40 &

-400

-600-

24
-800-

10 20 30 40 50 60 70 ta. min

mAU B

200

-200 7]

-400

-600

-800 7]

10 20 30 40 50 60 70 tR, min

Los valores de actividad antioxidante (umol Trolox®/g muestra) de los AE y extractos

hidroalcohdlicos de plantas sin destilar de H. colombiana, determinados por el ensayo de
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ABTS"™, presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) para el material vegetal
cosechado en los tres estados fenolégicos (Tabla Al4). En el andlisis de los componentes
principales, se observaron los valores més altos de actividad antioxidante, medidos por el ensayo
de ABTS™, para los AE (904 + 2 umol Trolox®/g muestra) de plantas destiladas en post-floracion
(Figura 27). Los AE de H. colombiana colectados en post-floracion se agruparon en una misma
region (zona amarilla), teniendo las menores variaciones entre ellos. Ademas, es necesario
mencionar que los AE de plantas de H. colombiana destiladas en post-floracién presentaron las
menores cantidades de sabineno en comparacion con los AE de plantas colectadas en vegetativo
y floracion. Al analizar la actividad antioxidante por el ensayo de ABTS™ se reportaron valores
bajos, para los compuestos individuales [sabineno, (E)-B-cariofileno y éxido de cariofileno]
(Tabla 18). Por lo tanto, es posible considerar que la actividad antioxidante de los AE se debe a
un efecto aditivo entre germacreno D, sabineno, (E)-B-cariofileno y oxido de cariofileno,

compuestos mayoritarios que hacen parte de su composicion.

Figura 27.

Andlisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica y
actividad antioxidante de los aceites esenciales de H. colombiana colectados en los estados
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fenologicos, vegetativo, floracion y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada
componente (loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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Los valores de actividad antioxidante, medidos por el ensayo de ORAC, de los extractos
obtenidos del material vegetal, antes y después de su destilacién, de las plantas cosechadas de
H. colombiana, en los tres estados fenolégicos, no mostraron diferencias significativas (Tabla
Al4, Anexo). En la Figura 28 se muestra el andlisis de los componentes principales de los
resultados entre la combinacion de la composicién quimica de los extractos de H. colombiana y
la actividad antioxidante medida por los ensayos de ABTS™ y ORAC. En los extractos
hidroalcohdlicos de material vegetal sin destilar colectados en post-floracién durante la primera
cosecha (Figura 28, PFAD-C1) y aquellos obtenidos de la biomasa residual de plantas en el
estado vegetativo en la segunda cosecha (VDD-C2), presentaron valores altos de actividad

antioxidante y del &cido rosmarinico.

En los extractos de material vegetal antes y después de la destilacion de H. colombiana
obtenidos en floracidn durante las cosechas realizadas en 2021-2023 se agruparon en una misma
regién, rosada y azul respectivamente, generando las menores variaciones e influencia de las
condiciones climaticas de estos afios. Los extractos sin destilar de plantas de H. colombiana
colectadas en post-floracion son los que presentaron la mayor dispersion (N° 7y 8).

Al correlacionar la composicién quimica y la actividad antioxidante, de los extractos
realizados con material vegetal sin destilar colectados el mismo dia en vegetativo (VAD-C3),
floracién (FAD-C3) y post-floracion (PFAD-C2), fueron agrupados en una misma regién (zona
de color rosada), es decir, que en los tres estados fenoldgicos las cantidades de sus principales
compuestos y su actividad antioxidante son similares por lo que, es posible deducir que en los
extractos de plantas de H. colombiana afectan méas las condiciones climéaticas que el estado

fenoldgico de la planta en su perfil fitoquimico. Por lo tanto, es recomendable colectar las plantas
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de H. colombiana en el estado floracion ya que se obtuvieron extractos cuyas composiciones
quimicas y actividades antioxidantes no presentaron grandes variaciones entre las cosechas
realizadas.

Figura 28.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicion quimica y
actividad antioxidante de los extractos hidroalcoh6licos de H. colombiana colectados en los
estados fenoldgicos, vegetativo, floracion y post-floracién. A. Importancia de cada variable en
cada componente (loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score

plot).
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Figura 29.

Perfiles cromatograficos obtenidos por on-line HPLC-ABTS " de los extractos hidroetanolicos de
plantas de H. colombiana, recolectadas en el estado de floracion. A. A partir del material vegetal
sin destilar; B. A partir del material vegetal destilado, antes (DAD, 4=290 nm, linea azul) y
después (MWD, A=734 nm, linea roja) de la reaccion con el catién-radical ABTS™. La
identificacién de los picos se presenta en la Tabla A4 (Anexo).
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El ensayo de on-line HPLC-ABTS™ mostr6 un derivado de flavona (23-30% pico N° 23,
Figura 29) y el acido rosmarinico (17-20% pico N° 13, Figura 29) fueron los principales
contribuyentes a la capacidad antioxidante de los extractos de H. colombiana. La rutina, siendo

uno de los compuestos mayoritarios en los extractos, tuvo aporte solo de ca. 2% (Figura 29).

No encontramos reportes previos sobre la actividad antioxidante de extractos de
H colombiana, pero existen estudios sobre otras especies del género Hyptis spp. (46,194). Tafurt-
Garcia et al. (46), evaluaron la actividad antioxidante, por el ensayo de ABTS"™, de extractos
etanolicos de H. dilatata (903 + 64 mmol Trolox/kg extracto) y de H. conferta (721 + 27 mmol
Trolox/kg extracto). Dos Santos et al. (194), determinaron la actividad antioxidante de extractos
etanolicos de diversas plantas del género Hyptis spp., entre ellas, H. campestris, usando los

ensayos de ABTS™ (290 mg Trolox®/g muestra equivalentes a 1158 pmol Trolox®/g muestra) y
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ORAC (4516 pumol Trolox®/g muestra). Los valores de actividad antioxidante medidos en este

trabajo fueron similares a los reportados por los autores mencionados (46,196).

Los valores de actividad antioxidante de los AE de A. cumanensis, medida por el ensayo
de ABTS™ [10-30 umol Trolox®/g AE], no presentaron diferencias significativas (p>0.05, Tabla
Al4), sin embargo, las desviaciones estdndar son altas. Al llevar a cabo la correlacion entre los
principales compuestos y los valores de actividad antioxidante medidos por el ensayo de ABTS™
en los AE de A. cumanensis (Figura 30), se observa una dispersion en las muestras recolectadas
en un mismo estado fenologico, ya que sus cosechas no se agruparon en una misma region. Esto
se asimila a la variabilidad del y-curcumeno (100-310 mg sustancia/g de AE) y ar-curcumeno

(70-100 mg sustancia/g AE), compuestos mayoritarios en estos AE (Figura 19).

Figura 30.

Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicién quimica y
actividad antioxidante de los aceites esenciales de A. cumanensis colectados en los estados
fenologicos, vegetativo, floracion y post-floracion. A. Importancia de cada variable en cada
componente (loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score plot).
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Los valores, obtenidos en ensayos de ABTS™ y ORAC, para los extractos

hidroalcohdlicos de plantas de A. cumanensis, antes y después de su destilacion, en los tres

estados fenoldgicos no presentaron diferencias significativas (Tabla Al4, Anexo). En la Figura

30, en el andlisis de los componentes principales, de la combinacion entre la composicion

quimica de los extractos de A. cumanensis y la actividad antioxidante; se muestra que en la

componente 1 (48%) los factores que mas contribuyen son el acido feruloilquinico y los valores
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de actividad antioxidante medidos por el ensayo de ORAC. Los extractos con material vegetal
después de su destilacion de A. cumanensis son los que tienen los valores mas altos actividad
antioxidante por el ensayo de ORAC, asi como las cantidades mas altas del isomero &cido
feruoilquinico, por lo tanto, se agrupan en la region amarillo. En la Figura 30, los extractos a
partir de la biomasa residual de las plantas destiladas en floracion se agruparon en la misma
region (zona de color amarillo), debido a que presentaron las menores variaciones en su
composicién quimica y actividad antioxidante.

En cuanto, a los extractos de material vegetal antes de su destilacion de
A. cumanensis colectados el mismo dia en los tres estados fenoldgicos, vegetativo (VAD-C2),
floracion (FAD-C3) y post-floracion (PFAD-C3) se agruparon en una misma region en la gréafica,
marcada en color rosada. Esto sugiere que el estado fenoldgico en los extractos de A. cumanensis
no afecta la composicion quimica y la actividad antioxidante; pero las condiciones climaticas si
pueden generar variaciones principalmente en los estados vegetativo y post-floracion. Por lo

tanto, podria ser propicio considerar la recoleccién de las plantas en floracion.

Figura 31.
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Analisis de componentes principales aplicados a los resultados de composicion quimica y
actividad antioxidante de los extractos hidroalcoh6licos de A. cumanensis colectados en los
estados fenoldgicos, vegetativo, floracion y post-floracién. A. Importancia de cada variable en
cada componente (loading plot), y B. Coordenadas de cada muestra en cada componente (score

plot).
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Perfiles cromatograficos obtenidos por on-line HPLC-ABTS*" de los extractos hidroetandlicos de
plantas de A. cumanensis, recolectadas en el estado de floracion. A. A partir del material vegetal
sin destilar; B. A partir del material vegetal destilado, antes (DAD, 4=290 nm, linea azul) y
después (MWD, A=734 nm, linea roja) de la reaccion con el catién-radical ABTS™. La
identificacién de los picos se presenta en la Tabla A5 (Anexo).
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El ensayo de on-line HPLC-ABTS™ (Tabla A5, Anexo), mostré que los derivados del
acido hidroxicinamico y la nepetina aportaron en mayor grado a la actividad antioxidante de los
extractos. La flavona metilada, nepetina, es uno de los compuestos principales en los extractos de
A. cumanensis, su actividad antiinflamatoria se ha reportado en varios trabajos (195,196). Las
flavonas metiladas se encuentran principalmente en las glandulas secretoras externas de las

plantas (197).

Thitilertdecha et al. (198), formularon cremas y lociones tdpicas a partir de extractos
etandlicos de plantas de Clerodendrum petasites. Se midieron la absorcion y penetracion en la
piel en modelos in vitro (piel abdominal porcina) y en seis voluntarios, entre cuatro de sus
compuestos activos, figura la nepetina. Los resultados mostraron que la nepetina se absorbio, por
la capa més externa de la epidermis, después de 6 h de la aplicacion. Por sus propiedades
bioldgicas la nepetina o el extracto que la contiene podria ser un potencial candidato para el

desarrollo de formulaciones para el tratamiento de algunas enfermedades de la piel.
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6. CONCLUSIONES

En los AE de S. viminea [rendimiento 0.8-0.9% (p/p)], se encontraron principalmente
monoterpenos oxigenados. p-Menta-3-en-8-ol (340 mg sustancia/g de AE) y la pulegona (290 mg
sustancia/g de AE) compuestos mayoritarios con olor a menta. La actividad antioxidante en
promedio fue de 56 umol Trolox®/g AE. Los extractos hidroalcohdlicos de S. viminea, obtenidos
del material vegetal antes o después de su destilacion, tuvieron un rendimiento promedio de 10%
p/p. El &cido rosmarinico (20-40 mg/g), la luteolina-7-O-glucurdnido (10 mg/g) y la apigenina-7-
O-glucuronido (6 mg/g) fueron los compuestos mayoritarios. Los valores de actividad
antioxidante de los extractos, medidos por los ensayos de ABTS™ [1500-2600 pmol Trolox®/g
extracto seco], ORAC ** [5000-8500 pumol Trolox®/g extracto seco] y por on-line HPLC-ABTS™
fueron altos gracias a la contribucion del &cido rosmarinico. Los AE y extractos de
S. viminea colectados en el estado vegetativo y floracion, respectivamente; fueron los que
presentaron las variaciones mas bajas en sus composiciones quimicas y actividad antioxidante.
Teniendo en cuenta que las plantas de S. viminea, crecen lentamente y requiere periodos de
sequia para iniciar con sus brotes florales se recomienda que se colecten en el estado vegetativo.
La biomasa residual que queda después de la destilacion de plantas de S. viminea, sirve para
obtener extractos, fuente del &cido rosmarinico, importante antioxidante e ingrediente en
alimentos y otros productos importantes. De ca. 30.000 plantas de S. viminea cultivadas en una
hectarea y cosechadas dos veces al afio; se podrian obtener ca. 290 kg de AE, un ingrediente
aromatico. De los extractos obtenidos con solvente, del material vegetal, antes [645 kg/(ha afio)]
0 después de su destilacion (biomasa residual) [561 kg/(ha afio)] se podria aislar el &cido

rosmarinico en cantidades de ca. de 14 kg/(ha afio) y ca. 22.kg/(ha afio), respectivamente.
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En los AE destilados de plantas de H. colombiana [rendimiento 0.1% (p/p)],

recolectados en los tres estados fenoldgicos, vegetativo, floracion y post-floracién, se encontraron
32 compuestos (> 0.1 %), siendo (E)-B-cariofileno, germacreno D, sabineno y oéxido de
cariofileno, los mayoritarios. En los extractos hidroalcoholicos, obtenidos del material vegetal,
antes o después de su destilacion, se identificaron 14 compuestos. La piranona (70 mg/g), el
acido rosmarinico (17 mg/g) y la rutina (8 mg/g) fueron los compuestos mayoritarios. Las
cantidades de los principales metabolitos secundarios y la actividad antioxidante de los extractos
de plantas de H. colombiana cosechadas en floracion durante 2021-2023, bajo diferentes
condiciones climaticas, fueron las que presentaron las menores variaciones. Podria considerarse
el estado fenoldgico de floracion como el propicio para la cosecha del material vegetal. Los
extractos obtenidos a partir del material vegetal, antes o después de la destilacion no presentaron
mayores diferencias en las cantidades de los compuestos encontrados ni en los valores de
actividad antioxidante, por tanto, el proceso destilativo no gener6 cambios en los metabolitos
secundarios de H. colombiana. De ca. 33.000 plantas cultivadas en una hectarea y cosechadas
tres veces en el afio en el estado de floracion, se podrian destilar ca. 21 kg/(ha afio) de AE y
obtener del extracto hidroalcoholico, rico en el acido rosmarinico (41 kg/(ha afio)). Los extractos
podrian ser buenos candidatos para su uso como conservantes en alimentos u otros productos

finales.

Los rendimientos de los AE de A. cumanensis no son altos (0.02-0.03%, p/p) y sus
componentes mayoritarios fueron el y-curcumeno (100-310 mg sustancia/g de AE) y ar-
curcumeno (70-100 mg sustancia/g de AE). En los extractos hidroalcohdlicos se detectaron

principalmente 22 lactonas sesquiterpénicas (isdmeros de ambrosina). Los AE de A. cumanensis
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colectados en los tres estados fenoldgicos presentaron altas variaciones en su composicion
quimica y actividad antioxidante, por lo tanto, se considera que las condiciones climéticas y el
estado fenoldgico afectan drasticamente su perfil fitoquimico. Los extractos de A. cumanensis
colectados en floracion presentaron las menores variaciones en su composicion quimica y
actividad antioxidante. Por lo tanto, se recomienda colectar las plantas de A. cumanensis durante
el estado de floracion, porque esta planta esta produciendo constantemente brotes florales. Los
AE y extractos de A. cumanensis, posiblemente, se podrian usar como herbicida natural o como

un ingrediente antiinflamatorio en alguna formulacion fitoterapéutica.

Los AE y extractos hidroalcohodlicos de plantas de S. viminea e H. colombiana tuvieron
los rendimientos y valores de actividad antioxidante mas altos. Los AE de S. viminea e
H. colombiana se podrian usar como ingredientes aromaticos en productos cosméticos y de aseo.
El &cido rosmarinico, esta presente en los extractos de ambas plantas y se usa ampliamente como
conservante de alimentos. La biomasa residual de estas plantas contiene compuestos fenolicos de
interés, que le dan un importante valor agregado. Las plantas promisorias de H. colombiana y
S. viminea, por sus compuestos bioactivos, podrian ser cultivadas en Santander, Colombia, para
formar parte de la cadena productiva y de valor de ingredientes naturales, importantes en los

productos finales de varios sectores industriales.
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7. DIVULGACION DE RESULTADOS

Los resultados parciales del trabajo de investigacion se divulgaron en un articulo
cientifico publicado en la revista “molecules”, y en las modalidades de pdster y ponencia oral en

eventos nacionales e internacionales

2023

Articulo publicado en molecules “Antioxidant properties and secondary metabolites profile of

Hyptis colombiana at various phenological stages” (199).

2022

I11 Iberoamerican Conference on Mass Spectrometry, IBERO-2022. Rio de Janeiro, Brasil.
Fecha: 10-12-2022 a 15-12-2022. Modalidad presencial.

Poster: “GC/MS and LC/MS study of the chemical composition of essentials oils and extracts
isolated from Hyptis colombiana (Lamiaceae)”.

Autores: Sheila B. Beltran, Angie K. Romero, Lady J. Sierra, Jairo R. Martinez, Elena E.

Stashenko.

12" International Mass Spectrometry Conference on Petrochemistry, Environmental and Food
Chemistry, PETROMASS-2022. Heraclion, Grecia. Fecha: 16-10-2022 a 23-10-2022. Modalidad
virtual.

Ponencia oral: “Chemical composition of essential oil and extract isolated from Hyptis

colombiana (Lamiaceae)”.
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Autores: Sheila B. Beltran, Angie K. Romero, Lady J. Sierra, Jairo R. Martinez, Elena E.

Stashenko.

2021

International Symposium on Essential Oils, ISEO. Turquia. Fecha: 12-11-2021 a 14-11-2021.
Modalidad virtual

Pdster: “Chemical composition of the essential oil of Hyptis colombiana (Lamiaceae)”.

Autores: Sheila B. Beltran, Angie K. Romero, Lady J. Sierra, Jairo R. Martinez, Elena E.

Stashenko.

Simposio Panamericano de Aceites Esenciales, SPAE. Cartagena, Colombia. Fecha: 12-11-2021
a 14-11-2021. Modalidad presencial.

Pdéster: “Extraccion y composicion quimica del aceite esencial y del extracto de Satureja viminea
(Lamiaceae)”.

Autores: Sheila B. Beltran, Diana L. Manrique, Lady J. Sierra, Jairo R. Martinez, Elena E.
Stashenko.

Péster: “Composicion quimica del aceite esencial de Hyptis colombiana (Lamiaceae) por
GC/MS”.

Autores: Sheila B. Beltran, Angie K. Romero, Lady J. Sierra, Jairo R. Martinez, Elena E.

Stashenko.

International Symposium on Advances in Extraction Technologies, ExTech XXIII. Alicante,

Espafa. Fecha: 30-6-2021 a 2-7-2021. Modalidad virtual.
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Pdster: “Extraction and chemical composition of secondary metabolites from Satureja viminea
(Lamiaceae)”.

Autores: Sheila B. Beltran, Diana L. Manrique, Lady J. Sierra, Jairo R. Martinez, Elena E.
Stashenko.

Péster: “Extraction of Hyptis colombiana (Lamiaceae) essential oil and its GC/MS analysis”.
Autores: Sheila B. Beltran, Angie K. Romero, Lady J. Sierra, Jairo R. Martinez, Elena E.

Stashenko.
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