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AE Aceite(s) esencial(es).
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acoplada a espectrometria de masas).

HD Hidrodestilacion.

HPLC/DAD High Performance Liquid Chromatography Coupled to Diode-Array Detector
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Syn
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tr
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Matrix Solid-Phase Dispersion (Dispersion de la matriz en fase solida).
Microwave-Assisted Hydrodistillation (Hidrodestilacion asistida por radiacion de
microondas).

Relacién masa-carga.

Solvent Extraction (Extraccion con solvente).
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Ultra-High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de ultra-
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Resumen

Titulo: Andlisis cromatografico de los metabolitos secundarios de Varronia curassavica Jacq.
(Boraginaceae) obtenidos por diferentes métodos de extraccion”

Autor: Laisha Dally BURGOS DIAZ™

Palabras Clave: Varronia curassavica, aceite esencial, fraccion volatil, extractos, GC/MS,
LC/MS.

Descripcion: Varronia curassavica Jacg. (Boraginaceae) es un subarbusto aromatico que crece de
forma silvestre en Colombia. Sus metabolitos secundarios son de interés por su actividad
fitoterapéutica contra enfermedades inflamatorias. En este trabajo, se emplearon los métodos de
extraccion, a saber: hidrodestilacion asistida por radiacion microondas (MWHD) para la obtencién
del aceite esencial; microextraccion en fase sélida con espacio de cabeza (HS-SPME) para la
obtencion de las fracciones volatiles de hojas y flores; extraccion con solvente (SE) y dispersion
de la matriz en fase s6lida (MSPD) para la obtencion de extractos a partir de material vegetal antes
y después de su destilacion. La identificacion de los compuestos, segun la naturaleza del analito,
se realizé por GC/MS y UHPLC-ESI-Q-Orbitrap-HRMS y se baso en criterios cromatograficos
(tiempos de retencion, indices de retencion y compuestos estdndar) y de espectros de masas
(patrones de fragmentacion, masas exactas, relacion isotépica y comparacion con bases de datos).
Los terpenoides a-pineno (180 + 2 mg/g AE) y (E)-B-cariofileno (99.0 + 0.4 mg/g AE) fueron los
principales compuestos encontrados en el AE. Las fragancias de hojas y flores de V. curassavica
estan dadas principalmente por el a-pineno (24.0-10.8%) y el (E)-B-cariofileno (23.0-31.0%),
respectivamente. Los extractos SE y MSPD obtenidos de material vegetal antes y después de su
destilacion mostraron principalmente acido rosmarinico (4.40-32.0 mg/g extracto), artemetina
(8.0-16.0 mg/g extracto) e hidroxi-artemetina (5.00-10.0 mg/g extracto), respectivamente.
Después de los procesos de destilacion, el acido rosmarinico (14.3 mg/g de extracto), y los
flavonoles O-metoxilados artemetina (15.0 mg/g de extracto) e hidroxi-artemetina (9.0 mg/g de
extracto) aumentaron su concentracion en el extracto hidroetanélico. La informacion estructural
encontrada podria ser Gtil para las industrias farmacéutica, cosmética, de sabores y fragancias, y
una alternativa de uso a la biomasa residual generada por la destilacion de plantas aromaticas.

“ Proyecto de Grado
“Facultad de ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Elena E. Stashenko, Quimica, Ph.D.
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Introduccion

Varronia curassavica Jacqg. Roem & Schult (Syn. Cordia curassavica y Cordia
verbenacea), es un subarbusto aromético nativo de Centroamérica y Sudameérica (Tropicos, 2022),
empleado en medicina natural contra resfriados, gripe, neumonia y como emoliente en casos de
heridas o golpes (Barriga, 1992; Gupta, 1995). El aceite esencial de esta planta se produce a gran
escala, debido a su potencial analgésico y antiinflamatorio, lo que representa un valor comercial
en la industria farmacéutica (Matias et al., 2013a; Pianowski et al., 2018). Sin embargo, durante
este proceso, se genera una gran cantidad de biomasa residual (material vegetal después de la

destilacion), debido a los bajos rendimientos del AE (< 1%).

En la busqueda de nuevos métodos y tecnologias que permitan el aprovechamiento de este
subproducto, se demostré que el material vegetal después de la destilacion representa aun, una
fuente de compuestos bioactivos. A partir de la biomasa residual obtenida, de la destilacion de
plantas aromaticas y medicinales, e.g., Salvia rosmarinus, Ocimum basilicum y L. origanoides, se
han logrado extraer &cidos fendlicos y flavonoides, con propiedades antioxidantes (Santana-
Méridas et al., 2014; Pagano et al., 2018; Arias et al., 2020). Estos resultados llevaron a la hipotesis
de que la biomasa residual de otras especies de plantas aromaticas puede ser transformada en
productos de valor agregado. Dar valor a los residuos impacta positivamente, no solo en ganancias
econdmicas para los cultivadores, sino también, contribuye al problema de eliminacion de material
vegetal después del proceso de destilacion (ca. 6 millones de toneladas al afio). Por esta razon, el
objetivo de este trabajo fue analizar la composicidén quimica por cromatografia de gases del AE y
la fraccion volatil de V. curassavica; y la obtencion de extractos a partir de material vegetal antes
y después de la destilacién, para su caracterizacion por cromatografia liquida.

El proyecto de grado se dividié en tres (3) etapas, a saber: En la Etapa 1, se realizo la
obtencion del aceite esencial (AE) por hidrodestilacion asistida por microondas, y su analisis 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). Se identificaron 52 compuestos en el AE
de partes aéreas de V. curassavica, se destacan, el a-pineno (180 x10° mg/kg AE), el (E)-B-

cariofileno (99 x10° mg/kg AE) y el a-humuleno (15 x10° mg/kg AE). Estos dos ultimos, se
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consideran los marcadores quimicos del AE, por sus propiedades antiinflamatorias (Fernandes et
al., 2007; Gilbert & Favoreto, 2012).

En la Etapa 2, se estudié la composicion quimica de las fracciones volatiles de hojas y
flores de V. curassavica, obtenidas por microextraccion en fase solida de espacio de cabeza, y su
analisis por GC/MS y GC/FID. Se determino el perfil de saturacion para las diferentes familias de
compuestos presentes en las fracciones volatiles, en funcion del tiempo. Se encontrd que la
fragancia de las hojas y las flores esta dada principalmente por el a-pineno (24.0-10.8%) y el (E)-
B-cariofileno (23.0-31.0%), respectivamente. Estos resultados son coherentes comparados con los

encontrados en el AE.

En la Etapa 3, se compar6 la composicion quimica de los extractos de material vegetal
antes y después de la destilacion de V. curassavica, obtenidos por extraccion con solvente (SE) y
dispersion de la matriz en fase s6lida (MSPD) y su analisis por cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplada a un detector de arreglo de diodos (HPLC/DAD) y cromatografia liquida de
ultra-alta eficiencia acoplada a un espectrometro de masas de alta resolucion-cuadrupolo Q-
Orbitrap (UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS). Los extractos SE y MSPD obtenidos de material
vegetal antes y después de su destilacion mostraron principalmente &cido rosmarinico (4.40-32.0
mg/g extracto), artemetina (8.0-16.0 mg/g extracto) e hidroxi-artemetina (5.00-10.0 mg/g
extracto), respectivamente. Los procesos de destilacion favorecieron el aumento de la
concentracion en el extracto SE, del acido rosmarinico (14.3 mg/g de extracto), y de los flavonoles

O-metoxilados artemetina (15.0 mg/g de extracto) e hidroxi-artemetina (9.0 mg/g de extracto).

La especie V. curassavica es una planta aroméatica que puede ser aprovechada
integralmente no solo por la composicion quimica de su AE. A partir de la biomasa residual,
producto de su destilacion, es posible obtener e identificar compuestos con propiedades bioactivas
que son de interés para los sectores cosmetico y farmaceéutico. En el estudio de la biomasa residual
de V. curassavica, la aplicacion de metodos extractivos para obtener metabolitos secundarios
bioactivos, y el uso de instrumentacidn analitica de alta resolucidn, permitié reportar por primera
vez el rendimiento y la composicidén quimica de extractos MSPD, obtenidos de material vegetal

antes y despues de su destilacion; los espectros de masas y los iones-producto de la artemetina, la
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hidroxi-artemetina por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo de monitoreo de iones
seleccionados (SIM, por sus siglas en inglés). Se espera que los resultados de esta investigacion
incentiven el desarrollo de nuevas tecnologias para el aprovechamiento sostenible de plantas
aromaticas medicinales, a escala industrial, y optimicen el uso de la tierra con cultivos promisorios

en Colombia.

Este proyecto de grado se enmarco en la ejecucion del programa “Bio-Reto XXI - 15:50:
Desarrollo de bioproductos para los sectores salud, agropecuario y cosmético, como resultado del
estudio de la biodiversidad colombiana”, financiado por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion, Minciencias, que incluye grupos de investigacion nacionales e internacionales, y es
liderado por el Centro de Investigacion en Biomoléculas, CIBIMOL (contrato RC-FP44842-212-
2018). El material vegetal fue suministrado a través del “Contrato de acceso a recursos genéticos
y productos derivados con fines de bioprospeccion” N° 270, suscrito entre el Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible y la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga,

Santander, Colombia).
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1. Marco tedrico

1.1 Metabolitos secundarios en las plantas

Son compuestos organicos sintetizados por las plantas, de bajo y mediano peso molecular,
que cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es letal para el
organismo, a diferencia de los metabolitos primarios (Croteau et al., 2000). Aungue no se conoce
completamente el rol que desempefian los metabolitos secundarios, estan involucrados en procesos
de polinizacion, reproduccion, defensa quimica contra diferentes tipos de plagas y son
responsables de las caracteristicas organolépticas de las plantas y de su actividad bioldgica
(Rhodes, 1994).

Los metabolitos secundarios de las plantas presentan una amplia diversidad quimica de
compuestos, pueden clasificarse en tres grandes grupos: 1. Terpenoides; 2. Compuestos fenolicos
y 3. Compuestos nitrogenados (Taiz & Zeiger, 2003).

1.1.1 Terpenoides

Estos compuestos organicos, conformados por unidades de isopreno (2-metil-1,3-
butadieno), son los metabolitos mas abundantes en el mundo de los productos naturales (Croteau
et al., 2000). EI numero de unidades isoprénicas (Cs) presentes en su estructura, permite
clasificarlos como: monoterpenoides (Cio), sesquiterpenoides (Cis), diterpenoides (Czo),
serterpenoides (Czs), triterpenoides (Casp), entre otros. Los terpenoides de las plantas son
extensamente usados por sus cualidades aromaticas. Juegan un rol importante en la medicina
tradicional y en la actualidad, son ingredientes activos en las industrias farmacéutica, cosmética, y
de sabores y fragancias, por su alto potencial biologico (Gershenzon & Dudareva, 2007; Bergman
etal., 2019).

La biosintesis de los terpenoides parte de la formacion de dos bloques de construccidn: el
pirofosfato de isopentenilo (IPP, por sus siglas en inglés), y su isomero el pirofosfato de
dimetilalilo (DMAPP, por sus siglas en inglés). Estos se producen por medio de dos rutas
metabolicas: 1. Ruta del &cido mevalonico y 2. Ruta del fosfato de metileritrilo. La ruta del
acido mevalonico (Véase Figura 1) parte de dos unidades de acetil coenzima A (Ac-CoA), que se
condensan por medio de una reaccion tipo Claisen para dar acetoacetil-CoA (AcAcCoA). Paso
seguido, se da la incorporacion de una tercera unidad de AcCoA, a través de una adicion alddlica

estereoespecifica, para dar como producto el éster 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). El
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tioéster de la coenzima A se reduce para formar el aldehido correspondiente, el mevaldehido
(MVA, por sus siglas en ingles), el cual se reduce a &cido mevaldnico (MEV, por sus siglas en
inglés). Por accion de dos moléculas de adenosin trifosfato (ATP) el mevalonato se fosforila
(MEV-P y MEV-PP) y descarboxila para dar como productos los precursores de los terpenos, el
pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su isomero, el pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). Por esta
ruta, que se lleva a cabo en el citosol, se sintetizan principalmente sesquiterpenoides, triterpenoides
y politerpenoides (Goldstein & Brown, 1990; Dewick, 2002; Holstein & Hohl, 2004).

Figura 1.

Biosintesis de los bloques de construccién de los terpenos mediante la ruta del mevalonato. (Dewick,
2002). Mevalonate pathway.
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Nota.Tomado y traducido de Medicinal Natural Biosynthetic Approach. 2" Edition.

La segunda ruta del fosfato de metileritrilo (MEP, por sus siglas en inglés), ocurre en los
cloroplastos de la planta, cuando el acido piravico y el gliceraldehido-3-fosfato, producen el MEP.
Inicialmente, sucede la pérdida del carboxilo del piruvato con la mediacion del difosfato de tiamina

para producir un equivalente de acetaldehido enlazado a una enamina (Veéase
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Figura 2). La enamina formada, se une al gliceraldehido-4-fosfato mediante una reaccion
nucleofilica; el intermediario formado pierde pirofosfato de tiamina, y de este modo, se genera el
1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato, que se transforma al MEP mediante un rearreglo por una reaccion
aldol-aldol inversa, seguida de una reduccién (Dewick, 2002; Munos et al., 2009). El producto

formado, contiene el sistema de cadena ramificada, equivalente a la unidad de isopreno (Véase

Figura 3). La adicion sucesiva de unidades precursoras a las uniones “cabeza-cola”,
enlaces de una unidad IPP con una unidad DMAPP, producen las moléculas precursoras de los
terpenoides de cadenas mas largas, como el geranil difosfato (GPP, por sus siglas en inglés), el
farnesil difosfato (FPP, por sus siglas en inglés) y el geranilgeranil difosfato (GGPP, por sus siglas
en inglés) (Lichtenthaler et al., 1997).

Figura 2.

Biosintesis del 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato para la produccion de los bloques de construccion

de los terpenos mediante la ruta del fosfato de metileritrilo. (Dewick, 2002). Mevalonate pathway.
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Nota. Tomado y traducido de Medicinal Natural Biosynthetic Approach. 2" Edition.

Figura 3.

Biosintesis de los bloques de construccion de los terpenos mediante la ruta del fosfato de

metileritrilo. (Dewick, 2002). Methylerythritol Phosphate pathway.
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Nota. Tomado y traducido de Medicinal Natural Biosynthetic Approach. 2" Edition

1.1.2 Compuestos fendlicos y sus derivados

Los compuestos fendlicos son sustancias organicas cuyas estructuras moleculares
contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromético unido a un grupo hidroxilo (Bhat et al.,
2005). Pueden clasificarse, segun la base de su esqueleto quimico, en &cidos fendlicos,
flavonoides, cumarinas, naftoquinonas, xantonas, estilbencenos, lignanos, entre otros (Vermerris
& Nicholson, 2008a).

Los polifenoles estan presentes en las plantas como una mezcla y no como componentes
aislados. Al igual que los terpenoides, este grupo de compuestos desempefia roles de defensa
quimica, proteccion ante herbivoros y patdgenos; y algunos de ellos absorben la radiacion

ultravioleta, o actian como agentes antioxidantes, manteniendo el estado de 6xido-reduccion de
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las células en las plantas, por su facilidad de ceder un atomo de hidrégeno (Taiz & Zeiger, 2003,
Vermerris & Nicholson, 2008b).

La biosintesis de compuestos fendlicos se da principalmente por dos rutas: 1. La ruta del
acido shikimico y 2. La ruta del acido maldnico (Vease Figura 5). En las plantas superiores, la
mayoria de los polifenoles, se sintetizan a través del acido shikimico, por la reaccion entre la
eritrosa-4-fosfato y el acido fosfoenolpiruvico, produciendo la fenilanalnina, que al perder el grupo
amino (-NH), catalizada por la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL, por sus siglas en inglés),
se convierte en &cido (E)-cinamico, a partir del cual se sintetiza la coenzima p-coumaroil-CoA,
precursor de los flavonoides (Havsteen, 2002; Andersen & Markham, 2005).

Los flavonoides, son la familia de compuestos mas abundantes de los polifenoles, se
encuentran como mezclas complejas en los tallos, hojas y flores de muchas plantas (Winkel-
Shirley, 2001). Estos compuestos estan formados por dos anillos aromaticos (A y B), unidos con
un anillo heterociclo C, de tres carbonos. Su estructura base es un esqueleto Cs-C3-Cs (Vease

Figura 4).

Figura 4.

Estructura general de los flavonoides. (Van Acker et al., 1996). Flavonoids.

Nota. Tomado de Structural aspects of antioxidant activity of flavonoids. Free Radical Biology &
Medicine.

Segun el tipo de sustituyente y la posicion en la que se encuentran, los flavonoides se
clasifican en cinco grupos, a saber: 1. Flavonoles: un doble enlace en la posicion dos-tres, un
hidroxilo en la posicion tres y un grupo cetona en la posicion cuatro; 2. Dihidroxiflavonoles: dos
hidroxilos, uno en la posicion tres y otro en la posicion cuatro; 3. Flavonas: doble enlace entre las
posiciones dos-tres y un grupo cetona en la posicion cuatro; 4. Flavanonas: un grupo cetona en la

posicién cuatro y 5. Flavanoles: tres grupos hidroxilo (Havsteen, 2002; Andersen & Markham,
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2005). En las plantas, los flavonoides actian como reguladores de crecimiento e inhibidores del
estres oxidativo; la eficiencia de los flavonoides como neutralizadores de radicales libres depende
de los sustituyentes presentes en sus anillos arométicos (Van Acker et al., 1996). Otra funcion
importante de estos compuestos es la atraccion de los animales polinizadores, a través del color de
la planta o de sus flores (Winkel-Shirley, 2001).

Figura 5.

Biosintesis de compuestos fendlicos a través de las rutas metabdlicas del acido shikimico y del acido
malénico. (Havsteen, 2002).
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Nota. Tomado y traducido de Biochemistry and medical significance of the flavonoids. 1st Edition.

Los flavonoides son sintetizados mediante la ruta del &cido shikimico, en el citoplasma y

luego migran hacia su destino final en las vacuolas celulares (Véase

Figura 6). Este proceso comienza cuando la fenilanilina, se transforma a p-coumaroil-
CoA, que se condensa con tres moléculas de malonil-CoA, bajo la accion de las enzimas chalcona

sintasa (CHS, por sus siglas en inglés) y chalchona isomerasa (CHI, por sus siglas en inglés). El
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producto de este proceso es la flavanona llamada naringenina (Falcone-Ferreyra et al., 2012). La
accion de oxidasas, reductasas e isomerasas sobre esta flavanona y sus derivados permite la

formacion de distintos flavonoides (Petrussa et al., 2013).

Figura 6.

Biosintesis de los flavonoides. (Petrussa et al., 2013).
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Nota. Tomado de Plant flavonoids: Biosynthesis, transport, and involvement in stress responses.
International Journal of Molecular Sciences.

1.2 El género Varronia

Las plantas del género Varronia (Familia Boraginaceae) son arboles o arbustos,
principalmente, aromaticos, de tallo mdltiple con inflorescencias poliflorales. Es un género
conformado por ca. 125 especies ampliamente distribuidas en regiones tropicales y subtropicales
de América, Asia y Africa (Miller, 2013). En Colombia, se reportan mas de 26 especies, que son

comunes en linderos y corrales (Pérez, 1956).
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Muchas especies del género Varronia se utilizan como plantas ornamentales (V. boissiere),
como fuente de madera en diferentes trabajos de ebanisteria (V. sebestena, V. lutea), en medicina
popular (V. curassavica) y en repoblaciones forestales (Véase Figura 7). Se han identificado y
aislado diversos compuestos quimicos de especies del género, particularmente, metabolitos
secundarios de la clase de terpenoides, flavonoides y taninos (Thirupathi et al., 2008).

Figura 7.

Algunas especies del género Varronia. A. Anacahuita (V. boissiere). B. Sebestén de las Antillas (V.

sebestena). C. Muyuyo (V. lutea). D. Mulato (V. curassavica).

Nota. Imagenes tomadas de Google, julio del 2022.

1.3 Varronia curassavica

Es un subarbusto aromatico originario del Neotrépico, reportado por primera vez en 1819
por Jacquin, Roemer y Schult (Trépicos, 2022). Esta planta alcanza hasta 2.5 m de altura, sus hojas
de 40-100 mm de largo y 15-60 mm de ancho son de forma lanceolada, posee flores blancas
pequefias y frutos de color rojo de 4-6 mm de largo que crecen juntos en racimos en la parte
terminal de las ramas (Véase Figura 8) (Estrada, 1994).

V. curassavica crece y se desarrolla en un rango altitudinal que varia desde el nivel del mar

hasta los 2000 m, se encuentra como vegetacion secundaria en muchos bosques. En Colombia, la
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planta se conoce popularmente como “mulato” y se utiliza en la medicina natural para tratamientos
de diversa indole. La infusion de sus hojas se emplea en el tratamiento de resfriados, gripe,
neumonia'y como emoliente en casos de heridas o golpes; las flores son utilizadas como sudorifico
y los frutos como expectorante para combatir la tos espasmaédica (Barriga, 1992; Gupta, 1995).

Figura 8.
Varronia curassavica. A. Cultivo experimental. B. Inflorescencias. C. Frutos.

Nota. Laisha Dally Burgos Diaz, Parcelas experimentales complejo CENIVAM-UIS, Bucaramanga, mayo
de 2022.

1.4 Aceite esencial
1.4.1 Aspectos generales

Es una mezcla odorifera compleja de compuestos organicos volatiles de bajo peso
molecular, producto del metabolismo secundario de las plantas (Stashenko et al., 1998). Su
composicion quimica es diversa, los AE estan formados en su mayoria por terpenoides, junto con
otros compuestos, generalmente, oxigenados (alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, fenoles y
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acidos) que evocan el olor y el sabor, en forma muy concentrada, de la planta de donde proceden
(Stashenko & Martinez, 2012).

Los aceites esenciales se pueden encontrar en diferentes partes de la planta, en las flores
(la lavanda), en todo el arbol (el eucalipto), en las hojas (la citronela), en la madera (el sandalo),
en la raiz (el vetiver), en la resina que exudan (el incienso, la mirra y el benjui) y en la cascara de
los frutos (el limon y la naranja). Dentro de los tejidos vegetativos, se encuentran en celulas
esféricas o diferentes cavidades en el parénquima, y cuando dan el olor a las flores, se encuentran
en las glandulas odoriferas, desde donde son liberados (Pichersky & Dudareva, 2006). Los aceites
esenciales se emplean, principalmente, en cuatro industrias, de alimentos, de sabores y fragancias,
farmacéutica, y en la industria cosmética; gracias a sus propiedades organolépticas y bioldgicas
(Bandoni, 2000).

1.4.2 Métodos de obtencion de aceites esenciales

Para la obtencion de los aceites esenciales se emplean diferentes métodos destilativos, a
saber: arrastre con vapor, destilacién con agua-vapor e hidrodestilacién. Todos ellos, tienen la
ventaja de separar facilmente los metabolitos secundarios volatiles de los no volatiles (Stashenko
et al., 1998). En la presente investigacion, se empled la técnica de hidrodestilacion asistida por
radiacion de microondas (MWHD, por sus siglas en inglés). En el proceso de obtencion del aceite
esencial por MWHD, el material vegetal se suspende en agua, que se calienta hasta ebullicién en
un horno de microondas, a una determinada potencia. EI vapor de agua rompe las células o canales
oleiferos de la planta y arrastra la mezcla volatil, que luego se condensa para su separacion por

decantacion, en una trampa Dean-Stark (Golmakani & Rezaei, 2008).

1.4.3 Andlisis de aceites esenciales

La técnica que se emplea, para el analisis quimico de los aceites esenciales es la
cromatografia de gases, debido a que los constituyentes son sustancias volatiles, con alta
termoestabilidad y cuyas masas moleculares no exceden los 250-300 Da (Stashenko & Martinez,
2012).

La cromatografia es una técnica de separacién de los componentes presentes en una
mezcla, que se distribuyen entre dos fases, una estacionaria, que puede ser sélida, liquida o en gel

(en este caso, empacada en una columna) que se encuentra en reposo, y la fase movil, que puede
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ser gas, liquido o fluido supercritico. La separacion se debe a la diferencia en los coeficientes de
distribucion de los componentes individuales de la muestra entre las dos fases (Stashenko &
Martinez, 2010). En GC, los componentes que hacen parte de la matriz interacttan s6lo con la fase
estacionaria, que puede ser de caracter polar o apolar. La capacidad para separar los componentes
esta relacionada con la temperatura, la longitud de la columna, el diametro interno (d.i.), el grosor
(ds), la naturaleza quimica de la fase estacionara y el analito (Stashenko & Martinez, 2010).

Para la identificacion de estos compuestos, se emplean detectores espectroscdpicos. El mas
usado, es el de espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés). En este detector, los iones
se separan segun su relacion masa-carga; y a partir de las corrientes idnicas se reconstruye una
sefial grafica denominada espectro de masas (Gross, 2011). Ademas de la identificacion, es
importante conocer en qué concentracion se encuentran los compuestos en la mezcla, la
cuantificacion se lleva a cabo con el acople del detector de ionizacion en llama (FID, por sus siglas
en inglés) al equipo cromatogréafico. El principio de éste se basa en la deteccion de los productos
de descomposicion de los compuestos en una llama de hidrégeno y aire, los iones formados por la
combustion del compuesto migran desde la llama hacia un electrodo colector que amplifica su
corriente y produce la correspondiente sefial cromatogréafica (Skoog et al., 2015).

1.5 Fraccion volatil
1.5.1 Aspectos generales

La fraccion volatil de las plantas comprende una serie de compuestos, predominantemente,
lipofilicos, con pesos moleculares menores de 250-300 Da y con una presion de vapor
suficientemente alta para volatilizarse a temperatura ambiente, lo que permite percibirlos
facilmente con el olfato. Su composicion quimica, al igual que los AE, esta constituida
principalmente por fenilpropanoides / bencenoides, terpenoides y derivados de &cidos grasos
(Stashenko & Martinez, 2013). La fraccion volatil es una mezcla de compuestos volatiles presentes
en las plantas, que cumplen diversas funciones biolégicas como la defensa quimica de peligros
presentes en el entorno, repelencia directa de invasores o atraccion de depredadores naturales que
ataquen a estos herbivoros, entre otros (Tholl et al., 2006)

El estudio de la fraccion volatil de una planta permite monitorear los cambios que tienen

lugar en su metabolismo. Entender estos fendmenos resulta importante en muchas areas de las
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ciencias bioldgicas y quimicas, en agricultura, en ciencias analiticas, en industrias farmacéuticas,

de sabores y fragancias, entre otras (Stashenko & Martinez, 2007).

1.5.2 Método de monitoreo de compuestos volatiles

El anélisis de estos compuestos involucra una variedad de métodos de monitoreo estaticos
y dindmicos en materiales adsorbentes, que atrapan los compuestos volatiles emitidos por la planta
(Tholl et al., 2006). Una de las técnicas analiticas mas promisoras para el monitoreo de la fraccion
volatil de las plantas es la microextraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés), que
emplea una fibra hecha de silice fundida, recubierta con un polimero, que puede actuar como fase
de extraccion adsorbente, a la que se unen las moléculas para analizar (dependiendo de su afinidad
quimica), por desorcion térmica en un equipo cromatografico (Arthur & Pawliszyn, 1990).

Esta técnica se puede llevar a cabo en diferentes modos de extraccion, e.g., extraccion
directa, extraccion con membrana y extraccion en headspace, que pueden ser aplicadas al
monitoreo in vivo o0 ex vivo de los compuestos volatiles presentes en alimentos, cosméticos,
farmacos y una gran variedad de plantas (Knudsen et al., 1993). Para este proyecto, se utilizé el
modo de extraccion headspace, donde los analitos, en fase gaseosa, se mueven por el espacio de
cabeza, debido al equilibrio dinamico, y, una vez ahi, pueden alcanzar el recubrimiento de la fibra
del dispositivo SPME.

1.5.3 Analisis cromatogréfico de fraccion volatil

La forma mas habitual para analizar los componentes presentes en la fraccion volatil es la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS, por sus siglas en inglés) esta
técnica permite desorber los analitos retenidos por la fibra en el puerto de inyeccion del equipo
cromatografico, para su posterior separacion e identificacion (Stashenko & Martinez, 2008). El
sistema de deteccion mas utilizado para la cuantificacion de estos compuestos es el detector de
ionizacion en llama. Otros detectores como el detector de nitrogeno y fdsforo y el detector
fotométrico de llama son herramientas Utiles para la deteccion selectiva de compuestos

nitrogenados y azufrados, muy frecuentes en las fragancias florales (Stashenko & Martinez, 2013).
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1.6 Extractos
1.6.1 Aspectos generales

Los extractos son una mezcla de compuestos quimicos semi-volatiles o no volatiles, que, a
diferencia de los AE, se encuentran constituidos por metabolitos secundarios de pesos moleculares
mayores de 300 Da, e.g., diterpenoides, fitoesteroles, alcaloides, flavonoides, grasas, entre otros.
Algunos de estos compuestos no son estables térmicamente, razon por la cual, no se pueden
obtener por métodos destilativos (Stashenko & Martinez, 2011).

Los extractos poseen numerosas aplicaciones en la industria, e.g., mezclas de compuestos
con actividad antioxidante aplicados en formulaciones cosmeéticas, aditivos en la industria de
alimentos, compuestos con bioactividad en la industria farmacéutica, pigmentos en la industria

textil, entre otros (Gupta et al., 2015).

1.6.2 Métodos de obtencion de extractos

Para la obtencion de los extractos se emplean distintos procesos, que forman el grupo de
las técnicas extractivas, y cuyo principio de operacion radica en la extraccion, mediante un solvente
organico, aprovechando las propiedades de solubilidad, la polaridad de los analitos de la matriz y
su afinidad con un solvente dado o sus mezclas (Stashenko & Martinez, 2011). En este proyecto
de investigacion, se emplearon las siguientes técnicas de extraccion, a saber: extraccién con
solvente y dispersion de la matriz en fase solida.

La extraccién con solvente (SE, por sus siglas en inglés), como su nombre lo indica, es una
técnica de extraccion que emplea una fase liquida para extraer los analitos de una matriz (Mitra,
2003). Los compuestos se separan mediante una transferencia selectiva de los analitos a un
disolvente organico capaz de solvatar a las moléculas de interés (Buci¢-Koji¢ et al., 2007). En esta
técnica, se pueden extraer compuestos de polaridad alta, media o baja segin la naturaleza del
solvente de extraccién (Stashenko & Martinez, 2011).

El método de la dispersidn de la matriz en fase solida (MSPD, por sus siglas en inglés), se
reportd por primera vez por Barker, Long y Short (1989) como método de extraccion de residuos
de drogas en tejidos animales. El principio de operacion de MSPD consiste en la mezcla del
material para extraer con un soporte sélido adsorbente (florisil, gel de silice, arena) que actiia como

medio dispersante. La mezcla, después de la trituracion mecanica, se transfiere en forma
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dispersada a una columna, donde se eluye con una pequefia cantidad de un solvente organico, cuya

polaridad debe ser afin con los analitos de interés (Barker, 2007).

1.6.3. Analisis cromatografico de extractos

La técnica que se emplea para separar, identificar y cuantificar los componentes presentes
en los extractos de matrices vegetales es la cromatografia liquida. Esta técnica permite analizar
moléculas de pesos moleculares mayores de 400 Da, moléculas polares, no volatiles y termolabiles
(Rubinson & Rubinson, 2000). En cromatografia liquida, los componentes de la matriz interactdan
con la fase mdvil, que puede ser un solvente de alta pureza o una mezcla, y la fase estacionaria que
rellena la columna cromatografica. ElI orden de salida de los compuestos de la columna
cromatografica dependeré de la interaccion que presenten los analitos con ambas fases (LaCourse,
2002).

Existen diferentes modos de operacidn en cromatografia liquida, que se clasifican segun el
tipo de interaccion, entre ellas, las fases normal y reversa (Rubinson & Rubinson, 2000). Para el
andlisis de los metabolitos secundarios, se utiliza, principalmente, el modo de fase reversa, en
donde la polaridad de la fase estacionaria es menor que la polaridad de la fase mévil, lo que permite
separar mas facilmente las moléculas de naturaleza polar, en comparacion con las de carécter
apolar (Mata-Bilbao et al., 2007).

Para la identificacion de los componentes, se emplean diferentes detectores que pueden
acoplarse al equipo cromatogréfico, e.g., detector de ultravioleta visible, detector de arreglo de
diodos (DAD, por sus siglas en inglés), detector selectivo de masas (MSD, por sus siglas en inglés),
detector Orbitrap, entre otros. En la actualidad, los acoplamientos mas empleados en el estudio de
los metabolitos secundarios de especies vegetales son la cromatografia liquida acoplada a sistemas
de deteccion de masas de alta resolucion como tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés) o
espectrometria de masas con Orbitrap, debido a su alta sensibilidad, porque permite lograr limites
de deteccién (LOD, por sus siglas en inglés) del orden de las partes por trillon (ppt), facilitando la
identificacion y elucidacion de componentes (Moco et al., 2007). La interfaz de ionizacion es la
electronebulizacion (ESI, por sus siglas en inglés), que contiene moléculas suavemente ionizadas,
que resultan ser moléculas protonadas o deprotonadas, segun el modo de ionizacidn, i.e., positivo

[M+H]" o negativo [M-H] (Fenn et al., 1989). En esta investigacion las moléculas se analizaron
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en modo dual, con una fase movil capaz de protonar o deprotonar los analitos de interés segun su
pKa.

2. Estado del arte
Con el objetivo de analizar el estado actual de las investigaciones sobre V. curassavica, los
métodos de extraccion y el analisis de sus metabolitos secundarios, se realiz6 un estudio
cienciométrico de la produccion cientifica existente con la base de datos Scopus (Elsevier). V.
curassavica, es conocida también como Cordia curassavica y Cordia verbenacea (Tropicos,
2022). Por esta razon, se emplearon las sinonimias botéanicas en la ecuacion de busqueda, con un

periodo de observacion desde 1980 hasta la actualidad.

Se reportan 52 publicaciones usando la palabra-clave “Varronia curassavica”, 37
publicaciones con “Cordia curassavica” y 98 publicaciones con “Cordia verbenacea”, para un
total de 187 publicaciones cientificas. Los estudios sobre V. curassavica se han desarrollado
principalmente en Brasil, México, Estados Unidos y Panam@, con aplicaciones en las areas de
farmacologia, agricultura, medicina y bioquimica. Los resultados se encuentran publicados en
revistas especializadas como Industrial Crops and Products, Journal of Ethnopharmacology,
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Journal of Biosciences, Journal of Chemical Ecology e
Interciencia (Véase Tabla 1). Colombia solo cuenta con dos (2) reviews que presentan claves,
nomenclatura actualizada e informacion sobre distribucion geogréfica y altitudinal de la planta 'y
otras especies del género Varronia.

Tabla 1.
Resumen comparativo del estudio cienciométrico sobre V. curassavica y sus sinonimias. Base de
datos: Scopus (Elsevier), ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Varronia curassavica”,
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“Cordia curassavica” y “Cordia verbenacea”). Periodo de observacion: 1980-2020, fecha de
consulta: agosto de 2022.

Parametros Varronia curassavica  Cordia curassavica Cordia verbenacea
Brasil (51) Brasil (13) Brasil (91)

Paises China (1) México (4) Estados Unidos (4)
Italia (1) Panama (4) India (3)

. Agricultura (29) Farmacologia (18) Farmacologia (44)

Areas de . . .

oublicacion Farmaf:ologla (13) A_grlcqltgra a7 Agrl_cu_ Itura (28)
Medicina (9) Bioquimica (8) Medicina (24)
Ind. Crops. Prod. (5) J. Ethnopharm. (6) J. Ethnopharm. (8)

Revistas cientificas Rev. Bras. Pl. Med. (4) J. Chem. Ecol. (3) Rev. Bras. Pl. Med. (6)
Bioscience (4) Interciencia (2) Ind. Crops. Prod. (4)

NUmero total de

A 52 37 98
publicaciones

Los reportes etnoboténicos sobre V. curassavica, muestran que la planta ha sido empleada
en diferentes comunidades para tratar la inflamacién, el reumatismo, enfermedades
gastrointestinales, enfermedades de la piel, y para el control de ectoparasitos en medicina
veterinaria (Merétika et al., 2010). Es por esto, que la mayoria de las investigaciones actuales sobre
la planta se centran en brindar soporte experimental de los usos de la planta en la medicina popular,
mediante la obtencion, caracterizacion y evaluacion de propiedades bioldgicas de los metabolitos
secundarios presentes en el AE y los extractos de V. curassavica, para su posterior aplicacion en

diferentes campos de la industria.

Las primeras publicaciones sobre el anlisis de los metabolitos secundarios presentes en V.
curassavica, se reportan a comienzos de los afios 80. Velde et al., (1982) aislaron e identificaron
cuatro compuestos a partir de extractos de hojas secas, se destaca la artemetina, un flavonol O-
metoxilado con propiedades antiedematogénicas y antitumorales en lineas celulares de cancer de
mama y ovario (Bayeux et al., 2002; Rosa et al., 2022). Sertié et al., (1988) demostraron la
actividad antiinflamatoria de los extractos etanélicos de hojas de la planta, y afios mas tarde,
identificaron flavonoides, taninos, cordialinas; y comprobaron el efecto protector de los extractos

sobre la mucosa gastrica de ratas (Sertié et al., 1991).
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En Panam4, reportaron por primera vez el AE de hojas secas de tres quimiotipos de V.
curassavica. Gomez et al., (1999) evaluaron el comportamiento planta-insecto por herbivoria de
Cassidinae sp. (escarabajo), demostrando que los monoterpenoides a-pineno y B-pineno son
emanados por la planta como repelencia quimica. De Carvalho et al., (2004) determinaron la
composicién quimica y la actividad antimicrobiana del AE de partes aéreas de V. curassavica, en
Brasil. Los principales constituyentes del AE, identificados por GC/MS, fueron a-pineno (29.6%),
(E)-p-cariofileno (25.2%) y aloaromadendreno (9.99%). Las bacterias Gram positivas analizadas
fueron sensibles al AE. En la Tabla 2, se muestran otros estudios relevantes, durante los Gltimos

20 anos, sobre la planta y sus sinonimias botanicas.

Pese a que los estudios de V. curassavica evidencian la presencia de compuestos bioactivos
importantes, la produccion cientifica actual carece de informacion sobre la composicion quimica
de los metabolitos secundarios, obtenidos por otros métodos destilativos y extractivos
complementarios. Las investigaciones sobre la obtencion del AE de V. curassavica estan
enfocados en la optimizacion del rendimiento y la composicion quimica de los metabolitos
secundarios de interés, pero no, en dar un uso alternativo para la biomasa residual, subproducto
del proceso de destilacion, que aiin contiene compuestos semi-volatiles o no volatiles con potencial

bioldgico.

No se reportan estudios sobre la fraccion volatil de la planta, por microextraccion en fase
solida de espacio de cabeza (HS-SPME), ni de los extractos, que se aislan por dispersion de la

matriz en fase sélida (MSPD). La identificacion de estos compuestos, por diferentes
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Tabla 2.

Estudios sobre V. curassavica y sus sinonimias. Base de datos: Scopus (Elsevier).
Objeto del estudio Metodologia Resultados Referencia

Métodos de extraccion

Comparar la actividad HD, en dos tiempos (100 y 140 min) y en Los compuestos mas abundantes detectados
antifungica del AE de V.  dos volimenes de agua. el AE fueron: shiobunol, germacreno D-4-ol,
curassavica obtenido por MWHD en dos tiempos (20 y 40 min)y  (E)-B-cariofileno, biciclogermacreno y o- (Nizio et al.,
diferentes técnicas, frente en dos potencias (500 y 700 W) con cadinol. Las cuatro muestras de AE 2020)

al hongo Colletotrichum
musae

volumen de agua constante.
Técnicas de caracterizacion
GC/MS y GC/FID, columna apolar.

analizadas presentaron un efecto inhibidor
sobre C. musae.

Aumentar el rendimiento

Pretratamiento

Hojas frescas fueron sometidas a
ultrasonido por 0, 3, 5, 10, 15, 20y 30
min.

El mayor rendimiento del AE (0.83%), se
obtuvo con el pretratamiento de ultrasonido
por 20 min. EI AE contenia principalmente
a-pineno (24.5%), (E)-p-cariofileno (18.9%),

(Zotti-Sperotto et

del AE de V. curassavica Metodos (_je e_>ftraCC|on acetato de (2)-epi-B-santalilo (5.23%), - al., 2020)
Hidrodestilacion (HD) ;
s A bisaboleno (4.55%) y acetato de (Z,E)-a-
Técnicas de caracterizacion bergamotilo (3.14%)
GC/MS y GC/FID, columna apolar. g ) '
Métodos de extraccion Los rendimientos mas altos de los AE
HD, en tres tiempos (100, 120 y 140 min) (3.34% para HD y 3.28% para MWHD) se
Comparar el rendimiento Y tres volimenes de agua (1.0, 1.5y 2.0 L obtuvieron bajo las siguientes condiciones:
Ia C%m osicion auimica  PO" matraz). 120 min de HD y 2 L de agua; 40 min de
él/el AE dlz N, curagsavica MWHD, en tres potencias (500, 600 y MWHD y potencia de 700 W. Los (Nizio et al.,
i 700 W), tres tiempos de extraccion (20,  componentes principales del AE obtenido 2009)

por dos métodos de
extraccion.

30y 40 min) y tres volimenes de agua (0,
25y 50 mL).

Técnicas de caracterizacion

GC/MS y GC/FID, columna apolar.

por HD fueron shyobunol (24.0%) y
germacreno D-4-ol (10.2%) y por MWHD,
shyobunol (26.5%) y biciclogermacreno
(4.96%).
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Profundizar en la
caracterizacion de los
metabolitos secundarios
del AE de C. verbenacea

Meétodos de extraccion

HD.

Técnicas de caracterizacion

GC/MS y GC/FID, columna: apolar.
GC/MS, columna: quiral.
Cromatografia multidimensional
preparativa acoplada a MS, columnas:
polar y apolar.

Resonancia magnética nuclear (RMN).

Los componentes principales del AE fueron
a-pineno (25.3%) y a-santaleno (17.9%). Los
datos de cromatografia de gases quiral,
muestran distribucion enantiomérica de siete
componentes diferentes, se destacan (+) a-
pineno y (-) a-pineno, (+) limoneno y (-)
limoneno y (+) sabineno y (-) sabineno.

(Sciarrone et al.,
2017)

Determinar la
composicion quimica del
AE de V. curassavica, en
funcion de la hora de
colecta.

Meétodos de extraccién

HD de hojas frescas recolectadas a las
6:00, 9:00, 12:00, 15:00 y 18:00 h.
Técnicas de caracterizacion
GC/MS, columna apolar.

La hora de colecta no influy6 sobre el
rendimiento del AE, pero si en su
composicion quimica. Los compuestos
principales en todos los tiempos de
recoleccion fueron (E)-B-cariofileno (22.6-
27.4%), y-muuroleno (9.1-9.8%), a-pineno
(7.1-9.5%) y a-humuleno (3.3-4. 8%).

(Queiroz et al.,
2016)

Determinar la
composicion quimicay la

Métodos de extraccion

Se identificaron acido cafeico (3.85%), acido
clorogénico (1.59%), &cido galico (1.14%),
quercetina (1.09%) y rutina (0.38%) en los

L . ; SE, solvente: metanol. extractos metandlicos. La actividad (Matias et al.,
actividad antibacterianade -’ . L : .
extractos de \/ Técnicas de caracterizacion antibacteriana del extracto no fue 2013a)
. ' HPLC/DAD. clinicamente relevante, sin embargo, cuando
curassavica. : D
se combina con un antibiotico muestra
sinergismo.
Estudiar la composicion ~ Métodos de extraccion Los principales componentes identificados
P - ) en los extractos fueron: a-curcumeno (0.41-
quimica de los extractos ~ Extraccion Soxhlet, solventes: agua,
. 7.47%), calameneno (2.36-7.82%) y
de C. verbenacea acetona, etanol, acetato de etilo, S
: i : aromadendreno (2.70-11.8%). Todos los (Michielin et al.,
obtenidos por diferentes  diclorometano y hexano). =
extractos mostraron actividades 2009)

métodos de extracciéon y
evaluacion de su actividad
antibacteriana.

Extraccién con fluido supercritico.
Técnicas de caracterizacion
GC/MS, columna: apolar.

antibacterianas, contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, independiente
del método de extraccion.
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Métodos de extraccion

Evaluar la actividad HD.

antimicrobiana del AE y
extractos de

partes aéreas de

C. curassavica

metanol.
Técnicas de caracterizacion

SE, solventes: hexano, cloroformo y

GC/MS, columna: polar para el AE.
Reacciones colorimétricas (analisis
fitogquimico preliminar) para los extractos.

El AE y los extractos mostraron actividad

antimicrobiana contra bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas.

Los componentes mayoritarios del AE

fueron 4-metil,4-etenil-3-(1-metil etenill)-1-  (Hernandez et
(1 metilmetanol)ciclohexano (37.3%), - al., 2007)
eudesmol (19.2%) y espatulenol (11.3%). El

analisis fitoquimico de todos los extractos

mostra resultados positivos para triterpenos y

flavonoides.

Determinar la
composicion quimica del
AE de C. curassavicay
evaluar su actividad
larvicida.

Métodos de extraccion
HD.
Técnicas de caracterizacion

GC/MS y GC/FID, columna: apolar.

Los componentes principales del AE fueron
a-pineno (20.5%), biciclogermacreno
(13.8%), B-pineno (13.1%) y (E)-B-
cariofileno (12.4%). ElI AE de C. curassavica
mostré propiedades larvicidas contra las
larvas del mosquito transmisor de la fiebre
amarilla, Aedes aegypti.

(Santos et al.,
2006)

Métodos de extraccion
SE, solvente: diclorometano.
Aislar y caracterizar los Método de aislamiento

extractos de Cromatografia en columna de gel de

C. curassavica y evaluar  silice.

su actividad antifangicay Técnicas de caracterizacion

larvicida. HPLC/DAD para los extractos.
Espectrometria de masas
Resonancia magnética nuclear

Las cordiaquinonas A, B, Jy K, fueron

aisladas e identificadas en los extractos.

Demostraron propiedades antifungicas contra (loset et al.,
los hongos Cladosporium cucumerinum, 2000)
Candida albicans; y propiedades larvicidas

contra las larvas del mosquito Aedes aegypti.
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técnicas cromatogréaficas, requiere un analisis mas detallado, bajo diferentes configuraciones
operacionales, e.g., el tipo y la polaridad de la columna cromatografica, diferentes sistemas de
deteccién y el uso de material de referencia certificado como criterio de identificacion

confirmatorio de algunos compuestos.

En este proyecto de grado, se buscd aprovechar el conocimiento ya existente, para
profundizar, a traves de la quimica analitica, en el analisis de la composicion quimica de los
metabolitos secundarios presentes en V. curassavica. La obtencion de estos compuestos se llevo a
cabo por diferentes métodos de extraccién, a saber: MWHD para el aceite esencial, HS-SPME
para la fraccion volatil, SE y MSPD para los extractos, obtenidos de material vegetal antes y
después de su destilacion. La caracterizacion se realiz6 por diferentes técnicas cromatograficas
como GC/MS, GC/FID, HPLC/DAD y UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS, segln la naturaleza de

los analitos aislados.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo General

Determinar la composicion quimica de los metabolitos secundarios de Varronia
curassavica Jacq. (Boraginaceae), obtenidos por diferentes métodos de extraccion, a través del uso

de técnicas cromatograficas acopladas a diferentes sistemas de deteccion.

3.2 Objetivos especificos

Identificar y cuantificar los metabolitos secundarios del aceite esencial de V. curassavica,
obtenidos por hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas, por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas y cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacion
en llama.

Caracterizar por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas Yy
cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacion en llama, la fraccion volatil de hojas
y flores de V. curassavica, obtenidas por microextraccion en fase sélida de espacio de cabeza.

Comparar las composiciones quimicas de los extractos del material vegetal sin destilar y
destilado de V. curassavica, obtenidos por extraccion con solvente y dispersion de la matriz en
fase sélida, mediante cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de
diodos y cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia acoplada a un espectrometro de masas de

alta resolucion Q-Exactive.
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4. Metodologia
Este proyecto de grado tiene como objetivo estudiar el aceite esencial, la fraccion volatil y
los extractos de V. curassavica, obtenidos por diferentes métodos de extraccion, a través del uso
de técnicas cromatograficas. Se contempla el uso integral de la planta, mediante el
aprovechamiento de la biomasa residual, material después de la destilacion, para la obtencién de

los extractos. El procedimiento general se muestra en la Figura 9.

Figura 9.
Procedimiento general propuesto.
Propagacion y cultivo de Varronia curassavica
I
Identificacion botanica
'
Obtencion de metabolitos secundarios
v v
. Material antes y despues
Material fresco de la destilacion
v ! + !
MWHD HS-SPME SE MSPD
+ ] . . I ! 1
ceite raccion
esencial volatil SEeiEs
! ' v
Identificacion y cuantificacion de los compuestos
1 !
HPLC/DAD y
se/mey Ce/El UHPLC/Q-Orbitrap-HRMS

4.1 Reactivos y solventes

Para el desarrollo de este trabajo, se emplearon acido cafeico (>98%), acido rosmarinico
(>97%), &cido ursolico (>90%), (E)-p-cariofileno (98.5%), a-humuleno (96%), linalol  (97%),
limoneno (97%), B-mirceno (95%), 6xido de cariofileno (96%), a-pineno (98%), rutina (>94%) y
sabineno (96%), canfeno (95%), p-cimeno (99%), 1,8-cineol (99%), terpinen-4-ol (95%), a-
terpineol (90%), (E)-nerolidol (96%), todos adquiridos a Sigma-Aldrich (SA, St. Louis, MO,
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USA). Eriodictiol-7-O-glucésido (>98%), kaempferol-3-O-galactésido (>98%), pachipodol
(>98%) y salvigenina (>98%) se obtuvieron de Chemfaces (Wuhan, Ubei, China). Artemetina
(>98%) se compro a Phytolab (Vestenbergsgreuth, Baviera, Alemania). Acetonitrilo grado HPLC,
acido formico grado HPLC, iso-propanol (98%), gel de silice modificada con Cig, formiato de
amonio (>99%), metanol grado LC/MS, y agua Tipo | (sistema de purificacion Millipore Direct-
QTM) se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). El sulfato de sodio anhidro (>99%) se
obtuvo de Mallinckrodt Baker Inc. (Phillisburg, NJ, USA) La mezcla de n-alcanos Ce-Cos y el n-
tetradecano fueron obtenidos de AccuStandard Inc. (New Haven, CT, USA). Los gases helio, aire,

hidrogeno y nitrogeno (99.995%) fueron adquiridos a Messer (Bucaramanga, Colombia).

4.2 Material vegetal

Las plantas de Varronia curassavica se cultivaron y recolectaron en parcelas
experimentales ubicadas en el Complejo Agroindustrial Piloto del CENIVAM (N 07°08,442; WO
73°06,960; 960; 977 msnm), en el Campus Principal de la Universidad Industrial de Santander
(Bucaramanga, Santander, Colombia). La identificacion botanica fue realizada por el boténico, Dr.
Andrés Felipe Castafio Moreno, del Herbario de la Universidad Industrial de Santander. Una copia

del pliego-testigo, con su nimero de voucher, se registrd en este herbario.

4.3 Obtencion de metabolitos secundarios volatiles
4.3.1 Hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas

La obtencidn del aceite esencial se realizé segun lo indicado por Stashenko et al., (2010).
Partes aéreas de V. curassavica (300 g) suspendidas en agua (300 mL) se colocaron en un balén
de 2 L, que se conecto a un equipo de destilacion tipo Clevenger, con un reservorio de destilacion
Dean-Stark, adaptado a un sistema de calentamiento, en un horno de microondas doméstico, con
potencia de salida de 1600 W y frecuencia de radiacion de 2.4 GHz. El horno se oper6 a un 60%

de la potencia total. La muestra vegetal se calentd durante 45 min, en tres sesiones de 15 min.

El AE obtenido se seco con Na2SO4 anhidro, para evitar su dafio por humedad, se filtro, se
peso y se almacend hasta su analisis por cromatografia de gases. Las destilaciones se realizaron
por triplicado, los pesos se promediaron, y el rendimiento del AE se calculd con base en el peso

inicial del material vegetal utilizado.
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4.3.2 Microextraccion en fase solida de espacio de cabeza

El método HS-SPME ex vivo de hojas y flores, se realizo, segin la metodologia descrita
por Stashenko et al., (2013) con una fibra de poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno, PDMS/DVB
(65 um de espesor; SA, Milwaukee, Wisconsin, USA). El material vegetal recién cortado (100 mg),
se deposito en un vial de 5 mL con tapa y se acondiciond durante 10 min a 60 °C. El estandar
interno, n-tetradecano (ca. 2 mg), se incorpord al recubrimiento de la fibora SPME, por su
exposicion al hidrocarburo a 60 °C durante 5 s. Después de ello, la fibra se expuso durante 30 min
al interior del recipiente que contenia el material vegetal. La seleccion de este tiempo se baso en
experimentos preliminares y estudios previos.

La fibra se retir6 después de este tiempo y los compuestos volatiles se desorbieron
térmicamente en el puerto de inyeccion de un cromatografo de gases, a 250 °C, durante 5 min.
Todas las extracciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como valor
promedio * desviacidn estandar de area cromatogréafica relativa (%).

La cuantificacion de los compuestos presentes en la fraccion volatil de hojas y flores de V.
curassavica, se realizd por el método de estandarizacion interna. Para ello, se empled n-

tetradecano, como sustancia de referencia, segun la Ecuacion 1.

C X Ay .z
C = BT Ecuacion 1
(x) A(sTD)

Donde:

Cx)= Concentracion (mg/L) del analito en la muestra.
A= Area del pico cromatografico del analito (en cuentas).
Castpy= Concentracion (mg/L) del patron interno.

Aqstp)= Area del pico cromatografico del patron interno (en cuentas).

4.4 ldentificacion y cuantificacién de metabolitos secundarios volatiles
4.4.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

El AE y la fraccion volatil de V. curassavica se analizaron en un cromatdgrafo de gases,
GC 6890 Plus (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), equipado con un detector selectivo de
masas MSD 5973 Network (AT, Palo Alto, CA, USA), con ionizacién con electrones (El, 70 eV).
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El modo de inyeccion fue split (30:1) y la temperatura del inyector se mantuvo a 250 °C. La
temperatura del horno cromatografico se programo de 50 °C (5 min) de 150 °C (2 min) a 5 °C/min,
luego, hasta 230 °C (10 min), a 5 °C/min. Cuando se utilizé la columna DB-5MS, se adicion6 una

rampa con calentamiento hasta 275 °C (15 min), a 10°C/min (Véase Figura 10).

Los metabolitos secundarios volatiles se identificaron tentativamente por indices de
retencion lineales (Véase Ecuacion 2) en dos columnas, polar y apolar, calculados con base en la
serie homologa de n-alcanos Ce-C2s (Van den Dool & Kratz, 1963), en conjunto con espectros de
masas experimentales y por su comparacion con diferentes bases de datos (Adams, 2007; Wiley,
2008; NIST, 2017) y literatura cientifica. Para la identificacion confirmatoria se emplearon
sustancias patron. EI AE se inyectd en una concentracion de 10 mg/L con ISTD n-tetradecano (500
mg/L).

Figura 10.
Cromatografo de gases AT 6890 Plus, equipado con un detector selectivo de masas MS 5973 Network.

Nota. Laisha Dally Burgos Diaz, Laboratorio de Instrumentacion Analitica CROM-MASS. UIS,
Bucaramanga, julio de 2022.

IRLy = 100n + 100 [Ml Ecuacion 2

tR(N)-tR(n)
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Donde:

IRLx: Indice de retencion lineal del compuesto de interés (x).

n: Numero de carbonos del n—alcano que eluye antes del compuesto de interés (x).
tr: Tiempo de retencidn del compuesto de interés (X).

tr): Tiempo de retencion del n—alcano que eluye antes del compuesto de interés (x).

trov): Tiempo de retencion del n—alcano que eluye después del compuesto de interés (x).

4.4.2 Cromatografia de gases acoplada a un detector de ionizacion en llama

La cuantificacion de los compuestos presentes en el AE de V. curassavica se realizd en un
cromatografo de gases AT 6890N (AT, Palo Alto, CA, USA), acoplado a un detector de ionizacion
en llama FID. La separacion de componentes se llevé a cabo en columna capilar con una fase
estacionaria (f.e.) apolar de 5%-fenil-poli(metilsiloxano), 5%-Ph-PDMS, de caracteristicas
idénticas a las descritas para el analisis por GC/MS, asi como el gas de arrastre, su flujo, y la

programacion de temperatura del horno (Véase
Figura 11). El AE se inyect6 bajo la misma concentracion que GC/MS. La cuantificacion
se realizd usando el método del estindar externo con sustancias de referencia de a-pineno,

sabineno, B-mirceno, linalol, (E)-B-cariofileno, a-humuleno y oxido de cariofileno.

Figura 11.
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Cromatografo de gases AT 6890N, acoplado a un detector de ionizacién en llama FID.

Programacion de temperatura
del horno cromatogréfico

Nota. Laisha Dally Burgos Diaz, Laboratorio de Instrumentacion Analitica CROM-MASS. UIS,
Bucaramanga, mayo de 2022.

4.4.2.1 Determinacion de las figuras analiticas de mérito por GC/FID

La precision, entendida como la repetibilidad y la reproducibilidad de tiempos de retencion
y &reas cromatograficas; la linealidad, la sensibilidad, el limite de deteccion (LOD, por sus siglas
en inglés) y el limite de cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) se determinaron usando
sustancias de referencia, e.g., o-pineno, sabineno, B-mirceno, linalol, (E)-B-cariofileno, ao-
humuleno y 6xido de cariofileno. Cada compuesto se peséd (300 mg), se afor6 con diclorometano
(1 mL) y a partir de esta solucion, se realizaron diluciones en un rango de concentracién bajo (5-
100 mg/L), medio (150-2800 mg/L) y alto (3100-30000 mg/L). Los datos se procesaron con el
software MSDChemStation G1701DA, y el anélisis estadistico se realizd por el método de

minimos cuadrados.

La repetibilidad y la reproducibilidad del método se evaluaron, segun las Ecuaciones 3-5.
Se tomaron como referentes los coeficientes de variacion (CV, %) de tiempo de retencion (tr) y
area de cada compuesto.

n

_ 1

X= HZ X; Ecuacion 3
=1
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Ecuacién 4

Coeficiente de variacion, % = gxlOO Ecuaciéon 5

Donde x es el promedio de los datos, X; los datos, n el nimero de datos y S la desviacion estandar.

El coeficiente de determinacion (R?) de la curva de calibracion se empleé como indicador
de linealidad. La sensibilidad se determin con base en la pendiente de la recta, con un nivel de
confianza del 95%. La Ecuacidn 6, representa una recta ajustada, donde A es la ordenada de origen

y B la pendiente. Los valores de Ay B se determinaron, segun Miller, (1991) (Véase Ecuacion 7).

y=A +Bx Ecuacion 6

_ Qxy :Z?:lllxi' )_(l |yi_ }_Il
Q  XiiIxi-x[?

Ecuacioén 7

Donde:
x;: Concentracion de cada patron; X: Promedio de las concentraciones

y,: Respuesta en cada punto; y: Promedio de respuestas de patrones

La incertidumbre en los valores de la pendiente y del corte en el eje Y (Ecuacion 8-10) se

expresaron, segun Miller, (1991):

Ecuacién 8

Ecuacién 9

Ecuacién 10
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SA: Sy/x

Donde:

y;: Respuesta experimental de cada patron.

y.: Promedio estimado en cada punto, segun la ecuacion de la recta.

m: Numero total de puntos de la curva de calibracion.

Syix: Desviacion estandar de la regresion lineal

Sa: Incertidumbre en los valores de la ordenada, o corte con el eje Y (A).

Sg: Incertidumbre en los valores de pendiente (B).

El LOD y el LOQ para los compuestos presentes en el AE, se calcularon, segin Shrivastava &

Gupta, (2011), empleando las Ecuaciones 11-12.

LOD. m /L=3Sy/x
, Mg A

Ecuacioén 11

Sy/x

A

LOQ, mg/L =10 Ecuacion 12

4.5 Obtencion de metabolitos secundarios semi-volatiles y no volatiles

Para la obtencion de extractos de material vegetal antes y después de la destilacion, el
material vegetal se sometid a un proceso de secado, a sombra, en el vivero nimero 2 de CENIVAM
(Bucaramanga, Santander, Colombia, N 07°08,422' W 073°06,960"). Se registro el peso inicial de
una muestra de V. curassavica (1 kg) y se documentaron los cambios de su peso, durante varios
dias consecutivos, hasta encontrar un peso constante. EI procedimiento se realiz6 por triplicado y
los resultados se expresaron como valor promedio + desviacién estandar (n=3). La temperatura y
la humedad relativa del ambiente se registraron con un termohigrometro, cada media hora, durante
el dia. EI material vegetal seco, se picd en un molino de cuchillas con un tamiz de 1 mm, y se

almacend en frascos de vidrio hasta su extraccion.
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4.5.1 Extraccion con solvente asistida por ultrasonido

La obtencion de los extractos SE se realizo, segun las metodologias descritas por Borras-
Linares et al., (2015) y Pico-Herndndez et al., (2020) con algunas modificaciones. ElI material
vegetal (100 g) se mezclo con una solucion de EtOH (95%):H20 (2 L, 70:30%, v/v). La mezcla se
Ilevé a un bafio de ultrasonido (EImasonic S15H, Singen, Alemania) durante 1 h a 50 °C, con una
frecuencia de 37 kHz. La mezcla se filtro al vacio con un embudo Biichner (papel filtro Whatman
N° 1), un matraz Kitasato y una bomba de vacio (Vacuubrand, Wertheim, Alemania). Los
extractos obtenidos se rotaevaporaron en el equipo Heidolph (Hei-VAP, Advantage HL, Chicago,
USA), se secaron en un liofilizador de bandejas VirTis AdVantage Plus (SP Scientific, Gardiner,
New York, USA) y se almacenaron a 4 °C, en ausencia de luz, hasta su andlisis por cromatografia
liquida. Todas las extracciones se realizaron por triplicado, los pesos se promediaron, y el
rendimiento de los extractos obtenidos, se calculd con base en el peso inicial del material vegetal
utilizado.
4.5.2 Dispersion de la matriz en fase sélida

La obtencion de los extractos por MSPD se llevé a cabo, segtin la metodologia descrita por
Xiao et al., (2004), con algunas modificaciones, e.g., la relacion entre la muestra y el soporte
solido, 1:4. El material vegetal (0.5 g) se mezcld con el soporte sélido, gel de silice modificada
con Cig (2 g), e isopropanol (2 mL) como agente dispersante. La mezcla se macero6 durante 15 min,
hasta su completa homogeneizacién, y se transfirio a un cartucho casero de SPE sin fase
estacionaria. Se empled una solucion de EtOH (95%):H20 (2 L, 70:30%, v/v) para la elucién de
los componentes. Los extractos se concentraron hasta sequedad, mediante corriente de nitrogeno,
se llevaron a liofilizacion, se pesaron, para obtener los rendimientos de extraccién; y se

almacenaron a 4 °C hasta su analisis por cromatografia liquida.

4.6 ldentificacion y cuantificacion de metabolitos secundarios semi-volatiles y no volatiles
4.6.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia con un detector de arreglo de diodos

El analisis se realizo en un cromatografo liquido de alta eficiencia HPLC 1260 Infinity (AT,
Palo Alto, CA, USA) con columna cromatografica GEMINI Cis (Phenomenex, Torrance, CA,
USA) de 250 mm de longitud x 4.6 mm d.i. x 5 um tamafo de particula, con detector de arreglo
de diodos AT G1315D, bomba cuaternaria AT G1311C e inyector automatico AT G1329B (Vease
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Figura 12). La inyeccidn se realizé en modo automatico, el volumen de inyeccion fue 10 pL, aun
flujo en la columna de 1 mL/min, y temperatura de 35 °C. La fase movil del método fue la mezcla
de una solucion acuosa de &cido formico al 0.5% v/v (A) y acetonitrilo grado HPLC (B), con un
flujo de 1 mL/min y gradiente de elucion programado asi: 98% A (0 min), 88% A (15 min), 88%
A (15-23 min), 60% A (46 min), 10% A (71 min), 10% A (71-75 min), 98% A (80 min), 98% A
(80-85 min).

La deteccion de los compuestos se realizé a A=245 nm, 270 nm, 290 nm y 515 nm. La
identificacion de los compuestos se realizd por la comparacion de sus tiempos de retencion y
espectros ultravioleta-visible, con los de patrones de referencia adquiridos. El procesamiento de

los datos se realizd usando el software AT Chemstation B.04.02 SP1.

Figura 12.
Cromatografo liquido AT 1260, equipado con una bomba cuaternaria, y detectores UV-VIS y detectores

de arreglo de diodos, DAD.
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Nota. Laisha Dally Burgos Diaz, Laboratorio de Instrumentacion Analitica CROM-MASS. UIS,
Bucaramanga, mayo de 2022.
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4.6.2 Cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia acoplada a un espectrometro de masas
de alta resolucion Q-Exactive

La metodologia se realizd segin lo descrito por Prada et al., (2020), con algunas
modificaciones. El analisis de metabolitos secundarios se realiz6 mediante un sistema de
cromatografia liquida de ultra alta resolucion Vanquish™ (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA), equipado con una unidad de desgasificacion, una bomba binaria de gradiente, un
automuestreador (10 °C) y un compartimento de columna controlado termostéaticamente (40 °C).
La separacion cromatogréfica se realizé en una columna Zorbax Eclipse XDB Cig (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA), 50 mm de longitud x 2.1 mm d.i., tamafio de particula de 1.8 um. El caudal
de la fase movil que contenia agua (0.1% AF + 5 mM FA) (A) y MeOH (0.1% AF + 5 mM FA)
(B) fue de 300 uL/min. El volumen de inyeccion fue de 2 uL (Véase Figura 13).

Figura 13.
Cromatografo liquido de ultra-alta resolucion Vanquish™ equipado con una unidad de desgasificacion,

una bomba binaria de gradiente, un auto muestreador y un compartimento de columna controlado

termostaticamente.

Nota. Laisha Dally Burgos Diaz, Laboratorio de Instrumentacion Analitica CROM-MASS. UIS,
Bucaramanga, mayo de 2022.

El cromatdgrafo liquido se conectd a un espectrometro de masas Q-Exactive Plus Orbitrap

(Thermo Scientific, Bremen, Alemania) con una fuente de ionizacién por electronebulizacion
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(HESI-II), intercambiadores de polaridad en tiempos < 500 mseg con fragmentacion HCD. El
voltaje de pulverizacion (Vspray) fue de + 3.5 kV. La temperatura del nebulizador se fijo en 350 °C;
la temperatura del capilar fue de 320 °C; el gas envolvente y el gas auxiliar (N2) se ajustaron a 40
y 10 unidades arbitrarias, respectivamente. El nitrégeno, se obtuvo de un generador NM32LA
(Peak Scientific, Escocia, Reino Unido). Durante el barrido completo del MS, la resolucion de
masas se establecio en 70000 (ancho total a la mitad del maximo, en m/z 200) con objetivo de
control automatico de ganancia, 3x10°, tiempo maximo de inyeccion del C-trap de 200 ms y un
rango de exploracion de m/z 80-1000. Los iones inyectados a la celda HCD a través del C-trap se
fragmentaron con energias de colision normalizadas por pasos de 10 a 70 eV. Los espectros de
masas se registraron en modo SIM (monitoreo de iones seleccionados), segin la masa exacta de
los analitos de interés. Los datos se obtuvieron y analizaron con el software Thermo Scientific™
Dionex™ Chromeleon™ Chromatography Data System (CDS), version 7.2, y el software Thermo
Xcalibur 3.1 (TS, San José, CA, USA), respectivamente. Los datos se procesaron con el software
MSDChemStation G1701DA, y el analisis estadistico se realizd por el método de minimos
cuadrados. La identificacion tentativa de los compuestos se realizd por comparacion de los
espectros de masas y iones-producto con bases de datos (FoodB, 2020; NIST, 2017), ion
molecular, masas exactas, formula elemental, relacion isotdpica del carbono y compuestos
reportados en la literatura para especies del género Varronia. Para la identificacion confirmatoria
se usaron sustancias patron. La cuantificacion de los compuestos se realizé por el método de
estandarizacion externa empleando sustancias patrén. Las figuras analiticas de mérito por LC/MS,
se calcularon bajo las mismas ecuaciones de la Seccion 4.4.2.1. Los extractos se analizaron en una

concentracion de 100 mg/L.

5. Resultados y discusion de resultados
5.1 Identificacion boténica
En la Figura 14 se muestra la identificacion botanica, descripcién, nombre coman, nimero
de voucher y sinonimias de la especie bajo estudio.
Figura 14.

Pliego testigo de la especie identificada Varronia curassavica.
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sy Varronia curassavica Jacq,

Subarbusto aromatico con
pequenas flores blancas y
frutos de color rojo.

Familia: Boraginaceae
Geénero: Varronia
Especie: curassavica
Nombre comun: mulato

Voucher: 20892-Herbario UIS

Sinonimos: Cordia verbenacae
y Cordia curassavica

Nota. Laisha Dally Burgos Diaz. UIS, Bucaramanga, mayo de 2022.

5.2 Obtencion, caracterizacion y cuantificacion del aceite esencial

El aceite esencial de V. curassavica, obtenido por MWHD, es un liquido viscoso, con olor
caracteristico especiado, de color amarillo oscuro. El rendimiento del AE de partes aéreas frescas
fue de 0.16 + 0.04% p/p. Nizio et al., (2020) obtuvieron los rendimientos mas altos para el AE,
3.43% p/p por MWHD, en comparacion, con el obtenido experimentalmente y los reportados por
otros autores en la literatura.

Los procesos de obtencion del AE de V. curassavica han sido ampliamente estudiados con
el fin de optimizar la produccién de metabolitos secundarios volatiles, utiles en la industria
farmacéutica de productos naturales (Nascimento et al., 2020; Zotti-Sperotto et al., 2020). Se ha
demostrado que los mayores rendimientos del AE se obtienen a partir de hojas secas de la planta
por el método de hidrodestilacion.

Los metabolitos secundarios volatiles presentes en el AE de V. curassavica, obtenido por
MWHD, se analizaron por GC/MS, empleando los siguientes parametros de integracion de los
picos cromatogréaficos: area de rechazo del pico igual a 0.1 y umbral de integracion, threshold:

17.5. El perfil cromatogréafico, por columna apolar, se muestra en la Figura 15. En la Tabla 3, se
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registran los compuestos identificados en el AE, obtenido de partes aéreas frescas, junto con sus
cantidades relativas (% promedio, n = 3), y los indices de retencién lineales (LRI), obtenidos en
ambas columnas, polar y apolar.

Figura 15.

Cromatograma (TIC) del aceite esencial de V. curassavica obtenido por MWHD. GC/MS, columna DB-
5MS (60 m), split 1:30. ISTD (n-tetradecano, 500 mg/L).
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Nota. Véase la identificacién de los picos cromatogréaficos y sus cantidades relativas (%) en la Tabla 3.
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Tabla 3.
Composicién quimica por GC/MS del AE de partes aéreas de V. curassavica. El orden de elucion de los compuestos esta dado por la
columna DB-5MS.

N® pico _ Indices de retencion lineales (LRI) Area_relativa GC
Fig. 15 Compuesto Tipo DB-5MS . DB-WAX . (%,x+s,n=3)
EXxp. Lit. EXp. Lit. MWHD
1 Oxido de mesitilo®® cO 797 798¢ 1148 1152¢ 1.60 +0.10
2 Tricicleno®? MH 924 923f 1100 1112 0.10+0.10
3 o-Tujeno®? MH 927 926f 1022 1026 0.20 +£0.10
4 o-Pineno®P¢ MH 938 936f 1030 1025 12.0 £ 0.10
5 Canfeno®b° MH 952 950f 1070 1068" 0.40 £ 0.10
6 Sabineno®"¢ MH 975 976f 1127 1122f 1.50 + 0.07
7 B-Pineno?P MH 982 977f 1116 1110f 6.60 + 0.07
8 B-Mirceno®P© MH 988 989f 1164 1161° 1.10 + 0.03
9 p-Cimeno?P< MH 1026 1024° 1266 1270f 0.10 +£0.10
10 1,8-Cineol®P¢ MO 1035 1032f 1219 1211f 1.90 + 0.10
11 (E)-B-Ocimeno®® MH 1047 1048f 1257 1250f 0.10 +0.04
12 LinalolP< MO 1100 1099f 1532 1543f 0.30 +£0.10
13 Nonanal®? coO 1105 1103f 1398 1391f 0.40 +0.06
14 4-Acetil-1-metilciclohexeno®? CO 1136 1137¢ 1569 1568¢ 4.20+0.30
15 Pinocarveol?® MO 1147 1140 1663 1661 0.20+0.10
16 Borneol®? MO 1160 1166 1717 1699 0.10+0.10
17 Terpinen-4-0l2P¢ MO 1178 1177f 1608 1601f 0.10 +£0.10
18 o-Terpineol®P MO 1201 1189f 1680 1694f 0.20 +0.10
19 Acetato de bornilo®? coO 1289 1284f 1596 1579 1.13 £ 0.02
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20 o-Ylangeno?P SH 1377 1370f 1497 1484f 0.52 + 0.04
21 o-Copaeno®? SH 1385 1376f 1511 1491f 3.20 £ 0.07
22 B-Elemeno®P SH 1396 1390f 1600 1591f 2.00 +0.20
23 (Z)-a-Bergamoteno?P SH 1422 1414 1542 1559f 0.10+0.10
24 (E)-B-Cariofileno®P< SH 1436 1420f 1620 1598f 11.0 £0.90
25 (E)-a-Bergamoteno®® SH 1441 1434 1590 1576 0.72+0.03
26 (2)-p-Farneseno®® SH 1448 1440f 1656 1651f 0.70 £0.20
27 (E)-B-Farneseno?P SH 1457 1456f 1673 1664f 3.00 £ 0.50
28 a-Humuleno®P¢ SH 1469 1460° 1680 1666 2.00 +0.10
29 y-Gurjuneno®? SH 1475 1475 1660 1668" 0.30 +£0.02
30 y-Muroleno?P SH 1481 1478f 1707 1690f 0.20 +0.02
31 Germacreno D#P¢ SH 1494 1481° 1722 1708f 6.00 = 1.00
32 Biciclogermacreno®® SH 1507 1500° 1749 1734" 1.30 +£0.10
33 Cubebol?P SO 1514 1514f 1955 1941f 3.00 £ 0.80
34 (2)-Calameneno?P SH 1522 1522f 1842 1834f 1.12 £ 0.03
35 5-Cadineno?® SH 1528 1523f 1771 1755f 1.70 £ 0.30
36 (E)-Calameneno®® SH 1542 1528f 1842 1823f 0.60 +0.10
37 (E)-o-Bisaboleno?P SH 1546 1540f 1779 1775f 1.20 £ 0.20
38 Germacreno B*P SH 1552 1551f 1834 1824f 2.02 +0.05
39 (E)-Nerolidol*®¢ SO 1561 1561f 2046 2036 1.30 £ 0.10
40 Espatulenol®® SO 1590 1577f 2141 2126 1.20 £ 0.20
41 Oxido de cariofileno*®< SO 1597 1598f 2000 1986f 3.50 £ 0.10
42 Epoxido Il de humuleno®® SO 1613 1608f 2063 2047° 0.80 +0.20
43 C15H240 (N.1.) SO 1626 - 1901 - 0.80 +0.10
44 t-Cadinol®? SO 1633 1636f 2149 2169 0.80 + 0.30

45 CisHaO (N.1.) o) 1646 - 2187 - 0.60 £ 0.20
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46 Cubenol®P SO 1654 1646 2072 2067 0.80 £ 0.10
47 a-CadinolP SO 1676 1666 2237 2227 4.00 £ 0.30
48 a-Bisabolol*® SO 1698 1683 2231 2214 9.30 £ 0.40
49 (2)-o-Atlantona®® SO 1710 1713" 2228 2235 0.55 + 0.09
50 (Z)-p-Santalol®® SO 1720 1716 2441 2442% 0.80 +0.20
51 (E)-B-Santalol®? SO 1730 1738 2441 2474% 0.30+0.10
52 (E)-a-Atlantona®® SO 1783 1781" 2339 2328 1.50 + 0.20
Monoterpenos hidrocarbonados (MH) 22.1 £ 0.05
Monoterpernos oxigenados (MO) 2.80 £ 0.02
Sesquiterpenos hidrocarbonados (SH) 37.0+£0.27
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 29.0 £ 0.33
Otros compuestos oxigenados (CO) 7.30 £0.13
Total de compuestos identificados (%) 98.3
?|dentificacion tentativa basada en tiempos de retencidn (tr) e indices de retencion lineal (LRI) de columnas DB-5MS (no polar) y DB-
WAX (polar).

b|dentificacion tentativa basada en los espectros de masas (MS; El, 70 eV, coincidencia > 95%), estudio del patron de fragmentacion (EI,
70 eV), y con consulta de las bases de datos espectrales (Adams, 2007; Wiley, 2008; NIST, 2017).

¢ Identificacion confirmatoria basada en sustancias de referencia (STD), i.e., a-pineno (98%, LRIpg-sms= 937, LRIps-wax=1024), canfeno
(95%, LRIpp-sms= 964 , LRIps-wax= 1068), sabineno (95%, LRIpssms= 976, LRIpe-wax= 1124), B-mirceno (94%, LRIpg-sms= 989,
LRIp-wax= 1165), p-cimeno (99%, LRIpg-sms= 1028, LRIps-wax= 1274), 1,8-cineol (99%, LRIpg-sms= 1036, LRIpe-wax= 1215), linalol
(97%, LRIpe-sms= 1102, LRIpe-wax= 1151), terpinen-4-ol (95%, LRIpe-sms= 1187, LRIpe-wax= 1611), a-terpineol (90%, LRIpg-sms=
1202, LRIpe-wax= 1704), (E)-B-cariofileno (98.5%, LRIpssms= 1434, LRIpg-wax= 1611), a-humuleno (96%, LRIpg-sms= 1470, LRIpg-
WAX= 1683), germacreno D (90%, LRIpg-sms= 1490, LRIpe-wax= 1716), (E)-nerolidol (96%, LRIpg-sms= 1534, LRIpg-wax= 2261) Yy
oxido de cariofileno (95%, LRIpgsms= 1598, LRIps-wax= 1996) comparacion de espectros de masas (MS; El, 70 eV, >95% de
concordancia) y tiempo de retencion (tr). N.l. Compuestos no identificados.

dLazarevié et al., (2010).

¢Shimoda et al., (1995).

Babushok et al., (2011).

9Takaku et al., (2007).

"Adams, (2007).
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'Paoli et al., (2011).
JFacanali et al., (2020).
kBraun et al., (2007).
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Se identificaron 52 compuestos (cantidades relativas >0.1%), en el AE de partes aéreas de
V. curassavica, obtenido por MWHD. Los compuestos mayoritarios presentes en el AE fueron el
a-pineno (12.0 £ 0.10%), el (E)-p-cariofileno (11.0 £ 0.90%), el a-bisabolol (9.30 £ 0.40%), el B-
pineno (6.60 + 0.07%) y el germacreno D (6.00 £ 1.00%). Nizio et al., (2015) reportaron
cantidades de a-pineno (17.39%), (E)-B-cariofileno (12.52%), a-gurjuneno (11.74%), B-pineno
(5.55%) y germacreno D (4.63%), en el AE de V. curassavica hojas secas, quimiotipo VAC-425,
cultivado en Brasil. Por otra parte, Sciarrone et al., (2017) obsevaron que el AE obtenido también
de plantas de origen brasilefio, presenta como compuestos principales al a-pineno (25.32%), el
(E)-p-cariofileno (7.66%), el a-humuleno (2.21%), el sabineno (0.66%), y el B-mirceno (0.13%).
Los resultados de este trabajo, en cuanto a los componentes mayoritarios del aceite, son mas
parecidos a los obtenidos por Nizio et al., (2015), aunque difieren muy poco de los encontrados
por Sciarrone et al., (2017). La variabilidad de compuestos en el AE de V. curassavica, depende
de las condiciones geobotanicas del medio, el estado fenoldgico, edad, época de recoleccion, parte
de la planta de donde se extraen y metodo de obtencion, entre otros factores (Figueiredo et al.,
2008). De igual manera, puede estar relacionada con la capacidad de las enzimas terpeno-sintasa
de convertir el sustrato prenil-difosfato en varios productos durante los diversos ciclos de reaccion
(Degenhardt et al., 2009). Los hidrocarburos sesquiterpénicos fueron la familia predominante en
el AE de V. curassavica. Tonial et al., (2020) reportan contenidos similares de sesquiterpenos (38-
48%) en el AE de plantas cultivadas en Brasil. Dado que los constituyentes mas abundantes
pertenecen a la familia de los sesquiterpenoides, es probable que la ruta biosintética del acido

mevalonico en la planta sea muy activa.

Los pardmetros cromatograficos empleados permitieron la separacion en la columna DB-
5MS (60 m) y elucidacion tentativa de cinco pares de isomeros geométricos, debido a la diferencia
en sus temperaturas de ebullicion (Stashenko & Martinez, 2010), e.g., (Z /E)-a-bergamoteno, (Z
/E)-p-farneseno, (Z /E)-calameneno, (Z /E)-B-santalol y (Z / E)-a-atlantona. Estos resultados son
acordes con los reportados por Facanali et al., (2020), usando cromatografia de gases
bidimensional completa (GCxGC/FID/MS).

El espectro de masas del compuesto mayoritario del AE, el monoterpeno o-pineno y

obtenido por GC/MS, se presenta en la Figura 16. Este monoterpeno monaociclico presenta en el



ESTUDIO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE V. CURASSAVICA 59

ion m/z 93 (100%) como pico de base o de alta intensidad, producido por una ruptura alilica en la
molécula, acompafiada de la eliminacion del radical CzH7". El ion molecular M™ (m/z 136) es de
intensidad baja (>10%) y se descompone eliminando sucesivamente los radicales CHs" y CsH7",
con formacion de los iones m/z 121 y 93, respectivamente. El ion [M- C3H7]* posteriormente
pierde CH3" para generar el fragmento [M- CsH7*- CHs']" en m/z 79.

Figura 16.

Espectro de masas del monoterpeno a-pineno. GC/MS, columna DB-5MS.
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En el espectro de masas del monoterpeno se observan picos muy débiles en la regién de
masas <m/z 79, lo que indica cierta estabilidad inherente del sistema ciclico al impacto de
electrones. La similitud “cualitativa” de los espectros de masas de monoterpenos en el AE de V.
curassavica, se atribuye a la isomerizacion de sus iones moleculares debido a la migracion de los
enlaces dobles bajo el modo de ionizacién, que conduce a la formacién de iones M*™ isomerizados,
de estructura comun. Por consiguiente, estos iones poseen el mismo patron de fragmentacién y las
diferencias entre las intensidades de los fragmentos caracteristicos (m/z 121, 93, 91, 79y 77) se
deben solamente a las “desigualdades” en las energias conformacionales de los monoterpenos

(Stashenko et al., 1998).
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En la Figura 17, se muestra el perfil cromatografico por GC/FID del AE de V. curassavica,
columna apolar. La cuantificacién de los compuestos, identificados confirmatoriamente, por
GC/FID en el AE de V. curassavica y las figuras de mérito, a partir de las areas cromatograficas
de cada sustancia patron se describen en la Tabla 4. Los resultados se reportan como mg de
sustancia de interés x 10°/ kg de AE + desviacion estandar. Las curvas de calibracion de las

sustancias patron utilizadas para este estudio, se presentan en el Anexo 1.

Figura 17.

Cromatograma (TIC) del aceite esencial de V. curassavica obtenido por MWHD. GC/FID, columna DB-5
(60 m), split 1:30. ISTD (n-tetradecano, 500 mg/L).

) 4
-]
< 800 24 31
0O
s- / :
g 600+ =
[} Zil
o
S 400/ l 48
e] 14
< 5 4
200] 1 l 16 28
l 10 i 19 41 l 52
L I, 3 Ll
100 150 20.0 250 30.0 35.0 400 450 500 550 tgmin
Tabla 4.

Cuantificacion por GC/FID, del AE de V. curassavica, obtenido por MWHD mediante curvas de
calibracion externas con el uso de sustancias patron.

Rango mg x10%/ kg AE,
Compuesto I%I(;]:Imrlr?o , Ecuacion lineal®  R? mL?i mL?i iGN =)
L g/kg mg/kg e

a-Pineno 2930-22560 y=0.69x -458.1 0.998 10 30 180 £ 2.00
Sabineno 10-450 y =0.64x -6.27 0.992 45 150 15.1+£0.70
B-Mirceno 370-2370 y=0.59x-23.3 0.990 10 30 16.6 £0.20
Linalol 10-70 y=0.61x+0.85 0.995 5 20 4.60 £0.30
(E)-p-Cariofileno 115-2090 y =0.86x - 10.0 0.996 10 20 99.0+£0.40
q-HumuIeno 115-1500 y=0.62x+355 0.995 5 10 15.0+£0.10
Oxido de 30-260  y=087x-7.66 0995 20 50 16.2 +0.10
cariofileno

“Las sustancias de referencia (300 mg) se disolvieron en diclorometano (1 mL).
Curvas de calibracion realizadas por el método de estandarizacion externa.
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La cuantificacion mostro que el AE de V. curassavica presenta un alto contenido de a-
pineno (180 g/kg AE), utilizado como precursor de moléculas en sintesis orgéanica (Brown &
Ramachandran, 1995) y en la industria de sabores y fragancias (Castellanos et al., 2007). También,
contiene 99 g/kg AE de (E)-B-cariofileno, 16.6 g/kg AE de B-mirceno, 15.1 g/kg AE de sabineno
y 15 g/kg AE de a-humuleno. Sciarrone et al., (2017), reportaron cantidades absolutas menores
que las encontradas en este estudio para sabineno (6.4 g/kg AE), B-mirceno (6.4 g/kg AE) y (E)-
B-cariofileno (74 g/kg AE). EI AE de V. curassavica, de plantas cultivadas en Brasil, presento

mayor contenido de a-pineno (244.8 g/kg AE) y a-humuleno (21.3 g/kg AE).

Con el fin de comparar las familias de compuestos principales presentes en el AE de V.
curassavica, obtenido por MWHD, con ISTD n-tetradecano (500 mg/L), en la

Figura 18 se presenta graficamente la relacion de areas cromatograficas entre los analitos
de interés y el estandar interno (XAi / Aistp). Se puede observar que el AE de V. curassavica que
se encuentra en los tricomas glandulares globulares de las hojas (Santos et al., 2013) es rico en
compuestos de tipo sesquiterpenoide. La informacion encontrada del AE de V. curassavica, que
crece en Colombia, es Gtil para el desarrollo de formulaciones en la industria farmacéutica, debido
a las propiedades bioldgicas atribuidas al AE, particularmente a los sesquiterpenos (E)-B-
cariofileno y a-humuleno (Véase Tabla 5).

Figura 18.
Comparacion cuantitativa (relacion XA |Aisto, ISTD = n-tetradecano, 500 mg/L) de las principales
familias de sustancias extraidas por MWHD del AE de V. curassavica. GC/FID, columna DB-5 (60 m),
split 1:30.
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Tabla 5.

Actividades bioldgicas comprobadas del AE de V. curassavica.

Actividad
evaluada

Especie evaluada Resultado

Referencias

Anti-inflamatoria
in vivo

El (E)-B-cariofileno y el a-
humuleno presentan efectos
Ratas y ratones inhibitorios sobre el edema
inducido por carragenina en
las patas de ratones y ratas.

(Fernandes et al.,
2007; Medeiros et
al., 2007; Pimentel
etal., 2012)

El AE inhibi6 el efecto del

Ant!-fungma Colletotrichum hongo C. truncatum, que (Silva et al., 2012)
In vItro fruncatum - . .

infecta a las semillas de soja.

El AE mostro efectos
Anti-fanaica PseUdOCercosnora inhibitorios sobre P. griseola,
Ant-tung . P el agente etiologico de la (Hoyos et al., 2012)
in vitro griseola . "

mancha de la hoja del frijol

comun.

El AE inhibi6 ca. 75% del
Anti-fungica Lasiodoplodia crecimiento micelial de L. (Nizio et al., 2015)
in vitro theobromae theobromae, el hongo que Y

afecta los cultivos de cacao.

Anti-parasitaria
in vivo e in vitro

El AE caus6 el 100% de
mortalidad al parésito que
causa la enfermedad del punto
blanco en los peces.

El a-pineno es el compuesto
gue mas contribuyo en esta
actividad.

Ichthyophhthirius
multifiliis

(Nizio et al., 2018)

Antibacteriana
in vitro

Staphylococcus
aureus, Bacillus
cereus y Bacillus
subtilis.

Las bacterias Gram-positivas
analizadas fueron sensibles al
AE de C. verbenacea.

(De Carvalho et al.,
2004)

5.3 Secado y tratamiento del material vegetal

Para la obtencidn de extractos, a partir la biomasa residual, subproducto de la destilacion,

el material vegetal se sometio a un proceso de secado, a sombra. En la Figura 19, se muestra la

curva de secado del material vegetal de V. curassavica después de su destilacion. Para efectos del

experimento, se recolectd material de tres destilaciones continuas (ca. 400 g) por triplicado. En la

Tabla 6, se muestran los resultados de la pérdida de peso de material vegetal destilado en funcién

del tiempo.
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Figura 19.

Curva de secado del material vegetal de V. curassavica después de su destilacion por hidrodesilacion
asistida, realizada del 15 al 30 de octubre de 2021 (28 £ 1 °C; 46 + 0.4% humedad relativa).
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Nota. Lugar de almacenamiento; vivero nimero dos del Complejo Piloto Agroindustrial CENIVAM, UIS.
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Tabla 6.
Resultados de la pérdida de humedad del material vegetal de V. curassavica, después de la
destilacion, en funcion del tiempo.

Dia Peso del material, kg Temperatura, °C Humedad relativa, %
(xs,n=3) (xs,n=36)* (£s,n=36)*
0 1.20 + 0.10 28.0 + 1.0 51.0 + 2.0
1 0.60 + 0.30 28.0 + 1.0 47.0 + 5.0
2 0.50 + 0.70 27.0 + 1.0 47.0 + 2.0
5 0.40 + 0.50 29.2 + 0.5 47.0 + 2.0
6 0.40 + 0.60 28.3 + 0.3 46.0 + 3.0
7 0.40 + 0.20 29.0 + 2.0 46.0 + 2.0
8 0.47 + 0.01 29.0 + 1.0 48.3 + 0.6
9 0.47 + 0.01 28.4 + 0.7 49.0 + 2.0
12 0.40 + 0.10 29.0 + 1.0 49.0 + 1.0
13 0.40 + 0.60 28.0 + 2.0 46.0 + 1.0
14 0.30 + 0.30 27.0 + 2.0 46.0 + 3.0
15 0.30 + 0.10 28.0 + 1.0 46.0 + 1.0

*La temperatura y la humedad del ambiente se registraron con un termohigrémetro, cada media
hora, durante el dia.

Después de 15 dias de secado del material vegetal destilado de V. curassavica, bajo la
sombra, se alcanzé la humedad de equilibrio (68.1 + 0.10%) del material vegetal versus la humedad

del medio ambiente.

5.4 Caracterizacion quimica de la fraccién volatil de hojas y flores de V. curassavica
HS-SPME es un proceso de equilibrio donde se consideran tres (3) fases: el recubrimiento
de la fibra, la fase gaseosa o headspace, y una fase condensada estimada homogénea. Durante la
extraccion los analitos migran entre las fases hasta que se alcanza el equilibrio. El tiempo de
exposicion de la fibra ideal para el monitoreo de la fraccion volétil, es aquel donde la cantidad de

analito adsorbido por la fibra permanece constante (Alonso et al., 2003).

En la

Figura 20, se muestran los perfiles de saturacion de las exposiciones entre la fibra y
matrices evaluadas (hojas y flores de V. curassavica), en funcién del tiempo. Se evaluaron seis
tiempos de exposicion (5, 10, 20, 30, 40 y 60 min) con el objetivo de seleccionar el tiempo de

exposicion de la fibra con la muestra (Véase Tabla 7).
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Figura 20.

Perfiles de saturacion de la exposicién entre la fibra y las A. Hojas y B. Flores de V. curassavica, en
funcidn del tiempo, obtenidas por HS-SPME / GC/FID. Columna DB-5 (60 m), split 1:30.
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Tabla 7.

Areas cromatogréficas totales de las fracciones volatiles de hojas y flores, obtenidas por HS-
SPME / GC/FID. Columna DB-5 (60 m), split 1:30.

Area cromatogréafica total x 103 (%, valor = SD, n = 3)

Tiempo Hojas Flores
(min) Promedio Desviacion ((:)V’ Promedio Desviacion <’
Yo %
5 38.2 + 0.80 2 20.0 + 1.50 8
10 52.0 + 1.60 3 24.0 + 1.30 5
20 58.4 + 0.60 1 25.6 + 0.80 3
30 57.0 + 1.00 2 25.0 + 2.00 8
40 58.0 + 2.60 4 25.8 + 0.20 1
60 52.8 + 0.70 1 22.0 + 2.30 10
Enla

Figura 20, se observé que, entre los 20 y 30 min de exposicion, las areas cromatogréaficas
totales de las fracciones volatiles de hojas y de flores de V. curassavica presentan un
comportamiento constante. Los equilibrios de absorcién en ambas fibras se completan a los 30
min, pese a ser evaluadas en concentraciones diferentes. La concentracion del analito influye
directamente en el area cromatografica, y no en el tiempo de equilibrio, por las saturaciones de la
fibra con el analito, resultado de los dos equilibrios presentados en este tipo de sistemas, liquido-
gas y gas-sélido (Héthelyi et al., 2010; Wang et al., 2021).
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Los metabolitos secundarios volatiles presentes en las fracciones volatiles de hojas y flores
de V. curassavica, obtenidas por HS-SPME, se analizaron por GC/MS, empleando los mismos
pardmetros de integracion de los picos cromatograficos del AE: area de rechazo del pico igual a
0.1y umbral de integracion, threshold: 17.5. El perfil cromatografico de la fraccion volatil de hojas
de V. curassavica, obtenida por HS-SPME se presenta en la Figura 21. De igual manera, el perfil
cromatogréfico de la fraccion volatil de flores de V. curassavica, se presenta en la Figura 22. En
la Tabla 8, se registran los compuestos identificados, junto con sus cantidades relativas (%
promedio, n = 3), y los indices de retencion lineales (LRI), obtenidos en ambas columnas, polar y
apolar.

Figura 21.

Cromatograma (TIC) de la fraccidn volatil de hojas de V. curassavica, obtenida por HS-SPME. Columna
DB-5MS, 60 m. Fibra: PDMS/DVB, 65 um.
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Figura 22.

Cromatograma (TIC) de la fraccidn volatil de flores de V. curassavica, obtenida por HS-SPME. Columna
DB-5MS, 60 m. Fibra: PDMS/DVB, 65 um.
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Figura 23.

Distribucion de familias en funcion del tiempo para los compuestos volatiles en flores de V. curassavica.
obtenidas por HS-SPME / GC/FID. Columna DB-5 (60 m), split 1:30.
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Tabla 8.
Relacién de entre familias en funcién del tiempo para los compuestos volatiles en flores de V.
curassavica y el estandar interno (XA4i | Aistp).

Familia/Tiempo 5min  10min 20min 30min 40min 60 min

(H,\'/Idgl‘;carb“ros MONOWerpenicos 555 603 764 889 630, 482
Monoterpenos oxigenados
(MO)

Hidrocarburos sesquiterpénicos
(SH)

(Sggq)”'terpenos oxigenados 016 033 039 040 031 048

Compuestos oxigenados (CO) 0.05 0.05 0.05 0.05 100 0.05

0.44 0.52 0.59 0.67 0.54 0.46

4.70 7.64 7.85 9.44 9.30 9.29
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El tiempo de equilibrio fibra-muestra, donde se alcanz6 el max. de adsorcion, para todas
las familias de compuestos presentes en la fraccion volatil fue de 30 min. Se encontré que la
fragancia de las hojas y las flores esta dada principalmente por el a-pineno (24.0-10.8%) vy el (E)-
B-cariofileno (23.0-31.2%), respectivamente. Estos resultados son coherentes comparados con los
encontrados en el AE. El perfil de compuestos volatiles emitidos por las hojas y las flores depende
también de la hora del dia; los insectos que la polinizan, que pueden ser diurnos o nocturnos, y, de
ello, dependerd también la cinética de emanacion de compuestos fragantes y el tipo de los volatiles
emitidos, que varian, para la mayoria de las plantas, con la hora del dia (ritmo circadiano) y segun

la funcion bioldgica que cumplen (Stashenko & Martinez, 2013).

5.5 Caracterizacion quimica y cuantificacion de los extractos SE y MSPD de V.
curassavica por cromatografia liquida
En la Tabla 9, se presentan los rendimientos de extraccion por las técnicas SE y MSPD

para material vegetal antes y después de la destilacion de partes aéreas de V. curassavica.

Tabla 9.
Rendimiento de los extractos obtenidos de partes aéreas de V. curassavica

Rendimientos, % p/p (X £ s, n=3)

Antes de la destilacion Después de la destilacion
SE MSPD SE MSPD
11.7+0.1 153+04 6.2+£0.6 10.1+0.6

Los extractos MSPD, de material vegetal antes y después de su destilacion, tuvieron los
mayores rendimientos de extraccion (15.3% p/p y 10.1% p/p, respectivamente), en comparacion
con los extractos SE. Los rendimientos de extraccion para SE reportados en la literatura varian
desde el 8.13% p/p hasta el 14.2% p/p, este dltimo, cercano al obtenido experimentalmente
(Hernandez et al., 2007; Michielin et al., 2009)

El proceso destilativo por MWHD tuvo un efecto negativo sobre los rendimientos de
extraccion. Los rendimientos obtenidos por SE y MSPD de material vegetal después de su
destilacion, fueron menores, en comparacion, con los extractos obtenidos de material vegetal antes

de su destilacion (Véase Tabla 9). Es posible que algunos polifenoles presentes en el material



69

vegetal se degraden por accién de la temperatura (loannou et al., 2019) ,0 se solubilicen, debido a

la condensacion del vapor de agua dentro del alambique (Ferreira & Pinho, 2012).

Los metabolitos secundarios semi-volatiles y no volatiles presentes en los extractos SE y
MSPD de material vegetal antes y después de la destilacion de V. curassavica, se analizaron por
HPLC/DAD, empleando los siguientes parametros de integracion de los picos cromatograficos:
area de rechazo del pico igual a 10, ancho de pico de 0.01, altura de rechazo del pico igual a5y
sensibilidad de la pendiente de 2. Los perfiles cromatograficos a diferentes longitudes de onda, por

columna Cig en fase reversa, se muestran en la Figura 24.

Figura 24.

Perfiles cromatogréaficos del extracto hidroetandlico de V. curassavica, antes de su destilacién.
HPLC/DAD, Columna Cug, 250 mm x 4.6 mm (d.i.) x 5 um.
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Las sefiales cromatograficas obtenidas a diferentes longitudes de onda presentan el mismo
comportamiento para todos los extractos, de material vegetal antes y después de la destilacion. Se
observa que a longitudes de onda (A=270 y 290 nm) el perfil cromatogréfico muestra sefiales
caracteristicas de compuestos fenolicos. La ausencia de picos cromatograficos en la A=515 nm,

indica que los extractos de V. curassavica, obtenidos por SE y MSPD, a partir de material vegetal
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antes y despues de la destilacion, no contienen antocianinas, debido a que sus espectros UV-Vis
muestran picos de absorcién entre 505-535 nm (Saha et al., 2020).

En la Figura 25 se muestran los perfiles cromatograficos, a A=270 nm, de los extractos
obtenido por SE, de material vegetal antes y después de la destilacion de V. curassavica. De igual
manera, en la

Figura 26 se muestran los perfiles cromatograficos de los extractos obtenidos por MSPD.

La identificacion de los compuestos presentes en todos los extractos se presenta en la Tabla 10.

Figura 25.

Perfiles cromatograficos de los extractos SE de partes aéreas de material vegetal antes y después de la

destilacion de V. curassavica. HPLC/DAD, Columna Cas, 250 mm de longitud x 4.6 mm (d.i.) x 5 um, 2=270
nm.
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Nota. Véase la identificacion de los picos cromatogréficos en la Tabla 10.
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Perfiles cromatogréficos de los extractos MSPD de partes aéreas de material vegetal antes y después de

la destilacion de V. curassavica. HPLC/DAD, Columna Cis, 250 mm de longitud x 4.6 mm (d.i.) x 5 um,

A=270 nm.
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Nota. Véase la identificacion de los picos cromatogréficos en la Tabla 10.

Con el fin de elucidar e identificar inequivocamente los metabolitos secundarios semi-

volatiles y no volétiles presentes en los extractos SE y MSPD de material vegetal antes y después

de la destilacion de V. curassavica, éstos se analizaron también por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-

HRMS, empleando los siguientes parametros de procesamiento de los picos cromatograficos:

smoothing tipo Gaussian, 15 puntos; tolerancia de masa de 5.0 ppm y precisién de masa de cinco

(5) decimales. Las corrientes idnicas extraidas (EIC) de los extractos SE, de V. curassavica, antes

y después de su destilacion, se muestran en la Figura 27.
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Figura 27.

Corrientes idnicas extraidas (EIC) en modo SIM de los extractos SE de V. curassavica, de material

vegetal antes y después de su destilacion.
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Nota. Véase la identificacién de los componentes en la Tabla 10.

La cuantificacion de los compuestos presentes en los extractos de V. curassavica, se realizé
por el método de estandarizacion externa empleando sustancias patron (Véase Tabla 11). La
hidroxi-artemetina y la retusina, compuestos identificados tentativamente, se cuantificaron con las
curvas de calibracion de la artemetina y el pachipodol, respectivamente, por sus estructuras
quimicas similares. Los cordianales B y C no se cuantificaron. No se disponia de una sustancia
patrén analoga. La identificacion por espectrometria de masas se realizo con base en estudio de
patrones de fragmentacion de espectros de masas obtenidos, relacion isotopica de carbono y por
comparacion de bases de datos (FoodB, 2022; NIST, 2017).
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Tabla 10.

Masas exactas de iones o moléculas protonadas [M+H]" y deprotonadas [M-H], identificadas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS
operado en modo SIM, de compuestos presentes extractos vegetales de V. curassavica.

N° lones-producto
pico, . . - A HCD, .
Fig. Compuesto Formula [M+H] [M-H] opm eV Pérdida Formula iz, % Ref.
28 (ppm)
Acido ) CgH702 135.04402
1 cafeico?be CoHgO4 - 179.03404 5.42 20 [M-H]-CO: (8.37) (100) d
Eriodictiol-7- [M‘H]-'CGHloos 8-152"3';106 (2;_3076())5576
? %Césidoa,b,c CalzOu - 44910818 166 20 101 1 GeHie0s-  CrHsOs 151.00259  °
J CsHsO» (7.20) (16)
- C21H19012 463.08554
[M-H]-CsH1004 (5.74) 1)
< abc ) [M-H]-CeH1004- C15H90O7 301.03500
3  Rutina C27H30016 609.14545 1.08 20 CoH1005 (1.23) (12) f
[M-H]-CeH1004- C7H304 151.00261
CeH1005-CsHsO3 (7.10) (1)
) CoHgOs 197.04469
) CoH704 179.03397
. Acido . IMHI-CoHeO:— (5.67) (6)
. ape CisHi60s - 359.07678 1.27 10 g
rosmarinico** [M-H]-CoHgOs-H20 CoHs03 161.02335
STIBATIZE (6.65) (100)
) CsH70O2 135.04398
[M-H]-CoHsO4-CO2 (8.71) @)
Kaempferol-3- [M+H]-CsH110s 8154;';306 (2;3;1).03262
5 Oa-lactésidoa'b'c CuboOw - 44709265 141 20 ey o G, rerooovs M
9 CeHsO2 (7.50) (1)




n C19H1809 390.09384
n i C18H1509 375.07050
[M+H]"-CHs-CHs 75 (100)
o [M+H]*-CHa-H20 éls?l-l'?lisos ?1)2.08316
b CaoHaoOo 405.11743 142 40 '
artemetina® [M+H]*(CHs)2-H20 C18H130s 357.05994
327112 (1.56) (21)
[M+H]"-(CHs)- C17H1307 329.06668
H,0-CO (2.03) (1)
+ CoHoOs5 197.04430
[MHH]™-CuH1204 (577 (30)

74
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Tabla 12. Continuacion
[M+H]*-CHs g(:)1.95|'9|;808 ?]Z‘r).09940
[M+H]*-CHs-CHa E(:)1.86|'8|;508 ?529).07590
[M+H]*-CHs-H.0 %1.95|'2|;607 ?25{5).08887

7 Artemetina®®® CaoH200s 389.12283 067 30  [M+H]*-(CHas)2-H20 %852;307 341.06550 (2)
[M+H]*-CHs-H;0-CO %ﬂ;ﬁoﬁ 328.09399 (2)
E:l\él)+H]+_(CH3)2-HzO- E(:)1_74H4;306 313.07053 (2)
[M+H]*-C11H1,03 %?';79)05 197.04430 (1)
[M+H]*-CHa 81_763;407 ?586?7285
[M+H]*-CHa-CHa 81.65|'5|;107 1(3:25).04944

8 Pachipodol*® CisHisO7 345.09631 163 30 [MHHICH)-CO (O 28705453 6)
[M+H]*-(CHz)2-(CO)2 8%‘%“7;105 250.05969 (3)
[M+H]*-C10H1004 %8.';5?3 151.03883 (1)
[M+H]*-CHs 2311.822;607 1(351;).08862

9 Retusina®®  CigHiO; 359.11209 122 50 [MHICHxCHs 507 RO
[M+H]*-(CH3),-CO ?11.62H7;306 ?%16())7028
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[M+H]"-(CH3).-CO- C16H110s 283.05975
H,0 (1.22) (13)
[M+H]*-(CH3),-CO- C15H1104
H0-CO (0.95) 255.06494 (4)
[M-+H]*-C11H1205 (C()f';{?“ 167.03378 (6)
+ C30H4703 455.35159
[M+H]*-H20 (0.8 79
R CaoHasO;  437.34100
[M+H]"-H2.0-H.0 (0.92) (100)
[M+H]*-H,0-CO %297“1;702 427.35675 (5)
. a,b B
10 Cordianal C* CaoHsOs 473.36194 126 20 Mooy ho | G0 410.33054
2eyeti (0.73) (29)
. CaoHas0 409.34622
[M+H]*-H20-CO-H20 (0.66) (15)

[M+H]*-H.0-CO-
(H20)2

C2oHa3 (2.86) 391.33481 (4)
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Tabla 12. Continuacion

. C30H4503 453.33591

[M+H]"-H.O (0.91) (50)
. i C30H4302 435.32541

Cordianal [M+H]"™-Hz0-Hz0 (1.15) (17)

11 Z.h C30H4604 471.34616 - 1.53 10

B* [M+H]*-H20-CH.0 C29H4302 423.32525

2 2 (1.15) (100)
+ C29H410 405.31476

[M+H]"-H.O-CH20-H20 (1.20) (16)

A dentificacion tentativa basada en moléculas [M+H]" protonadas o [M-H] deprotonadas, reportadas en la literatura cientifica para

especies del género Varronia.

b|dentificacion tentativa basada en el estudio de patrones de fragmentacion de espectros de masas obtenidos, relacion isotopica de

carbono y por comparacién de bases de datos (FoodB, 2022; NIST, 2017).

“Identificacion confirmatoria basada en la comparacion de tr y espectro de masas con sustancias estandar, es decir, acido cafeico
(>98%), eriodictiol-7-O-glucosido (>98%), rutina (>94%), acido rosmarinico (>97%), kaempferol-3-O-galactosido (>98%), artemetina

(>98%) y pachipodol (>98%).

9EI-Sayed et al., (1998); ®FoodB, (2020b); "Matias et al., (2013b); 9Ticli et al., (2005); "FoodB, (2019); 'Velde et al., (1982);

IKuroyanagui et al., (2001).



Tabla 11.

Cuantificacion por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo SIM, de los extractos vegetales bajo estudio de V. curassavica, de
materiales vegetales antes y después de su destilacion.

78

Cantidad de compuesto, mg/g extracto (X £ s, n

N° :3)
pico c d_Ra}ng_o i6n lineal? LOD, LOQ, Material vegetal
Flg ompuesto _ INamico Ecuacidn linea mg/L mg/L _ By Después de la
' lineal, mg/L Antes de la destilacion N
23 destilacion
SE MSPD SE MSPD
. — 7
1 Acido cafeico 001-080 Y ?'17)’(‘1185" T 007 023 <LOQ 020+001 0204001 <LOQ
. . . 7.0 — 6 .
2 ;ﬁ:‘;g';;‘g' -0 001-080 Y f'%fllgf 004 015 0042001 010001 010+001 <LOQ
- 6
3 Rutina 001-080 Y~ 81'2’1%9 X 009 030 030:0.03 110+004 0104001 <LOQ
- - y =4.2x107x —
4  Acido rosmarinico 1.0 - 10.0 B 055 1.84 4.40+0.10 32.0+0.04 143+001 4.00+0.10
- - - = 6
5 g'ﬁggg;‘i;g' 3-0 010-080 Y g'j)’(‘ll&x 006 020 1.00+010 230+0.10 011+001 <LOD
6 Hidroxi-artemetina | oo .o y=58x0%+ o 4, 500£100 100£100 9.00+100 8.00+0.40
7 Artemetina ' ' 2.7x107 ' “2 800+100 16.0+1.00 150+1.00 15.0+1.30
8  Pachipodol y = 1.6x10% + 003£001 <LOQ <LOQ  2.00 +1.00
9  Retusina 0.01-080 2.0x107 006 020 ' 6g <L0Q 1.00+020 <LOQ

“Las sustancias de referencia (1 mg) se disolvieron en MeOH grado LC/MS (1 mL).
Curvas de calibracion realizadas por el método de estandarizacion externa. Los extractos se cuantificaron a 100 mg/L.
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La caracterizacion quimica de los extractos bajo estudio permitio identificar 11 com-
puestos polifendlicos, entre ellos derivados de é&cidos hidroxicindmicos, flavonoides O-
glucosilados, triterpenos y derivados de flavonoles O-metilados (Véase Tabla 10). Los
metabolitos secundarios fueron separados en la columna cromatografica segin su polaridad,
eluyeron primero compuestos polares como el acido cafeico, derivados glucosilados y el acido
rosmarinico; mientras qué, las agliconas, compuestos mas apolares, eluyeron posteriormente. La
composicion quimica en los extractos SE y MSPD, se encuentra relacionada con la afinidad de los

analitos con el disolvente organico usado.

Fue posible estudiar los patrones de fragmentacion de los compuestos identificados en
extractos de V. curassavica. Compuestos como el acido cafeico, el eriodictiol-7-O-glucésido, la
rutina, el acido rosmarinico, y el kaempferol-3-O-galactésido, mostraron espectros de masas
tipicos en modo de adquisicion de iones negativos. Compuestos como la hidroxi-artemetina,
artemetina, pachipodol, retusina, cordianal B y cordianal C, mostraron espectros de masas tipicos
en modo de adquisicion de iones positivos. Aungue se empled &cido féormico para disminuir el pH
y pre-formar iones, los flavonoides tienden a ionizarse mas facilmente en iones negativos debido
a sus sitios acidos (grupos hidroxilo). Compuestos como la rutina, eriodictiol-7-O-glucoésido y
kaempferol-3-O-galactésido, poseen mayor nimero de grupos hidroxilos disponibles en sus
estructuras, en comparacion con la artemetina, la hidroxi-artemetina, el pachipodol, la retusina y

los cordianales By C.

La muestra el patron de fragmentacion de los flavonoles, la familia mas abundante,
presente en los extractos de V. curassavica. A partir de este modelo, es posible elucidar las rupturas
caracteristicas de este tipo de moléculas, e.g., el espectro de masas de la artemetina, flavonol O-
metilado, que se ha identificado principalmente en especies de los géneros Artemisia y Varronia.
En el espectro de masas (Vease Figura 29) se observaron pérdidas consecutivas de -CHz" (m/z
374.09940 y 359.07590), -H20 (m/z 356.08887 y 341.06540) y -CO (m/z 328.09399 y 313.07053).
Ademas, mostro una ruptura, en el anillo C entre los carbonos C»-Cs, que genero el ion-producto
[M+H]"-C11H1204 de m/z 197.04430, con una abundancia menor que el 1%. De igual manera, el
espectro de masas de la hidroxi-artemetina, presentd iones-producto y rupturas similares que la

artemetina, y la formacion del ién de m/z 197 con abundancia del 30 % (Véase



Figura 30)
Figura 28.

Patron de fragmentacion tipico para los flavonoles (Tsimogiannis et al., 2007).
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Espectro de masas artemetina, m/z 389.12268, presente en extractos de V. curassavica, obtenidos por

UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS, modo SIM.

o *H [M+HI*
[(M+H)-CHy-CH,]+ 389.12268
© 3659.07574 Co0 H210g
\ .
m/z197.04430 C 15 His O 1.06 ppm
100 3 o [(M+HHCHD, H,01* 1 17 pom
90 3 541.36526 [(M+H)-CH, =
o 803 m/z374.09900 1811357 374.09921
& E 0 A 034 ppm C19H18038
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% 60 ; ~a OH o] 228.393702 _HZO -CH3
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Espectro de masas hidroxi-artemetina, m/z 405.11743, presente en extractos de V. curassavica, obtenidos
por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS, modo SIM.

[(M+H)-CH3-CH,l+
375.07050

C18H1509
1.50 ppm
100 3
7 [(M+H)-CH,H,0}* | [(M+H)-CHgl**
90 5 372.08316 390.09384
3 C1gHig0
E C1oH 160 19H1809
8 80 19H1608 157 o
S 707 217 ppm [Ma+-HJ*
. m/2390.09384 [(M+H)-(CHy), H,01* 405.11743
I Hidroxi-artemetina 35705994 €20112199
8 50 4 [(M+H)}-Cy1H 040 C1gH130g 4 -H,0 1.42 ppm
% 3 197.04430 1.56 ppm l
- 403 CgHgOs [(M+H)~(CH,),-H,0-COJ* H,0
5 3 0.77ppm 32906491 v 2 -CHgy*
2 30+
< E C17H1307
20 o 2.03 ppm CH.""
B l -CO 3
103 | -C11H1,04 ) . |
O S X O S S Y Y | S
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 Mz

La corriente ionica extraida (EIC) del extracto SE de V. curassavica, obtenido de material
vegetal después de su destilacién, mostré mayores abundancias relativas de sus com-puestos, en
comparacion, con el extracto SE obtenido de material vegetal antes de su destilacién (Véase
Figura 27). Los compuestos mayoritarios cuantificados en los extractos SE y MSPD, de material
vegetal antes y después de la destilacion fueron la artemetina (8.0-16.0 mg/g extracto), la hidroxi-
artemetina (5.0-10.0 mg/g extracto) y el acido rosmarinico (4.0-32.0 mg/g extracto). Es interesante
discutir que en el extracto hidroetandlico, a partir de la biomasa residual, aumentaron las
concentraciones del acido rosmarinico (14.3 mg/g de extracto), los flavonoles O-metoxilados
artemetina (15.0 mg/g de extracto) y la hidroxi-artemetina (9.0 mg/g de extracto). Se cree que las
altas temperaturas en los procesos de destilacion, conducen a la hidrélisis de estos compuestos, 0
generan procesos de transformacion que aumentan su concentracion en los extractos

hidroetandlicos.

La especie V. curassavica es una planta aromatica que puede ser aprovechada
integralmente no solo por la composicion quimica de su AE de tipo sesquiterpenoide. A partir de
la biomasa residual, producto de su destilacion, es posible obtener e identificar compuestos con
propiedades bioactivas que son de interés para los sectores cosmético y farmacéutico. En el estudio

de la biomasa residual de V. curassavica, la aplicacién de métodos extractivos para obtener
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metabolitos secundarios bioactivos, y el uso de instrumentacion analitica de alta resolucion,
permitié reportar por primera vez el rendimiento y la composicion quimica de extractos MSPD,
obtenidos de material vegetal antes y después de su destilacion; los espectros de masas y los iones-
producto de la artemetina, la hidroxi-artemetina por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-HRMS en modo de
monitoreo de iones seleccionados (SIM). Se espera que los resultados de esta investigacion
incentiven el desarrollo de nuevas tecnologias para el aprovechamiento sostenible de plantas
aromaticas medicinales, a escala industrial, y optimicen el uso de la tierra con cultivos promisorios

en Colombia.
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6. Conclusiones
Se identificaron 52 compuestos en el AE de partes aéreas de V. curassavica, se destacan,
el a-pineno (180 x103 mg/kg AE), el (E)-B-cariofileno (99 x103 mg/kg AE) y el a-humuleno (15
x103 mg/kg AE). Estos dos ualtimos, se consideran los marcadores quimicos del AE, por sus

propiedades antiinflamatorias.

Se determino el perfil de saturacion para las diferentes familias de compuestos presentes
en las fracciones volatiles, en funcion del tiempo. El tiempo de equilibrio fibra-muestra, donde se
alcanzé el méax. de adsorcion, para todas las familias de compuestos presentes en la fraccion volatil
fue de 30 min. Se encontrd que la fragancia de las hojas y las flores esta dada principalmente por
el a-pineno (24.0-10.8%) y el (E)-p-cariofileno (23.0-31.2%), respectivamente. Estos resultados

son coherentes comparados con los encontrados en el AE.

Los extractos SE y MSPD obtenidos de material vegetal antes y después de su destilacion
mostraron principalmente &cido rosmarinico (4.40-32.0 mg/g extracto), artemetina (8.0-16.0 mg/g
extracto) e hidroxi-artemetina (5.00-10.0 mg/g extracto), respectivamente. Los procesos de
destilacion favorecieron el aumento de la concentracion en el extracto SE, del &cido rosmarinico
(14.3 mg/g de extracto), y de los flavonoles O-metoxilados artemetina (15.0 mg/g de extracto) e
hidroxi-artemetina (9.0 mg/g de extracto).
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7. Divulgacion de resultados en eventos cientificos

Los resultados de este proyecto de grado se presentaron en cuatro eventos internacionales

en modalidad poster, un congreso nacional y uno internacional en modalidad oral.

162 Reunién Internacional de Investigacion en Productos Naturales. Tipo de evento: Congreso.
Ambito: Internacional. Realizado del 19/05/2021 al 21/05/2021 en Zacatecas, México.
e Poster: Andlisis por HS-SPME de la composicion quimica de las fragancias de
hojas de Varronia curassavica Jacq y Satureja viminea L. Laisha Burgos Diaz,
Diana Manrique LOpez, Jairo René Martinez, Dora Gutiérrez Avella y Elena E.
Stashenko.

ExTech XXIII: 23" International Symposium on Advances in Extraction Technologies. Tipo de
evento: Simposio. Ambito: Internacional. Realizado del 30/06/2021 al 02/07/2021 en Alicante,
Espafa.
e Pdster: Extraction of volatile secondary metabolites by different methods from
Varronia curassavica Jacg. and their GC/FID and GC/MS analysis. Laisha Burgos
Diaz, Jairo René Martinez y Elena E. Stashenko.

CLAQ 2020: 34° Congreso Latinoamericano de Quimica. Tipo de evento: Congreso. Ambito:
Nacional. Realizado del 11/09/2021 al 15/09/2021 en Cartagena, Colombia.
e Ponenciaoral: Andlisis de la composicion quimica por GC/FID y GC/MS del aceite
esencial de Varronia curassavica Jacg., cultivada en Colombia. Laisha Burgos
Diaz, Jairo René Martinez y Elena E. Stashenko.

ISEO 2021: International Symposium of Essential Oil. Tipo de evento: Simposio. Ambito:

Internacional. Realizado del 12/11/2021 al 14/11/2021 en Ankara, Turquia.
e Poster: HS-SPME-GC/MS analysis of volatile secondary metabolites of Varronia
curassavica Jacq. and Satureja viminea L. leaves. Laisha Burgos Diaz, Diana

Manrique Lopez, Jairo Rene Martinez, Dora Gutiérrez Avellay Elena E. Stashenko.
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8. Recomendaciones
Se recomienda realizar ensayos de actividad bioldgica, i.e., antioxidante, citotdxica,
antitumoral, antiviral, entre otras; del aceite esencial y los extractos de V. curassavica, para ampliar
el alcance del estudio realizado, y explorar sus posibles aplicaciones en la industria farmacéutica,

cosmeética, y de sabores y fragancias.

Se sugiere monitorear in-vivo por HS-SPME la fraccién volatil de hojas y flores de V.

curassavica, y comparar los resultados con los obtenidos en este estudio por HS-SPME ex vivo.

Se recomienda emplear otras técnicas de analisis instrumental, e.g., resonancia magnética
nuclear (RMN), que complementen la informacion encontrada por cromatografia liquida, para
separar, detectar, cuantificar o identificar inequivocamente los analitos presentes en los extractos

de V. curassavica.
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ANEXos

Anexo 1.Curvas de calibracion, obtenidas por GC/FID, para las sustancias patron: A. a-pineno; B.
sabineno; C. B-mirceno; D. linalol; E. (E)-B-cariofileno; F. a-humuleno y G. oxido de cariofileno.
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