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RESUMEN

En la presente investigacion se trabajé con la especie vegetal Lepechinia
vulcanicola, se estudidé la composicion del aceite esencial (AE) y su actividad
antioxidante, incluyendo como variable la region de cultivo: Matico, cultivada en el
corregimiento de Gualmatan, departamento de Narifio y Salvarrial Blanco,
cultivada en el municipio de Yacuanquer, departamento de Narifio.

El AE se extrajo mediante la técnica de hidrodestilacion asistida por radiacion de
microondas (MWHD) y se analiz6 mediante GC y GC-MS. Se encontré que para el
aceite esencial de Matico (AEM), los compuestos mayoritarios fueron: limoneno,
prenil limoneno (trans) y thujopsan-2-alfa-ol (408, 319 y 208 mg del compuesto/Kg
de material vegetal seco, respectivamente), para el aceite esencial de Salvarrial
Blanco (AESB), los compuestos mayoritarios fueron: thujopsan-2-alfa-ol, limoneno
y palustrol (802, 595, 183 mg del compuesto/Kg de material vegetal seco,
respectivamente). EI compuesto delta-2-careno, solo se identific6 para AEM vy los
compuestos gama-curcumeno y bulnesol solo se identificaron para AESB.

Por el método de actividad antioxidante equivalente al trolox (TEAC), se determiné
la actividad antioxidante total (AAT), se establecié para AEM una AAT=9,05 y para
AESB una AAT=8,42. También se determiné la eficiencia anti-radical (EAR),
obteniendo para AEM una EAR=3,75E-7 y para AESB una EAR=2,09E-7). El
acido ascorbico, fue utilizado como sustancia de referencia.



ABSTRACT

In this research, worked with the plant species Lepechinia vulcanicola, was studied
the essential oil composition (AE) and their antioxidant activity, including variable
growing region: Matico, cultivated in the village of Gualmatéan, Narifio department
and Salvarrial Blanco, cultivated in the municipality of Yacuanquer, Narifio
department.

The AE is extracted by the technique of hydrodistillation assisted by microwave
radiation (MWHD) and analyzed by GC and GC-MS. We found that for Matico
essential oil (AEM), the major components were: limonene, prenyl limonene (trans)
and thujopsan-2-alpha-ol (408, 319 and 208 mg of compound / kg of dry plant
material, respectively) for the Salvarrial Blanco essential oil (AESB), the major
components were: thujopsan-2-alpha-ol, limonene and palustrol (802, 595, 183 mg
of compound/kg of dried plant material, respectively). It was also established that
the delta-2-carene, are only present in AEM, just as the range-curcumene and
bulnesol only identified in AESB.

By the method trolox equivalent antioxidant activity (TEAC), we determined the
total antioxidant activity (TAA), was established to AEM one AAT=9.05 and AESB
one AAT=8.42. We also determined the anti-radical efficiency (EAR), obtaining for
AEM one EAR=3,75E-7 and AESB one EAR=2,09E-7). Ascorbic acid was used as
reference substance.
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INTRODUCCION

Lepechinia vulcanicola, es una planta ampliamente utilizada en la medicina
tradicional, algunas de sus aplicaciones estan relacionadas con el alivio de
afecciones como: el dolor de estdmago, trastornos digestivos, tratamiento de
Ulceras, entre otras®, estas enfermedades podrian ser aliviadas por la actividad
antioxidante (AAO) del aceite esencial (AE) presente en las hojas de esta especie
vegetal y es por ello que se estudié este aspecto. Las principales técnicas y
métodos utilizados en la investigacion fueron: La hidrodestilacion asistida por
radiacion de microondas (MWHD), utilizada en la extraccién del AE debido a que
la transferencia de calor es mas efectiva y los tiempos de extraccién son cortos?.
La cromatografia de gases (GC), utilizada en la identificacion preliminar de los
compuestos presentes en el AE, debido a su alta resolucion, velocidad,
sensibilidad, sencillez y resultados cuantitativos®.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS),
necesaria para realizar una identificacion tentativa de los metabolitos presentes en
el AE. El método TEAC y DPPH, muy utilizados para evaluar la AAO, debido a que
son métodos rapidos, sensibles y reproducibles, ademas su sistema de oxidacion
se asemeja al de la peroxidacion lipidica y si una sustancia presenta buenos
resultados a través de estos métodos, lo mas probable, es que pueda ser utilizada
como un antioxidante comercial, para la proteccién de productos alimenticios®.

! ROSERO, A.; BENAVIDES, O.; Arturo, D., Caracterizacién de los componentes mayoritarios del
aceite esencial de hojas y tallo de la planta salvielugo del galeras (Lepechinia vulcanicola), Por
medio de CG/EM. Trabajo de grado, Quimico. San Juan de Pasto: Universidad de Narifio, Facultad
de Ciencias Naturales y Exactas. Departamento de Quimica. 2013. 141p.

% CELIS, C.; STASHENKO, E., Estudio comparativo de la composicion y actividad biolégica de los
aceites esenciales extraidos de lippia alba, lippia origanoides y phyla (lippia) dulcis, especies de la
familia verbenaceae. Trabajo de grado, Quimico. Bucaramanga: Universidad Industrial de
Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. 2007. 136p.

® RENDON, J.; OROZCO, J.; MONTOYA, C., Estandarizacién y verificacién de la determinacion de
colesterol en leche y sus derivados por cromatografia de gases-fid. Trabajo de grado, Quimico.
Pereira: Universidad Tecnologica de Pereira. Facultad de Tecnologia. Programa de Quimica
Industrial. 2010. 145p.

* GULCIN, I.; HUYUT, Z.; ELMASTAS, M.; ABOUI-Enein, H., Radical scavenging and antioxidant
activity of tannic acid. En: Arabian Journal of Chemistry. Vol 3: 43-53p. 2010.
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Puntualmente esta investigacion se enfocd en estudiar la AAO in vitro del AE
presente en las hojas de Lepechinia vulcanicola, cultivada en dos regiones
diferentes del departamento de Narifio: la primera planta cultivada en el
corregimiento de Gualmatan, conocida con el nombre comun de Matico y la
segunda planta cultivada en el municipio de Yacuanquer, en la vereda los Ajos,
conocida con el nombre comun de Salvarrial Blanco. Es acertado incluir como
variable la region de cultivo, debido a que la composicién de un quimiotipo en un
AE es influenciada por las condiciones ambientales a las que estd sometida la
planta® y por ende esta variable podria caracterizar la AAO.

5 DIAZ, O.; STASHENKO, E.; MARTINEZ, J., Estudio comparativo de la composicion quimica y evaluacion de
la actividad antioxidante del aceite esencial de Aloysia triphylla (L"Her) Britton, cultivada en tres regiones de
Colombia. Trabajo de grado, Quimico. Bucaramanga: Universidad industrial de Santander. Escuela de
Quimica. Laboratorio de Cromatografia, CENIVAM. 2007. 149p.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial presente en las hojas
de Lepechinia vulcanicola, cultivada en dos regiones del departamento de Narifio
(Matico, cultivada en Gualmatan y Salvarrial Blanco cultivada en Yacuanquer),
mediante las técnicas de TEAC (Capacidad antioxidante equivalente al Trolox) y
de DPPH (evaluacion de la eficiencia anti radical).

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) Extraer el aceite esencial presente en las hojas de cada una de las muestras
consideradas (Matico o Salvarrial Blanco), mediante la técnica de hidrodestilacién
asistida por radiacion de microondas (MWHD).

b) Identificar los compuestos mayoritarios del aceite esencial presente en cada
una de las muestras consideradas (Matico o Salvarrial Blanco), mediante
cromatografia de gases y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS).

c) Evaluar la actividad antioxidante in vitro del aceite esencial obtenido de cada
una de las muestras consideradas (Matico o Salvarrial Blanco), mediante las
técnicas de TEAC (Capacidad antioxidante equivalente al Trolox) y de DPPH
(evaluacion de la eficiencia anti radical).
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Especie vegetal, Lepechinia vulcanicola.

2.1.1.1. Clasificacién taxondmica: ElI Matico y el Salvarrial Blanco, tienen la
misma clasificacion cientifica, ambas plantas pertenecen a la especie Lepechinia
vulcanicola, esto segun informacion depositada en los catalogos y etiquetas de las
muestras del Herbario PSO de la Universidad de Narifio (nimero ID: 39557, anexo
), tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Matico y Salvarrial Blanco.

Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.
Orden: Lamiales Bromhead
Familia: Lamiaceae Martinov (labiadas)
Género: Lepechinia Willd.
Especie: Vulcanicola
Nombre Comun: Salvielungo del Galeras, Matico, Salvarrial Blanco.

Fuente: esta investigacion.

2.1.1.2. Habitat y descripcion: Lepechinia vulcanicola, nombre en espafiol
referente al nombre comun dado a las plantas de este género, especie endémica
de Colombia y del departamento de Narifio, localizada en el volcan Galeras y
zonas aledafias, entre los 2700 y 3600 m de altitud; es un arbusto aromatico de
1.5 a 4 m de altura, ramoso con hojas ovaladas, gramas y bulladas por el haz,
tormentoso—grisaceas por el envés. Tiene inflorescencias terminales poco
ramosas Yy densas, es una especie asociada a los bosques de niebla, crece junto
con otros géneros de arbustos del bosque andino®. Estudios fitoquimicos indican
que las especies de este género, biosintetizan principalmente, diterpenos
triciclicos, triterpenos y flavonoides’.

6 FERNANDEZ, J.; RIVERA-DIAZ, O., Las labiadas (familia Labiatae). En: Instituto de Ciencias Naturales -
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. 680p.

! CASTILLO, P., Estudio quimico y de actividad antioxidante en Lepechinia meyeniii (Walp.). Tesis, M.Sc.
Quimica. Lima: Pontificia Universidad Catoélica del Per(. 2004. 109p.
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2.1.1.3. Usos: por la tradicion oral del departamento de Narifio se conoce que la
parte mas utilizada de esta planta son las hojas, usadas para calmar afecciones
como: el dolor de estdbmago, trastornos digestivos, dolores que se presentan en el
ciclo menstrual, tratamiento de Ulceras (uso: Beber una taza de agua aromética y
poner emplastos de la planta sobre el vientre). También es utilizada para ayudar a
la cicatrizacion de heridas® y como aninflamatorio (uso: se aplica el cataplasma de
la planta sobre las zonas afectadas). Para despejar las vias aéreas (gripe,
catarros, bronquitis y asma) se debe inhalar el vapor de la infusion de la planta.

2.1.2. Trabajos relacionados con el género Lepechinia: A continuacion se
presentan varios trabajos realizados sobre especies vegetales del género
Lepechinia, con lo cual se pone de manifiesto que la planta Lepechinia vulcanicola
no ha sido fitoquimicamente estudiada en su totalidad.

También permite inferir que el género Lepechinia de la familia de las labiadas
exhibe varias aplicaciones en medicina y algunas relacionadas con la actividad
antioxidante (AAO), razén por la cual esta investigacion realiza un estudio de la
capacidad antioxidante del AE.

2.1.2.1. Las Lepechinias y la medicina tradicional: En esta seccion se reportan
trabajos en los cuales se evidencia que plantas del género Lepechinia tienen
utilidad en la medicina tradicional, es asi como:

Rojas y colaboradores (2003), investigaron la actividad antimicrobial de 36
extractos de 24 plantas (una de ellas es Lepechinia meyenii), usadas en medicina
tradicional peruana, para el tratamiento de infecciones severas y para desordenes
inflamatorios®.

Hilgert (2001), en su trabajo recopild informacion sobre las plantas medicinales
utilizadas en una regién de la Argentina, entre estas especies se tiene Lepechinia
floribunda (Benth.), que es usada para tratar afecciones respiratorias y contra la
influenza®.

® ROJAS, R.; BUSTAMANTE, B.; BAUER, J.; FERNANDEZ, I.; Alban, J.; Lock, O., Antimicrobial
activity of selected Peruvian medicinal plants. En: Journal of Ethno pharmacology. Vol. 88: 199—
204p. 2003.

° HILGERT, N., Plants used in home medicine in the Zenta River basin, Northwest Argentina. En:
Journal of Ethno pharmacology. Vol. 76: 11-34p. 2001.
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2.1.2.2. Las Lepechinias y los aceites esenciales: En esta seccidon se reportan
investigaciones en donde se identifican los compuestos presentes en el AE de una
Lepechinia, esto es importante ya que brinda indicios sobre la composicion del AE
de Lepechinia vulcanicola (Matico y Salvarrial Blanco), es asi como:

Rosero y colaboradores (2013), reportan que los compuestos mayoritarios
presentes en el AE de las hojas y de los tallos de Lepechinia vulcanicola (Matico),
para hojas son: ledol, limoneno y palustrol, para tallos son: ledol, palustrol y alfa-
farneceno, la identificacion de estos compuestos en este trabajo se realizd
mediante columna apolar DB-1. También realizaron la identificacion mediante
columna polar DB-WAX, obteniendo como resultado que los compuestos
mayoritarios en las hojas son: ledol, limoneno y palustrol y en los tallos los
compuestos mayoritarios son: ledol, palustrol y beta-selineno®.

Avila y colaboradores (2005), investigaron la especie Lepechinia caulescens,
encontrada en la regién de los Purepecha (grupo étnico Mejicano) y utilizada en el
tratamiento de infecciones gastrointestinales. Determinaron los componentes
mayoritarios del AE por GC-MS los cuales fueron: borneol, camfor y trans-
cariofileno, ademas concluyeron que el AE fue agente activo contra algunas
especies de Vibrio (Vibrio cholerae, una proteo bacteria que afecta el tracto
digestivo)*.

Rojas y colaboradores (2004), extrajeron el AE presente en las hojas de
Lepechinia schideana, por medio de destilacion por arrastre de vapor con un
rendimiento del 0,26%. Analizaron el AE mediante GC y GC-MS, identificando 30
componentes que constituian el 97,6% del AE. Los compuestos mas abundantes
fueron el ledol (29,1%), el delta-3-careno (18,4%) y el a-cadinol (9,6%). El ledol fue
aislado en forma cristalina e identificado mediante RMN *H y °C. El aceite
muestra actividad antimicética ante Candida albicans™.

Los trabajos que se citan a continuacion ponen de manifiesto que la region de
cultivo de una planta puede influir directamente en el quimiotipo de un AE y por
tanto en su AAO, esto es importante, ya que en esta investigacion, se trabajo con

Y AVILA, J.; MUNOZ, J.; MARTINEZ, A.; GARCIA, A.; MARTINEZ, G.; PENALOSA, ., In vitro anti-
Vibrio cholerae activity of essential oil from Lepechinia caulescens. En: Fitoterapia. Vol. 76: 104—
107p. 2005.

"' ROJAS, L.; USUBILLAGA, A.; CEGARRA, J.; BORREGALES, E.; CARRERO, S., Composicién

Quimica y Actividad Antimicotica del Aceite Esencial de la Lepechinia schiedeana (Schlecht)Vatke.
En: Revista de la facultad de farmacia. Vol. 46 (1): 27-30p. 2004.
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Matico y Salvarrial Blanco, plantas pertenecientes a la especie Lepechinia
vulcanicola, pero cultivadas en diferentes regiones. Los trabajos citados son:

Kizil (2010), Estudio la influencia de la region de cultivo (entre Anatolia y el
Mediterrdneo en Turquia) sobre rendimiento y la composicion del AE presente en
las partes aéreas de Thymbra spicata. Los resultados indican que el AE de la
muestra colectada en Diyarbakir-Kulp presenté un quimiotipo en el que el 53% es
terpineno, mientras que las demas muestras presentan carvacrol como
componente principal entre un 49,7-94,5%".

Msaada y colaboradores (2009), identificaron el quimiotipo del AE extraido de los
frutos del cilantro (Coriandrum sativum L.) y analizaron el efecto que sobre él tiene
la regién de cultivo (Menzel Temime y El Borj IFAA, en Tunez) y el estado de
madurez del fruto. Concluyeron que los rendimientos mas altos del AE, se
obtienen en las ultimas etapas de madurez (0,324% Menzel Temime y 0,327%
Borj el ifaa), también determinaron que la composicion del AE cambio
significativamente con respecto a la region de cultivo, 35 de los compuestos son
sensibles al factor regional y alfa-pineno, sabineno, limoneno, gama-terpineno, cis-
dihidrocarvona y geranial son insensibles al factor regional®®.

2.1.2.3. Las Lepechinias y la actividad antioxidante: en la seccién se citan
trabajos relacionados con la actividad antioxidante (AAO) del genero Lepechinia,
aspecto muy importante para esta investigacion.

Parejo y colaboradores (2004), evaluaron la AAO de los compuestos presentes en
la fraccion de acetato de etilo del extracto etandlico de Lepechinia graveolens, los
compuestos presentes en esta fraccion se aislaron utilizando cromatografia en
Sephadex LH-20 obteniéndose cinco fracciones activas. Concluyeron que
Lepechinia graveolens presenta AAO (IC50 = 4,37 ug/mL, método DPPH) y es
debida principalmente al acido rosmarinico™*.

2 KIZIL, S., Determination of essential oil variations of Thymbra spicata var. spicata L naturally
growing in the wild flora of East Mediterranean and Southeastern Anatolia regions of Turkey. En:
Industrial Crops and Products. Vol. 32: 593-600p. 2010.

¥ MSAADA, K.; Taarit, M.; HOSNI, K.; HAMMAMI, M.; MARZOUK, B., Regional and maturational
effects on essential oils yields and composition of coriander (Coriandrum sativum L.) fruits. En:
Scientia Horticulturae. Vol. 122: 116-124p. 2009.

“ PAREJO, |.; CAPRAI, E.; BASTIDA, J.; VILADOMAT, F.; JAUREGUI, O.; CODINA, C.,

Investigation of Lepechinia graveolens for its antioxidant activity and phenolic composition. En:
Journal of Ethno pharmacology. Vol. 94: 175-184p. 2004.
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Castillo (2004), identificd los compuestos responsables de la AAO de la especie
Lepechinia meyenii (Walp.). De los compuestos aislados los que presentaron
mayor AAO fueron: el acido 2-hidroxicafeico (EC50 = 3,46 ug/mL, mejor
resultado), el acido cafeico y los ésteres metilico y etilico del acido 2-
hidroxicafeico’. En el trabajo utilizaron extractos etanélicos y el método del DPPH.

A continuacion se cita trabajos que tratan aspectos relacionados con la actividad
biologica, diferentes a la AAO, con esto se pretende motivar nuevas
investigaciones. Los trabajos son:

Pérez y colaboradores (2008), trabajaron con Lepechinia caulescens y evalué la
capacidad que los extractos de hexano de las hojas de esta planta, tuvieron para
relajar las contracciones del Gtero de ratas™.

Aguirre y colaboradores (2006), determinaron que el extracto metandlico de
Lepechinia caulescens produce un significativo efecto vasodilatador (aumento del
calibre de los vasos sanguineos)™.

Encarnacion y colaboradores (1998), desarrollaron una investigacion en la cual
encontraron la concentracién minima inhibitoria (MIC) del carnosol y del extracto
etandlico de las partes aéreas de Lepechinia hastata contra varias cepas de
bacterias, el carnosol y los extractos etandlicos mostraron actividad contra
bacterias gram (+), pero no contra bacterias gram (-)*".

15 PEREZ-HERNANDEZ, N.; PONCE-MONTER, H.; MEDINA, J.; Joseph-Nathan, P.,
SPASMOLYTIC effect of constituents from Lepechinia caulescens on rat uterus. En: Journal of
Ethno pharmacology. Vol. 115: 30—35p. 2008.

'  AGUIRRE-CRESPO, F.; VERGARA-GALICIA, J.; VILLALOBOS-MOLINA, R.; LOPEZ-
GUERRERO, J.; NAVARRETE-VAZQUEZ, G.; ESTRADA-SOTO, S., Ursolic acid mediates the
vasorelaxant ctivity of Lepechinia caulescens via NO release in isolated rat thoracic aorta. En: Life
Sciences. Vol. 79: 1062-1068p. 2006

o Encarnacion-Dimayuga, R.; ALMADA, G.; Virgen, M., Minimum antimicrobial inhibitory
concentration of carnosol and of the ethanol extract from Lepichinia hastata (Lamiaceae). En:
Phytomedicine, Vol. 5(4): 301-305p. 1998.
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2.2. MARCO CONTEXTUAL

La presente investigacion se realiz6 en los laboratorios de la Universidad de
Narifio.

El material botanico se recolectd en el corregimiento de Gualmatan (Matico) y en
el municipio de Yacuanquer en la vereda los Ajos, via a la laguna Télpis (Salvarrial
Blanco), en el departamento de Narifio.

2.2.1. Corregimiento de Gualmatan: Hace parte del municipio de Pasto (ver
figura 1). El municipio estd ubicado geograficamente a Latitud 1°12'52.48"N,
Longitud 77°16'41.22"0, posee una temperatura promedio de 12°C, una altitud de
2.527 1rglsnm y 1.181 kmz2 de superficie, aproximadamente 800 mm de precipitacion
al afio™".

Figura 1. Mapa del municipio de pasto y sus corregimientos.

Fuente: San Juan de Pasto [En linea] Colombia [Citado 03 de febrero de 2012] Disponible en
internet:http://www.pasto.gov.co

'®¥ SAN JUAN DE PASTO [En linea] Colombia [Citado 03 de febrero de 2012] Disponible en
internet: http://www.pasto.gov.co.
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2.2.2. Municipio de Yacuanquer: ElI municipio limita al norte con Pasto y
Consaca, al sur con el municipio de Imués, al oeste con Guaitarilla e Imués, al
este con Tangua (ver figura 2). El municipio esta ubicado geograficamente a
Latitud 1°08'00,31"N, Longitud 77°25'00.24"0O, posee una temperatura promedio
de 13°C, una altitud de 2.670 msnm y 111 Km? de superficie, aproximadamente
1146 mm de precipitacion al afio *°.

Figura 2. Mapa del municipio de Yacuanquer.

Fuente: Yacuanquer [En linea] Colombia [Citado 03 de febrero de 2012] Disponible en internet:
http://lyacuanquer-narino.gov.co

¥ YACUANQUER [En linea] Colombia [Citado 03 de febrero de 2012] Disponible en internet:
http://yacuanquer-narino.gov.co.
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2.3. MARCO TEORICO

2.3.1. Aceites esenciales: La presente investigacion determiné la actividad
antioxidante (AAQO) de un aceite esencial (AE) y sobre estos se hace indispensable
conocer, los siguientes puntos: sus caracteristicas generales, los mecanismos de
biosintesis, la composicidbn quimica y sus aplicaciones. Esto es necesario para
comprender la importancia de los resultados obtenidos.

2.3.1.1. Generalidades: Los AEs se pueden definir como productos volatiles de
naturaleza compleja, producidos por ciertos vegetales a los que les confieren un
aroma agradable. De forma oficial, se denominan AEs los productos que se
pueden obtener por arrastre con corriente de vapor de agua o por prensado del
pericarpio de ciertos frutos?*?.

Los AE son productos casi exclusivos de las angiospermas (plantas con flores) y
pueden aparecer en raices y rizomas, en la corteza, en los frutos, en el lefio, en
las flores y en las hojas. Son generalmente liquidos a temperatura ambiente y la
mayoria son practicamente transparentes, incoloros o coloreados (amarillentos).
Son menos densos que el agua e insolubles en ella, aunque en ciertas esencias
puede que alguno de sus componentes se solubilice parcialmente. Son lipdéfilos y
solubles en disolventes organicos apolares. Suelen ser solubles en alcoholes de
alta graduacion. Tienen indices de refraccion elevados. Se oxidan con facilidad y
se polimerizan dando productos resinosos®??3,

%% KUKLINSKI, C. Aceites esenciales. En: Farmacognosia. Estudio de las Drogas y Sustancias
Medicantosas de Origen Natural. Ediciones Omega S.A. Barcelona. (2000); p. 134-143.

L BRUNETON, J. Aceites esenciales. En: Farmacognosia Factores de variabilidad de los aceites
esenciales. Acribia, S.A. Zaragoza: Espafia. (2001); p. 488-491

22 KUKLINSKI, Op. cit., p. 134-146.

» BENAVIDES, A.; HURTADO, N.; JIMENEZ, J. Caracterizacion guimica del aceite esencial
presente en las hojas de altamisa (ambrosia arborescens miller) por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas y determinacion de su capacidad antioxidante. Trabajo de
grado, Quimico. San Juan de Pasto: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Naturales y
Exactas. Departamento de Quimica. 2011. 94p.
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2.3.1.2. Biosintesis: Los AEs estan conformados casi exclusivamente por
terpenos, los cuales son producidos por medio del metabolismo secundario de las
plantas®*. Los compuestos terpénicos se biosintetizan por la ruta del acido
mevalodnico, via isopentenil difosfato (figura 3, pagina 26).

2.3.1.3. Composiciéon quimica: Los componentes presentes en los AE se pueden
dividir en dos grandes grupos: terpenoides y no terpenoides® (ver tabla 2, pagina
26).

Figura 3. Elementos del metabolismo del carbono en relacién con las rutas
de sintesis de metabolitos secundarios.
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Fuente: Avalos, A. y colaboradores (2009).

* AVALOS, A.; PEREZ, E., Metabolismo secundario de plantas. En: Reduca (Biologia). Serie
Fisiologia Vegetal. Vol. 2; 119-145p. 2009.

% BRUNETON, Op. cit., p. 488-491.
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Tabla 2. Componentes quimicos de los AEs.

Moléculas no terpenoides Moléculas terpenoides
e Sustancias volatiles alifaticas: |e Son los méas abundantes y proporcionan
hidrocarburos (C, H) o con las propiedades mas caracteristicas.
funcién oxigenada (C, Hy O) e Se clasifican segun el numero de
e Menos comunes: aminas unidades de 5 carbonos (isopreno) que
alifaticas volatiles o derivados del contengan.
indol. e Pueden tener 0 no oxigeno:

e Con menos frecuencia existen
sustancias con azufre como el | Hidrocarburos: monoterpenos, diterpenos y
disulfuro de alilo. sesquiterpenos.

ejm: vainillina, eugenol o derivados | Funcionalizados: con funcién alcohol, fenol,
cumarinicos. aldehido, cetona, éter, éster o peroxido.

Fuente: Bruneton, J. y colaboradores (2001).

2.3.1.4. Aplicaciones: Los AE tienen una amplia variedad de aplicaciones, a
continuacion se reportan unos ejemplos:

En el trabajo de Bakkali y colaboradores (2008), se enuncia que los AE se han
utiizado ampliamente en productos farmacéuticos, sanitarios, cosméticos,
agricolas y alimenticios?®. Otro trabajo relacionado es el de Javad y colaboradores
(2009), en donde se afirma que los fenoles, AE y diferentes extractos de las
plantas pueden actuar como antioxidantes y ser importantes en la prevenciéon de
varias condiciones patoldgicas, como el cancer, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas, que pueden estar asociados con el estrés oxidativo?’.

2.3.2. Técnicas de extraccion y de analisis: En términos generales, el
procedimiento analitico aplicado a un AE comprende dos etapas, a saber:
extraccion del aceite y su andlisis cromatografico y espectroscopico.

6 BAKKALI, F.; AVERBECK, S.; AVERBECK, D.; IDAOMAR, M., Biological effects of essential oils
— A review. En: Food and Chemical Toxicology. Vol. 46: 446—-475 p. 2008.

2’ JAVAD, S.; ABDOLRASOUL, H.; Zahra, D.; HOSSEIN, B., GC/MS analysis and in vitro

antioxidant activity of essential oil and methanol extracts of Thymus caramanicus Jalas and its main
constituent carvacrol. EN: Food Chemistry. Vol. 115: 1524-1528p. 2009.
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2.3.2.1. Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD): En
el desarrollo de la investigacion se utilizd esta técnica para la extraccion del AE,
debido a que presenta varias ventajas como: transferencia de calor mas efectiva y
tiempos de extraccién cortos (por lo general no mayores a 90min), esto en
comparacion con el método que utiliza el calentamiento convencional (por lo
general minimo 4h)?2.

Figura 4. Representacion del equipo de hidrodestilacion asistida por la
radiacion con microondas.
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Fuente: MWHD [Citado 03 de febrero de 2012] Disponible en internet: http://cecam.uis.edu.co
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Esta técnica fue desarrollada por Paré?y consiste en someter el material vegetal a
un proceso de hidrodestilacion, para lo cual, se sumerge el material vegetal en
agua (A) y por medio de un horno microondas (B) se calienta el agua hasta
ebullicién, generdndose una mezcla azeotrdpica en A, que por efecto de la presiéon
de vapor asciende hasta la trampa de Clevenger (C), en donde es condensada y
se almacena para que se formen dos fases (una acuosa y otra organica, rica en
aceite), seguidamente las dos fases son separadas por decantacion (ver figura 4,
pagina 27).

2.3.2.2. Cromatografia de gases y Cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas: La caracterizacion de los AEs es una tarea
fundamental para comprender sus propiedades organolépticas, biolégicas vy fisico-
quimicas. Existen diversas herramientas instrumentales para hacer el andlisis,
entre ellas se encuentran la GC y GC-MS, técnicas que se utilizaron en el
desarrollo de esta investigacion.
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Los constituyentes del AE en primera instancia se identifican por GC con base en
los indices de retencion, los mas frecuentemente usados son los indices de
Kovats (Ecuacién 1)*. Los indices de Kovats se calculan teniendo en cuenta los
tiempos de retencion de una serie homéloga de hidrocarburos, analizados en el
cromatografo de gases bajo las mismas condiciones operacionales que los AEs.

Ecuacién 1. indices de Kovats.

t -t
I, = 100n + 100D (u)

tev — trn

Donde: Ii: indice de Kovats; n: nimero de atomos de carbono de la parafina que
eluye antes del compuesto de interés; D: diferencia entre el nimero de atomos de
carbono, de la parafina que eluye antes y después del compuesto de interés; tgp:
tiempo de retenciéon de la parafina que eluye antes que el compuesto de interés;
trn: tiempo de retencion de la parafina que eluye después del compuesto de
interés; try: tiempo de retencion del compuesto de interés x.

Una vez identificados los compuestos por medio de GC, se realiza una
identificacion estructural tentativa, para el caso de los AE y por tratarse de
mezclas complejas, se utiliza la técnica GC-MS. El acoplamiento de la GC previa a
la MS aporta una poderosa técnica de identificacion de estructuras de los
metabolitos secundarios, presentes en un AE. Cada uno de los componentes
puros de un AE, separados por GC y representados en un perfil cromatografico
por una sefial simple, se transfiere directamente al espectrometro de masas, en el
que sufre los diversos procesos de ionizacién, fragmentacién y detecciéon®,

Luego de la identificacion de los compuestos, estos deben ser cuantificados y esto
se realiza por el método del estandar interno, utilizando como estandar Ci4 (n-
tetradecano)®. El método consiste en realizar una curva de calibracién con el
estandar para determinar el factor de respuesta (Rf), la curva debe realizarse bajo
las condiciones con las que se analiz6 el AE, luego se adiciona el estandar interno
(concentracion conocida) a la muestra del AE y se analiza nuevamente bajo las
mismas condiciones, por ultimo se aplica la ecuacion 2 para obtener la
cuantificacion de los componentes del AE.

8 Williams, DH. & I, Fleming. Spectroscopic Methods in Organic Chemistry. En: McGraw-Hill. Ed.
Publishing Co. Londres, (1966); p. 288-291.
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Ecuacion 2. Cuantificacion en GC.

., A |4
Ecuacion 2. Cx = X« U
Rf Wx

Donde: Cx: Concentracion del analito en mg de compuesto/kg de material vegetal
seco; Ax: Area cromatografica del analito; Rf: Factor de respuesta del estandar
interno; Vf: volumen final del extracto y Wx: Peso de la muestra tomada (Kg).

2.3.3. Procesos de oxidacion y propiedades antioxidantes. Los procesos de
oxidacion son intrinsecos en la produccion de energia de los organismos
(respiracion) y presentan un estricto control en los procesos celulares, ya que si
hay una excesiva produccion de radicales libres o un desequilibrio en los
mecanismos de proteccién antioxidante, se genera la aparicion de numerosas
enfermedades?®®, esto se conoce como estrés oxidativo y con el fin de disminuir los
efectos de este fendmeno se utilizan los antioxidantes, ya que son inhibidores de
la oxidacion de biomoléculas, un antioxidante potente posee una habilidad
significativa para capturar el radical peroxilo por medio de la donacion de su atomo
de H a la especie radical®, (ver esquema 1).

Esquema 1. Reaccién de un antioxidante.
S-00+ AH —> S-O00H+ A

Donde: S-OO" es el sustrato de la oxidacion; AH es el antioxidante; A’ es el
radical generado a partir del antioxidante.

Fuente: Jiménez, J. y colaboradores (2008).

2.3.4. Métodos de evaluacién de la capacidad antioxidante: los métodos
utilizados para evaluar la actividad antioxidante, tienen en cuenta el mecanismo de
reaccion, por el cual un antioxidante, inhibe la oxidacion de biomoléculas, algunos
de estos mecanismos son: el atrapamiento de radicales, la interrupcion de la
reaccion en cadena de la peroxidacion. Entre los métodos mas utilizados para

 Bektas, T.; Degerli, S.; Arslan, S.; Malatyali, E.; Sarikurkcu, C., Determination of chemical profile,
antioxidant, DNA damage protection and antiamoebic activities of Teucrium polium and Stachys
iberica. En: Fitoterapia. Vol. 82: 237-246p. 2011.

% Jimenez, J.; Villarreal, J.; Hurtado, N.; Cruz, S., Estudio quimico de pigmentos tipo antocianina
presentes en el fruto del Motilon (Hyeronima macrocarpa). Trabajo de grado, Quimico. San Juan de
Pasto: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas. Departamento de
Quimica. 2008. 104p.
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evaluar la actividad antioxidante estan: la determinacion de la eficiencia anti-
radical (DPPH®) y actividad antioxidante equivalente a trolox (TEAC), métodos
utilizados en esta investigacion, debido a que son una buena aproximacion de lo
gue ocurre en los seres vivos y también porque son una medida general de la
capacidad antioxidante®".

2.3.4.1. Actividad antioxidante equivalente a trolox (TEAC). Esta técnica fue
descrita por Re, R. y colaboradores (1999)*, se basa en la habilidad de los
antioxidantes para capturar el cation-radical libre 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-
6-acido sulfénico), conocido como radical ABTS® (esquema 2)*. El radical se
prepara luego de hacer reaccionar ABTS con persulfato potéasico. La ventaja del
radical es su estabilidad cuando se encuentra en refrigeracion y lejos de la luz,
ademas es un croméforo azul/verde®.

El ensayo se basa en la inhibicion de la absorbancia del catién-radical ABTS®" por
el antioxidante (AE). Dicho radical muestra principalmente un pico de absorcion a
los 415 nm y una absorcion maxima a los 660, 734 y 820 nm. Cuando el trolox se
utiliza como estandar, el método es llamado TEAC (capacidad antioxidante
equivalente a trolox®?).

El método permite expresar los resultados de acuerdo a la capacidad del
antioxidante para estabilizar (reducir y neutralizar) al radical cromoforo, debido a
la ganancia de un electron (e”) facilmente donado por la sustancia antioxidante
(esquema 2). Experimentalmente, se observa una disminucién de la absorbancia
medida a 734 nm debido a la reduccién del catién-radical®®. La decoloracién que la
solucion de ABTS®" experimenta en la reaccion, se compara con la decoloracion
hecha por un antioxidante patrén (trolox), mediante una curva de calibracion.

1 MEJIA, C.; HURTADO, N., Extraccion, fraccionamiento y valoracion de la actividad antioxidante
in vitro del aceite esencial de pulpa de Carica candamarcensis. Trabajo de grado, Quimico. San
Juan de Pasto: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas. Departamento
de Quimica. 2012. 118p.

%2 RE, R.; PELLEGRINI, N.; Proteggente, A.; Pannala, A.; Yang, M.; Rice-Evans, C., Antioxidant
activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. En: Free Radical Biology &
medicine. Vol. 26: 1231-1237p. 1999.

% ZULUETA, A.; Esteve, M.; FRIGOLA, A., Orac and TEAC assays comparison to measure the
antioxidant capacity of food products. En: Food Chemistry. Vol. 114: 310-316p. 2009.

% KUSKOSKI, M.; ASUERO, A.; Troncoso, A., Aplicacién de diversos métodos quimicos para

determinar la actividad antioxidante en pulpa de frutos. En: Cience Tecnology Aliments, Campinas.
Vol. 25 (4): 726-732p. 2005.
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Esquema 2. Representacion de la reaccion de reduccion ABTSe+ en
presencia de un antioxidante.

N N:< 303 N N:<
+ Antioxidante
€] -0

038 'K2805 038
ABTS (L max = 734nm) ABTS*  (Incoloro)

Fuente: Zulueta, A. y Colaboradores (2009).

En el ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS®, la capacidad de captura
del radical se expresa como TEAC, en mmol de trolox por mmol de sustancia, para
el caso de sustancias puras (acido ascoérbico), o como AAT, en mmol de trolox por
kg de AE, para el caso de mezclas de sustancias (AEM y AESB)*

2.3.4.2. Evaluacion de la eficiencia anti-radical (DPPH). Procedimiento
desarrollado por Brand-Williams y colaboradores (1995), utiliza como radical libre
el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH®). La molécula de este radical se caracteriza
por ser un radical estable, debido a la deslocalizacién de electrones y presenta un
color violeta intenso caracterizado por una banda de absorcion cerca a los 520
nm. Cuando una solucién de DPPH® es reducida presenta un color amarillo
(esquema 3)*°

El método DPPH es util para medir la capacidad de captura de radicales de
antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. En este procedimiento analitico se evitan
reacciones indeseables y altas temperaturas®. Este método permite determinar la
capacidad anti-radical de los AEs y de las sustancias de referencia, midiendo el
grado de decoloracién del DPPH® a 515 nm, la reaccién se representa en el
esquema 3. La capacidad que una sustancia antioxidante tiene para decolorar una
solucion del radical DPPH®, depende principalmente de su capacidad para donar
hidrogeno®

% BRAND-Williams, W.; CUVELIER, M.; BERSET, C., Use of a Free Radical Method to Evaluate
Antioxidant Activity. En: Lebensm.-Wiss. u.-Technol. Vol. 28: 25-30p. 1995.

% MOLYNEUX, P., The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for estimating
antioxidant activity. En: Lebensm.-Wiss. u.-Technol. Vol. 28: 213-219p. 2003.
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Esquema 3. Representacion de la reaccion de reduccion DPPHe en presencia
de un antioxidante.

NO, NO,
. H
OLN N—N + RH —= O3N N—N
ne @ Hee @

2,2-Difenil-1-picrilhidracilo 2,2-Difenil-1-picrilhidrazina
DPPH*® DPPH,
Color violeta Color amarillo

Fuente: Molyneux, (2004).

En el método se realiza un estudio cinético, es decir, se observa el cambio de la
absorbancia de la mezcla en funcion del tiempo y se utilizan diferentes
concentraciones de antioxidante, con estos datos se puede calcular: el porcentaje
de inhibiciébn (ecuaciéon 3, pagina 32), el % [DPPHe] remanente (ecuacion 4,
pagina 32), con estos resultados y las diferentes concentraciones se encuentra el
pardmetro ECsg el cual indica la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir
la concentracion inicial del radical a la mitad y el Tecso, €S decir el tiempo que tarda
el ECs para alcanzar el estado estacionario. De esta manera se puede determinar
la eficiencia anti-radical (EAR, ecuacion 5), que permite clasificar los antioxidantes.
Cualitativamente se clasifica en: Bajos (EAR 1x10-3), Medios (EAR entre 1x10-3 'y
5x10-3), Altos (EAR entre 5x10-3 y 10x10-3) y Muy altos (EAR> 10x10-3)*".

Ecuacién 3. Porcentaje de inhibicion.

CabrsorBancica, — absor&arcic, )
aboor&arncic,

ThivefiBicidn =

Ecuacion 4. % [DPPH+<] Remanente.

[DPPH ],

%[DPPH *lremanente = [DPPH *l,_,
=0

Ecuacioén 5. Eficiencia anti-radical.

EA = L

EC50%XTEcs0

¥ SANCHEZ, C.; Larrauri, J.; SAURA-CALIXTO, F., A procedure to measure the antirradical
efficiency of polyphenols. En: J Sci Food Agric. Vol. 76: 270-276p. 1998.
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3. METODOLOGIA

3.1. RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL

la recoleccion del material de la planta Matico, se realizé en el corregimiento de
Gualmatan y la muestra de Salvarrial Blanco se recolecto en el municipio de
Yacuanquer en la vereda los Ajos, via a la laguna de Télpis. La recoleccién se
realiz6 de manera aleatoria, debido a su simplicidad y porque no presenta
restricciones de aleatoriedad, lo que quiere decir que los tratamientos se asignan a
las unidades experimentales sin formar subgrupos.

Se recolectd 50 kg de hoja fresca, estas muestras se empacaron en bolsas
grandes de papel, y se llevaron a Laboratorios Especializados de la Universidad
de Narifio, para su respectivo secado, con el fin de estabilizar y conservar la planta
con las mismas propiedades y principios activos que contiene en estado fresco y
también para evitar procesos fisico-quimicos de degradaciéon del material. Luego
el material fue almacenado cuidando de que no haya riesgo de degradacién
debida a procesos biologicos, con este propdsito se almaceno las muestras
vegetales en bolsas de papel, en un lugar fresco y seco, con 15 °C de
temperatura, aproximadamente.

3.2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

La identificacion taxonomica de las dos plantas pertenecientes a la variedad
Lepechinia vulcanicola se realiz6 en el Herbario Universidad de Narifio PSO (ver
anexo | y tabla 1, pagina 19).

3.3. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

Para la extracciéon del AE se utiliz6 la técnica MWHD, utilizando el equipo
representado en la figura 5 (ver pagina 34). Para determinar el mejor tratamiento
de extraccion, se utilizé el modelo llamado ANOVA de dos factores o multifactorial,
el cual esta disefiado para construir un modelo estadistico describiendo el impacto
de dos o mas factores categéricos X sobre la variable dependiente Y. Para ello, se
realizan pruebas de significacion para determinar si hay o no diferencias
significativas entre las medias a diferentes niveles de los factores y si hay o no
interacciones entre estos®.
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3.3.1. Lepechinia vulcanicola, (Matico): Para la extraccion del AE de esta planta
(AEM) se tuvieron en cuenta los pardmetros para el mejor tratamiento,
establecidos en el trabajo de Rosero y colaboradores (2013). Se introdujeron 80 g
de hoja seca de la planta Lepechinia vulcanicola, Matico, en el balén y se
adicionaron 500 mL de agua destilada, acoplando todo el sistema de acuerdo con
el montaje de la figura 5 (pagina 34), para la extraccion se empled
experimentalmente el 80% de la potencia total del horno (W). El tiempo total (T) de
extraccion fue de 90 min que se dividié en intervalos de 10 min. Para los andlisis
cromatograficos, el AE se extrajo con 2 mL de hexano, se recuperé por
concentracion con corriente de nitrégeno y se secO con sulfato de sodio anhidro
(Na,SO,). Para realizar las pruebas de actividad antioxidante, se utilizé AE puro.
Los extractos obtenidos se guardaron en un vial, protegidos contra luz y se
almacenaron a 4 °C.

Figura 5. Equipo de hidrodestilacién asistida por radiacion de microondas.

Fuente: esta investigacion.

Doénde: A es un horno doméstico marca LG, modelo MB-314VG con potencia de
salida de 2450 W; B es un baldn de 2 litros de capacidad, en el cual se introduce
la muestra y agua; C es la trampa tipo Clevenger; D es el lugar en donde se
recolecta el AE; E es un sistema de condensadores.
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3.3.2. Lepechinia vulcanicola, (Salvarrial Blanco): para esta planta no se
reportan antecedentes respecto al mejor tratamiento para la de extraccién del AE,
por esta razon se realiz6 un disefio experimental, que se detalla a continuacion:

Para la extraccion del AE se tuvieron en cuenta los siguientes parametros: las
potencias estimadas fueron: el 60 y 80% de la potencia maxima del horno. Por
cada potencia se evaluaron dos tiempos de extraccion (60 y 90 minutos). Esta
parte experimental se realizé por duplicado, realizdndose un total de 8
extracciones, se utilizé 80 g de muestra seca, 500 mL de agua destilada y las
extracciones se realizaron a intervalos de 10 min. Las especificaciones del disefio
experimental se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Especificaciones de extraccion por la técnica MWHD.

Resumen del disefio experimental

Clase de disefo Factorial completo de dos factores.

Numero de extracciones 8 aleatorizadas

Factores Potencia 2 Niveles (60 y 80%)

experimentales Tiempo 2 Niveles (60 y 90 min)

Variables de respuesta | Area y numero de sefiales en el perfil
cromatografico

Fuente: esta investigacion.

En todos los andlisis estadisticos se consideré un nivel de significacion P=0,05.
Cuando se establecio la existencia de diferencias significativas entre tratamientos,
se aplico el método de Fisher (DMS). Para el analisis se utiliz6 el paquete
estadistico STATGRAPHICS Centurién XV.

Para los analisis cromatograficos, el AE se extrajo con 2 mL de hexano, se
recuperd por concentracion con corriente de nitrégeno y se sec6 con sulfato de
sodio anhidro (Na,SO,). Para realizar las pruebas de actividad antioxidante, se
utilizé AE puro. Los extractos obtenidos se guardaron en un vial, protegidos contra
la luz y se almacenaron a 4 °C.
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3.4. ANALISIS INSTRUMENTAL

3.4.1. Andlisis cromatogréfico: De los extractos (0,5 mL de AE diluido en 2 mL
de hexano), se inyectaron alicuotas de 1,0 L, las cuales se analizaron por GC-
FID, usando un cromatografo de gases GC-17A Shimadzu, ubicado en los
Laboratorios Especializados de la Universidad de Narifio (figura 6, pagina 36),
dotado con un puerto de inyeccion split/splitless, con una columna cromatogréafica
DB-5 J&W-scientific de 30 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 ym
de espesor de fase estacionaria, a las siguientes condiciones cromatograficas:
temperatura de inyeccion 250 °C, temperatura del detector 280°C, temperatura de
la columna 50°C por 5 minutos; 10 °C/min hasta 250 °C por 5 min, obteniéndose
un tiempo total de andlisis de 30 min; se utilizé Helio AP como gas de arrastre a un
flujo de 1,0 mL/minuto, con una razon split 1:6.

Con los perfiles cromatogréaficos obtenidos, se calcularon los indices de retencién
lineal de Kovats para cada una de las sefales presentes, teniendo en cuenta los
tiempos de retencion de una serie homoéloga de patrones de hidrocarburos desde
C8 hasta C20, analizados por GC-FID bajo las mismas condiciones
experimentales usadas para las muestras. Para su determinacion se empleé la
Ecuacion 1 (pagina 28). Comparando los indices de retencion obtenidos
experimentalmente con los reportados en la literatura se consiguid una
identificacion tentativa de los metabolitos presentes en las muestras. Ademas con
estos resultados se determind el mejor tratamiento para la extraccién del AE de
Salvarrial Blanco (AESB).

Figura 6. Cromatdgrafo de gases Shimadzu GC-17A.

Fuente: esta investigacion.
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3.4.2. Identificacibn mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas GC-MS: El analisis cromatografico se realizd6 en un
cromatografo de gases Shimadzu QP 2010S (figura 7) acoplado a un detector
selectivo de masas (MSD, Shimadzu QP 2010S) operado en el modo de barrido
completo de radiofrecuencias (full scan, 35-400 umas). La columna empleada en
los analisis fue DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Figura 7. Equipo GC/MS cromatdgrafo de gases Shimadzu QP 2010S.

Fuente: Esta investigacion.

Las condiciones operacionales fueron, una Rampa de temperatura 50 °C (5 min),
hasta 250 °C a razén de 10 °C/min (5 min); temperatura del inyector 250 °C;
temperatura de la cadmara de ionizacion 200 °C; temperatura de la linea de
transferencia (GC-MS) 280 °C; energia de ionizacion de 70 eV; inyector
split/splitless, relacién split (1:30) con un volumen de inyeccién de 1,0 uL y se
utilizé como gas de arrastre Helio UAP, con un flujo de arrastre de 1,0 mL/minuto.

La identificacion de los componentes presentes en los extractos se realizd con
base en la comparacion de sus espectros de masas, con los de la espectroteca de
Adams (2004)*. Estos andlisis se realizaron en el Laboratorio de Cromatografia
de la Universidad de Narifio.

3.4.3. Cuantificacion de los componentes mayoritarios del aceite esencial: La
cuantificacion de los componentes mayoritarios presentes en el AE, se realiz6 por
cromatografia de gases (GC), en el equipo Shimadzu GC-17A con las mismas
condiciones cromatograficas utilizadas en el analisis de los AEs por GC-FID. Se

% ADAMS, R. Identification of essential oil components by gas chromatography / quadrupole mass
spectroscopy. En: Ediciones allured publishing corporation. (2004).
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emple6 el método del estandar interno, utlizando n-tetradecano, Istd
(concentracion 10,000 ppm), para la curva de calibracion se prepararon siete
soluciones en diclorometano a diferentes concentraciones de n-tetradecano (1, 5,
10, 50, 70, 100 y 200 ppm), la inyeccién se realiz6 por triplicado.

3.5. VALORACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

3.5.1. Actividad antioxidante equivalente a trolox (TEAC): por este método se
determiné la AAO para el AE puro (a concentraciones en porcentaje p/v de:
4,681% AESB y 7,222% AEM). El procedimiento experimental se describe a
continuacion:

El analisis espectrofotométrico de la captura del cation-radical ABTS', se
determiné de acuerdo al método de Re y colaboradores (1999)*.

El radical ABTS"" (solucion stock), se generd, mediante la reaccion entre ABTS
(360 mg) y persulfato potasico (K,S,0g, 67 mg), la concentracion final de la
solucion fue de 7 mM en ABTS y 2,45 mM en K;S,0g, la reaccion se preparé en
medio alcohdlico (100 mL metanol grado HPLC), a temperatura ambiente, en
oscuridad y durante 24 h. Una vez formado el radical ABTS' se diluyé con
metanol grado HPLC, hasta obtener un valor de absorbancia de 0,886 (solucion
W), a una longitud de onda de 734 nm®.,

Para la reaccién se midi6 3 mL de la solucibn W y se adicionaron 30 uL de la
solucion a estudiar, agitando constantemente durante un minuto y transcurridos
seis minutos de reposo se realizd la lectura de absorbancia a 734 nm en un
espectrofotometro Merck 300.

Por medio de una curva de calibracion con soluciones de trolox a concentraciones
0,5;1,0; 1,5y 2,0 mM y siguiendo la metodologia antes descrita se expresaron los
resultados obtenidos como capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) o
actividad antioxidante total (AAT), segun los requerimientos. La funcionalidad del
método se verific6 con un patron de acido ascoérbico 5 mM y todo el analisis se
realizo por triplicado.
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Para proporcionar un alto grado de confianza y seguridad del método analitico, se
determinaron parametros estadisticos como:

e La exactitud expresa el grado de proximidad de los resultados obtenidos por el
método, con relacion a los verdaderos valores. Para determinar la exactitud del
ensayo se utilizo el porcentaje de error relativo de la curva de calibracion (%Er),
este pardmetro estadistico se obtuvo al determinar el cociente entre el error
absoluto de las concentraciones y el valor estandar de ésta, para obtener un tanto
por ciento se multiplica por 100",

e La precision indica el grado de concordancia entre los resultados de una prueba
individual cuando el método es aplicado repetitivamente a mdultiples lecturas de
una muestra homogénea. Para comprobar la variabilidad del ensayo, se evalud la
repetibilidad del método, expresando los resultados como coeficientes de variacion
(ecuacion  6)*. El valor limite establecido para determinaciones
espectrofotométricas es del 3%>°.

Ademas, se debe tener en cuenta los intervalos de confianza, basados en el
estadistico de la t-student, con un nivel de confianza determinado. Los intervalos
de confianza se calculan de acuerdo a la ecuacion 7.

Ecuacién 6. Coeficiente de variacion.
Sl > 100
0 = =%
X
Dénde: S = Desviacion tipica de la muestra; X = Media de la muestra

Ecuacioén 7. Intervalos de confianza.

% CASTILLO, B.; GONZALES, R., Protocolo de validacion de métodos analiticos para la
cuantificacion de farmacos. En: Revista Cubana Farm. Vol. 30: 4-6p. 1997.
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Donde: en donde: X = Media en la muestra; Z = 2,31 y se obtiene de la tabla de
distribucion de la t-student®®, en este caso, para 8 grados de libertad con una P de
95%; S = Media de la desviacion estandar; n = Tamafio de la muestra.

e La linealidad, parametro que permite expresar la capacidad del método
analitico para dar resultados directamente proporcionales a la concentracion del
analito en la muestra y tiene como parametros a r que es el coeficiente de
correlacién y r® el coeficiente de determinacién considerandose el método lineal,
cuando r es mayor a 0,99 y r? mayor o igual a 0,98*".

3.5.2. Evaluacién de la eficiencia anti-radical (DPPH): Por este método se
determind la eficiencia anti-radical (EAR) para el AE puro (utilizando 3 diferentes
concentraciones para cada muestra estudiada). La EAR se evalu6 mediante el
método desarrollado por Sanchez y colaboradores (1998)%.

Se preparé una solucién stock de DPPH®, a una concentraciéon de 0,812 mM y se
dejé en reposo durante 24 horas en frio (6 °C aproximadamente). A partir de esta
solucién se realizé una curva de calibracion de DPPH" a concentraciones mM de:
0,0099; 0,0199; 0,0298; 0,0399; 0,0599; 0,0686 y 0,0899, a una longitud de onda
de 515 nm empleando un espectrofotometro Merck 300. Las soluciones se
prepararon con metanol grado HPLC. Para la reaccion se tomé 3,9 mL de soluciéon
de DPPH® 0,1083 mM preparado el mismo dia de analisis y 0,1 mL de la muestra
a estudiar (ver tabla 22, pagina 72). Se midié la absorbancia cada 5 segundos
hasta alcanzar el estado estacionario. La funcionalidad del método se verific6 con
un patron de acido ascorbico. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Con los resultados obtenidos se realizaron las siguientes gréficas:

1. Absorbancia vs. [DPPH-]

2. [DPPH'] vs tiempo

3. %[DPPH Jremanente VS tiempo del estado estacionario
4. %[DPPH"]remanente VS [Antioxidante] a tiempo t.

5. % de Inhibicion vs tiempo

9 Miller, J.C.; Miller,J.N., Estadistica para quimica analitica. En: Addison-Wesley Iberoamericana.
2a ed. 1993. p. 23

“L Miller, J.C.; Miller,J.N., Op. Cit, p. 54.
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El porcentaje de inhibicion se calculé mediante la ecuacién 3 (pagina 32) y el
%[DPPH"]remanente S€QUN la ecuacion 4 (pagina 32). Por medio de la construccion
de las graficas indicadas en el anterior parrafo con los numerales 3 y 4 se calculd
el ECso (concentracién de antioxidante necesaria para disminuir la [DPPH ]remanente
al 50%) y el Tecso (tiempo necesario para alcanzar el estado ECsp). Estos
parametros se emplean para obtener la EAR, de acuerdo a la expresion de la
ecuacion 5 (pagina 32).

Para proporcionar un alto grado de confianza y seguridad del método analitico, se
determind los parametros estadisticos indicados en el literal 3.5.1.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACION TAXONOMICA

La identificaciébn taxondmica se realiz6 en el Herbario Universidad de Narifio
(PSO, Pasto-Narifio, sede Torobajo). La descripcion del Matico y del Salvarrial
Blanco, coincidieron y obtuvieron igual clasificacion taxondmica, la descripcion
detallada de la especie vegetal se observa en la tabla 1 (pagina 19), ademas esta
identificada con el numero ID: 39557 (anexo 1), en resumen las dos plantas
(Matico y Salvarrial Blanco) fueron clasificadas como: Lepechinia Vulcanicola.

Figura 8. Lepechinia Willd. Vulcanicola, Matico y Salvarrial Blanco.

Fuente: Esta investigacion.

4.2. DETERMINACION DEL MEJOR TRATAMIENTO PARA LA EXTRACCION
DEL ACEITE ESENCIAL PRESENTE EN LAS HOJAS DE LEPECHINIA
VULCANICOLA.

Para la extraccién del AE presente en las hojas de Lepechinia vulcanicola (Matico
y Salvarrial Blanco), se utiliz6 MWHD. A los extractos obtenidos por medio de esta
técnica, se les realiz6 el correspondiente analisis cromatografico (GC-FID), a partir
del cual se calcularon los indices de Kovats, permitiendo la identificacién de los
compuestos mayoritarios presentes en el AE, por medio de la comparacion de los
I« experimentales con la espectroteca ADAMS (2004).
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Ademas, para el caso del Salvarrial Blanco, a partir de los resultados
cromatograficos, se determin6 el mejor tratamiento para la extraccién, utilizando
como variables de respuesta area y niumero de sefiales presentes en los perfiles
cromatograficos. Ver anexo A y anexo B.

4.2.1. Determinacion del mejor tratamiento para Lepechinia vulcanicola
(Matico, cultivada en Gualmatan): Para este caso la extraccion del AE, se
realizd bajo los parametros Optimos establecidos reportadas por Rosero y
colaboradores (2013), que son W=80% y t=90min.

Se extrajo 0,3711 g de AE partiendo de 80 g de material vegetal seco, lo cual
representa un porcentaje de rendimiento del 0,46%.

4.2.2. Determinacion del mejor tratamiento para Lepechinia vulcanicola,
(Salvarrial Blanco, cultivada en Yacuanquer): En este caso, fue necesario
determinar el mejor tratamiento para la extraccion, para ello, se realizé un disefio
experimental factorial completo de dos factores, con las especificaciones indicadas
en el literal 3.3.2 de la metodologia (pagina 35). Se extrajo 0,4681 g de AE
partiendo de 80 g de material vegetal seco, lo cual representa un porcentaje de
rendimiento del 0,58%. Para determinar el mejor tratamiento para la extracciéon del
AE presente en las hojas de Lepechinia vulcanicola (Salvarrial Blanco), por medio
de la técnica MWHD, se utilizé el analisis de varianza de dos factores (ANOVA de
dos factores), el cual separa y estima las diferentes causas de variacion entre los
tratamientos aplicados: potencia del microondas (con 2 niveles: 60 y 80% de la
potencia maxima del equipo) y tiempo (con 2 niveles: 60 y 90 min), sobre la
variable de respuesta (cantidad de compuestos identificados en el perfil
cromatografico, seleccionando aquellos con area del pico superior a 7000 cuentas,
ver anexo B). En la tabla 4 (pagina 42) se presenta el nimero de sefiales
obtenidas para cada una de las extracciones especificadas en el literal 3.3.2 de la
metodologia.

Tabla 4. Numero de sefiales obtenidas en los perfiles cromatogréficos.

60 90
46 52
60 50 53
54 62
80 57 58

Fuente: esta investigacion.

W = potencia del equipo (%); T = tiempo de extraccién (min).
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Los resultados estadisticos de los datos de la tabla 4, después de aplicar el
ANOVA de dos factores, se indican en la tabla 5. Estos resultados permiten
estudiar simultdaneamente los efectos de las fuentes de variacion (potencia y
tiempo) sobre la variable dependiente, compuestos seleccionados en el perfil

cromatografico.

Tabla 5. ANOVA de dos factores (potencia, tiempo).

Fuente Suma de | GL | Cuadrado | Cociente Valor Valor
Cuadrados Medio F critico F P
Efectos Principales
A:potencia 112,5 1 112,5 21,43 7,7086 |0,0098
B:tiempo 40,5 1 40,5 7,71 7,7086 |0,0499
Interacciones
AB 0 1 0 0,00 7,7086 |1,0000
Residuos 21,0 4 5,25
Total (Corregido) 174,0 7

Fuente: esta investigacion.

P (Nivel de significacion de la prueba) P = 0,05. Todas las razones-F se basan en
el cuadrado medio del error residual, GL = Grados de libertad.

X Para el andlisis entre potencias (factor A), se probaron las siguientes
hipotesis (Ho: hipétesis nula; Hi: hipotesis alternativa):

Ho) = Al modificar las potencias se obtienen igual niumero de sefiales en el peffil
cromatografico.

Hin) = Existen diferencias significativas en el nimero de sefiales cromatograficas
al variar las potencias.

De los resultados de la tabla 5 se puede apreciar que el valor calculado del
cociente F para el factor A, excede al valor critico F (obtenido de tablas
estadisticas), por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipoétesis
alternativa, indicando que existen diferencias estadisticamente significativas en el
namero de sefiales cromatograficas al variar las potencias, por lo tanto se hace
necesario desarrollar una prueba de significacion que permita diferenciar cual
tratamiento es mas significativo. Esta prueba es la diferencia minima significativa
de Fisher (DMS), de la cual se obtuvieron los resultados de la tabla 6 (pagina 43).
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Tabla 6. Diferencia minima significativa (potencias)

Potencia (%)| n Media # de Error estandar | Intervalos de confianza| Grupos Homogéneos
sefiales (95%)
60 4 50,25 1,14564 +/- 3,1808 X
80 4 57,75 1,14564 +/- 3,1808 X
Contraste Diferencia +/- DMS
60 — 80 *75 4,49837

Fuente: esta investigacion.

* Indica una diferencia significativa, n = Tamaifo de la muestra.

En la parte superior izquierda de la tabla 6, se muestra los grupos o niveles que
toma el factor (potencia (%)), asi como el tamafio de la muestra (n) y la media
muestral obtenida para la variable de analisis en cada grupo, con su respectivo
error estdndar. A la derecha aparece la columna de grupos homogéneos, el cual
muestra las diferencias entre cada grupo, marcandolos con un signo (X). Los
grupos marcados se interpretan de la siguiente manera: se considera que no hay
diferencias estadisticamente significativas a un nivel de confianza del 95%, entre
las medias de las sefiales cromatogréficas de aquellos grupos que tengan el signo
(X) en la misma columna. Analizando los datos de la parte superior de la tabla, se
identifican 2 grupos homogéneos segun la alineacion del signo (X) en la columna.
El primer grupo corresponde a la potencia (%) de 60, el segundo grupo
corresponde a la potencia de 80. Se puede observar en la tabla 6, que el valor de
la media de las sefiales cromatograficas para el segundo grupo, es
significativamente mayor en comparacion con las medias del primer grupo. En la
parte inferior derecha de la tabla 6, se indica el valor calculado de la DMS igual a
4,49837, y como el valor para la diferencia para el contraste supera dicho valor,
esto indica que se presentd una diferencia estadisticamente significativa entre las
potencias, con un nivel de confianza del 95%. Esta diferencia se observa en la
gréfica 1.

Grafica 1. Comparacion entre medias de las sefiales cromatograficas para
cada potencia.

Fuente: esta investigacion.
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En la gréfica 1 (pagina 43), cada punto representa la media de las sefales
cromatograficas para cada potencia con un intervalo de confianza del 95% (+/-
3,1808). Si los intervalos de confianza de cada punto se solapan horizontalmente,
se puede decir que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles del factor. En la figura se observa que no hay solapamiento horizontal,
entre las potencias y como la media de la potencia 80% es mas alta, se puede
concluir que la potencia a la cual se obtiene el mayor nimero de sefales en el
perfil cromatografico es a la potencia de 80%, por lo tanto, con un nivel de
confianza del 95%, se rechaza la hipétesis nula.

« Para el analisis entre los tiempos (Factor B), se probaron las siguientes
hipoétesis:

Hoe) = A diferentes tiempos de extraccion se obtiene igual nUmero de sefiales en
el perfil cromatografico.

Hi@) = Existen diferencias significativas en el nimero de sefiales cromatogréaficas
al variar el tiempo de extraccion.

Segun los resultados obtenidos en la prueba F del ANOVA (tabla 5, pagina 42)
para el factor B, se rechaza la hipétesis nula y se acepta que existen diferencias
estadisticamente significativas en el nUmero de sefiales cromatograficas al variar
el tiempo, por lo que se recurrié a la prueba de Fisher (DMS), para encontrar el
tratamiento mas significativo. Los resultados se indican en la tabla 7.

En la parte superior de la tabla 7, se identifican los grupos homogéneos segun la
alineacion del signo (X) en la columna. El primero esta constituido por los
tratamientos de 60 minutos, el segundo grupo lo constituye el tratamiento de 90
minutos. Se puede observar que el valor de la media de las sefales
cromatograficas para el segundo grupo, es significativamente mayor en
comparacion a la media del primero.

En la parte inferior derecha de la tabla, se indica el valor calculado de la DMS igual
a 4,49837, y como el valor para la diferencia para el contraste supera dicho valor,
esto indica que se presentd una diferencia estadisticamente significativa entre los
tiempos, con un nivel de confianza del 95%. Esta diferencia se observa claramente
en la grafica 2 (pagina 45).
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Tabla 7. Diferencia minima significativa (Tiempo)

Tiempo N | Media # de Error estandar | Intervalos de confianza| Grupos Homogéneos
(min) picos (95%)
60 4 51,75 1,14564 +/- 3,1808 X
90 4 56,25 1,14564 +/- 3,1808 X
Contraste Diferencia +/- DMS
60— 90 *-4.5 4,49837

Fuente: esta investigacion.
* indica una diferencia significativa.

Gréfica 2. Comparacion entre medias de las sefiales cromatograficas para
cada tiempo de extraccion.

Fuente: esta investigacion.

En la grafica se observa que los tiempos estudiados presentan diferencia
estadisticamente significativa, siendo la media de picos mas alta para el tiempo de
90 min. Se puede concluir que el tiempo al cual se obtiene el mayor nimero de
sefales en el perfil cromatografico es a 90 min, por lo tanto, con un nivel de
confianza del 95%, se rechaza la hipotesis nula.

¢ Interacciones entre factores: en la tabla 5 (pagina 42) se observa la informacién
referente a la interaccion entre los factores AB, separada de los efectos
principales. La hip6tesis nula sera en este caso la ausencia de interaccion entre
los factores potencia y tiempo. Dado que el valor del cociente F (0,00), es menor
gue el valor critico (7,7086), se acepta la hipétesis nula, indicando que no existen
interacciones entre los dos factores. Esto se representa en la gréafica 3.
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Gréfica 3. Gréafico de Interaccidn potencia-tiempo.
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Fuente: esta investigacion.

Teniendo en cuenta que cada punto del grafico, es el promedio de los valores de
cada celda de la tabla 4 (pagina 42), si los intervalos de confianza para cada celda
se solapan, se puede interpretar que el efecto de los dos factores es igual, 0 no
existen diferencias estadisticamente significativas en cada celda. En la gréafica 3
(pagina 45), se observa que no hay interacciones significativas entre potencia y
tiempo.

Después del analisis estadistico se puede concluir que el mejor tratamiento para la
extraccion del AE de Lepechinia vulcanicola (Salvarrial Blanco) son: potencia del
horno microondas 80% y tiempo de extraccion 90 min.

4.3. CARACTERIZACION QUIMICA POR GC Y GC/MS DEL AE DE
LEPECHINIA VULCANICOLA (MATICO Y SALVARRIAL BLANCO).

La identificacién de los principales compuestos presentes en el AE de Lepechinia
vulcanicola (Matico y Salvarrial Blanco), se hizo con base en el calculo de los
indices de retencion de Kovats (ecuacion 1, pagina 28), mediante el analisis de
sus espectros de masas (posibles rutas de fragmentacion de los compuestos) y
usando la base de datos de Adams (2004)®. Para la cuantificacién de los
compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lepechinia vulcanicola (Matico y
Salvarrial Blanco), se utilizé el método del estandar interno, Con base a las areas
(cuentas) se determiné el valor de la pendiente de la recta que corresponde al
factor de respuesta igual a 146 cuentas x L/mg. Se determiné el %CV (coeficiente
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de variacién), obteniéndose un valor menor al 5%; segln Legarda** y Hubber *3
los valores menores al 5% en él %CV son aceptables, es decir los resultados
tienen buena homogeneidad, precision y repetitividad, lo cual concuerda con
trabajos de investigacién similares**. La concentracién de los componentes del
AE se presentd en términos de mg de compuesto/kg de material vegetal. Los
perfiles cromatograficos utilizados para la cuantificacion se indican en el anexo C.

4.3.1. ldentificacion y cuantificacion de los compuestos mayoritarios para el
AE de Lepechinia vulcanicola, Matico, cultivada en Gualmatan. El AE para
esta planta se obtuvo aplicando el mejor tratamiento de extraccion W=80% y T=90
min, estos extractos fueron analizados por GC y GC/MS. En la Figura 9 se
presenta el perfil cromatografico del AE extraido bajo las condiciones
mencionadas anteriormente.

Figura 9. Perfil cromatografico del AE de Lepechinia vulcanicola, Matico,
extraido mediante MWHD (W=80%, T=90 min).

Fuente: esta investigacion

“2 LEGARDA, L.; LAGOS, T., Disefio de experimentos agropecuarios. En: San Juan de Pasto:
Unigraf 2001.

“3 HUBER, L., Buenas Practicas De Laboratorio Y Buenas Practicas De Fabricacion Actuales. En:
Hewlett-Packard Company, Miami, 1994. p. 160.

* TORRES, J.; BENAVIDEs, O., Caracterizacién de los compuestos mayoritarios del aceite
esencial del fruto de mortifio (vaccinium floribumdum H.B.K.) en sus diferentes estados de
maduracion. Trabajo de grado, Quimico. San Juan de Pasto: Universidad de Narifio, Facultad de
Ciencias Naturales y Exactas. Departamento de Quimica. 2010. 118p.
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En la Tabla 8 (pagina 48) se presentan los compuestos identificados en este
extracto, los tiempos de retencion, los indices de Kovats, la concentracion y la
relacion masa/carga del ion molecular (m/z, dato fundamental para Ila
determinacién estructural de una molécula) de cada constituyente. Solo se
identificaron los compuestos que presentaron un porcentaje de area igual o
superior al 0,884%. En el anexo D se presenta el perfil cromatografico de la
mezcla de parafinas Cg-C20, usadas para el calculo del indice de Kovats, en el
anexo E los espectros de masas experimentales y en el anexo G los espectros de
masas teoricos.

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
permitié identificar para este extracto, en total 13 compuestos mayoritarios. En la
tabla 8 y grafica 4 (pagina 48), se observa que los compuestos con mayor
concentracion, fueron: limoneno, prenil limoneno, thujopsan-2-alfa-ol, ledol y beta-
pineno.

Tabla 8. Compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lepechinia
vulcanicola, Matico. Identificados por GC/MS, aislados por MWHD.

Sefal| T, I It Compuesto m/z| C %
4 | 9,029| 939 | 939 alfa-pineno 136| 55 | 3.387
6 |10,275| 987 | 979 beta-pineno 136| 136 | 8.374
7 10,450| 994 | 991 Mirceno 136| 63 3.879
8 ]10,979|1018| 1002 delta-2-careno 136| 76 | 4.680
9 11,687 1051 | 1029 Limoneno 136| 408 |25.123
13 (12,887 (1107 | 1097 Linalol 154 | 30 1.847
29 118,041|1416| 1441 aromadendreno 204| 23 | 1416
30 |18,378|1441 | 1457 E-beta-farneseno 204| 93 | 5.727
31 [18,561|1455| 1460 aromadendreno (allo) 204| 21 | 1.293
32 |19,253|1505| 1460 prenil limoneno (trans) 204 | 319 |19.643
33 |19,495|1523| 1588 palustrol 222| 16 0.985
37 |20,661|1609| 1569 Ledol 204| 176 |10.837
38 [21,249|1658| 1587 thujopsan-2-alfa-ol 222| 208 |12.808

Fuente: esta investigacion

Sefal = Numeral de la sefial en el perfil cromatografico; T, = Tiempo de retencién
en minutos; |, = Indices de Kovats experimental; Iy = indice de Kovats tedrico; m/z
= relacion masa-carga del ion molecular; C = Concentracién expresada en mg del
compuesto/kg de material vegetal seco; % = abundancia porcentual.
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Gréfica 4. Concentracion (mg compuesto/kg material vegetal seco) de los
compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lepechinia vulcanicola,
Matico.
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Fuente: esta investigacion

También puede observase que la composicion del AEM, esta caracterizada
principalmente por compuestos monoterpénicos hidrocarburados, que representan
un 45,4% del AE, los compuestos de este tipo son: alfa-pineno, beta-pineno,
mirceno, delta-2-careno y limoneno. De igual forma se tiene que los compuestos
sesquiterpénicos hidrocarburados representan el 28,1% del AE y los compuestos
son: aromadendreno, E-beta-farneseno, aromadendreno (allo), y prenil limoneno
(trans). Con un porcentaje de 24,6%, se encontr6 a la familia de los
sesquiterpenos oxigenados con los siguientes compuestos: thujopsan-2-alfa-ol,
palustrol y ledol. En menor porcentaje se tiene a la familia de los monoterpenos
oxigenados con un 1,8% y el compuesto perteneciente a esta familia es el linalol.
Esto se puede evidenciar en la gréfica 5.

Gréfica 5. Composicién porcentual de las familias quimicas presentes en el
AE de Lepechinia vulcanicola, Matico.
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Fuente: esta investigacion
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Los resultados de esta investigacion, corresponden con los antecedentes
reportados’, en donde se identificd como compuestos mayoritarios para el AE de
esta planta a: limoneno, ledol, beta-pineno, aromadendreno (allo), delta-2-careno,
linalol y alfa-pineno, entre otros. Todos estos compuestos fueron identificados en
este trabajo, ademas también fue posible identificar los compuestos: prenil
limoneno (trans), thujopsan-2-alfa-ol y aromadendreno. También se reporta que la
principal familia quimica componente del AE del Matico es la de los monoterpenos
hidrocarburados, seguida por la de los sesquiterpenos hidrocarburados,
concordando con los resultados de esta investigacion.

4.3.2. Identificacion y cuantificacion de los compuestos mayoritarios para el
AE de Lepechinia vulcanicola, Salvarrial Blanco, cultivada en Yacuanquer.
Para este caso el AE, se obtuvo aplicando el mejor método de extraccion, W=80%
y T=90 min, estos extractos fueron analizados por GC y GC/MS. En la Figura 10
(pagina 50) se presenta el perfil cromatografico del AE extraido bajo las
condiciones mencionadas anteriormente. En la tabla 9 (pagina 50) se presentan
los compuestos identificados en este extracto, los tiempos de retencion, los
indices de Kovats y la relacion masa/carga del ion molecular (m/z, dato importante
en la determinacion estructural de una molécula) de cada constituyente. Solo se
identificaron los compuestos que presentaron un porcentaje de area igual o
superior al 0,884%. En el anexo D se presenta el perfil cromatografico de la
mezcla de parafinas Cg-C20, usadas para calculo del indice de Kovats, en el anexo
F los espectros de masas experimentales y en el anexo G los espectros de masas
teoricos.

Figura 10. Perfil cromatografico del AE Lepechinia vulcanicola, Salvarrial
Blanco, extraido mediante MWHD (W=80%, T=90 min).

Fuente: esta investigacion
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Tabla 9. Compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lepechinia
vulcanicola, Salvarrial Blanco. Identificados por GC/MS, aislados por MWHD.

Sefal T, I It Compuesto m/z C %
4 9,128 942 939 alfa-pineno 136 88 3.705
6 10,320 989 979 beta-pineno 136 | 160 6.737
7 10,470 994 991 mirceno 136 57 2.400
9 11,803 | 1056| 1029 limoneno 136 | 595| 25.053
13 12,978 | 1112| 1097 linalol 154 53 2.232
26 18,115 | 1422 | 1441 aromadendreno 204 28 1.179
27 18,473 | 1448 | 1457 E-beta-farneseno 204 | 132 5.558
29 19,032 | 1488 | 1483 gama- curcumeno 204 | 110 4.632
30 19,324 | 1510| 1588 palustrol 222 | 183 7.705
33 20,719 | 1614| 15,83 oxido de cariofileno 220 | 121 5.095
34 21,582 | 1685| 1587 thujopsan-2-alfa-ol 222 | 802 | 33.768
35 21,886 | 1711| 1672 bulnesol 222 46 1.937

Fuente: esta investigacion

Sefial = Numeral de la sefal en el perfil cromatogréfico; T, = Tiempo de retencién
en minutos; I, = indices de Kovats experimental; I, = Indice de Kovats tedrico; m/z
= Relacion masa carga del ion molecular; C = Concentracion expresada en mg del
compuesto/kg de material vegetal seco; % = abundancia porcentual.

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
permitié identificar para este extracto, en total 12 compuestos mayoritarios. En la
tabla 9 y grafica 6 (pagina 51), se observa que los compuestos con mayor
concentracion, fueron: thujopsan-2-alfa-ol, limoneno, palustrol, y beta-pineno.

Grafica 6. Concentracion (mg compuesto/kg material vegetal seco) de los
compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lepechinia vulcanicola,
Salvarrial Blanco.
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Fuente: esta investigacion
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Gréfica 7. Composiciéon porcentual de las familias quimicas presentes en el
AE de Lepechinia vulcanicola, Salvarrial Blanco.
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Fuente: esta investigacion.

También puede observase que la composicibn del AE, esta caracterizada
principalmente por compuestos sesquiterpénicos oxigenados representando un
48,5% del AE y los compuestos son: oxido de cariofileno, palustrol, thujopsan-2-
alfa-ol y bulnesol. De igual forma se tiene que los compuestos monoterpénicos
hidrocarburados, que representan un 37,9% del AE, corresponden a: alfa-pineno,
beta-pineno, mirceno y limoneno. En menor porcentaje se tiene a la familia de los
sesquiterpénos hidrocarburados con los siguientes compuestos: aromadendreno,
E-beta-farneseno, y gama-curcumeno, que representa el 11,4% del AE. Por ultimo
se encontré6 a los monoterpénos oxigenados con un 2,2% y el compuesto
perteneciente a esta familia es el linalol. Esto se puede evidenciar en la grafica 7.

4.3.3. Posibles rutas de fragmentacion de los compuestos mayoritarios
presentes en el AE de Lepechinia vulcanicola. En esta seccion se indica la ruta

de fragmentacion para algunos de los compuestos mayoritarios del AE de
Lepechinia vulcanicola.

% Limoneno: Los espectros de masas obtenidos experimentalmente en el
desarrollo de esta investigacion, se pueden observar en las figuras 11y 12.
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Figura 11. Espectro de masas experimental de [imoneno (Matico, cultivada
en Gualmatan).
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Figura 12. Espectro de masas experimental de limoneno (Salvarrial Blanco,
cultivada en Yacuanquer).
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Fuente: esta investigacion

Segun Rosero y colaboradores (2013), reportan que los monoterpenos
monociclicos (felandreno, alfa-terpineno, terpineno, terpinoleno, limoneno),
biciclicos (3-careno, alfa-pineno, sabineno, canfeno) y aciclicos (mirceno, allo-
ocimeno, ledol), poseen una fragmentacién caracteristica comdn: presentan en
sus EM el ibn m/z 93 como pico base o de alta abundancia, producido por una
ruptura alilica en la molécula acompafiada de la eliminacién de un radical C3H;". El
iobn molecular (m/z 136) es de intensidad media o baja y se descompone
eliminando sucesivamente los radicales CH3" y C3H-", con formacién de los iones
en m/z 121 y 93, respectivamente. El iébn (MC3H;)" posteriormente pierde CH3'’
para generar el fragmento (M-C3H7-CHz)+ en m/z 79.

Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion del limoneno.
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Fuente: Benavides y' colaboradoreé (20112).

62



En relacion al limoneno se puede apreciar que: el ion molecular de este
compuesto en m/z 136 (esquema 4), sufre durante su ionizacion disociativa la
ruptura retro-Diels-Alder, con la cual el dieno formado constituye el pico base en
m/z de 68, el cual por pérdida de radical eteno genera el pico con m/z 41.
Adicionalmente, la eliminacion homolitica del radical metilo, seguido de un
reordenamiento de hidrégeno y posterior pérdida homolitica de radical eteno
conduce al pico con m/z 94, el cual sufre una pérdida homolitica de radical
hidrogeno para generar el pico con m/z 93. Por otra parte, la pérdida homolitica de
radical metilo a partir del ion molecular conlleva al catién con relacién m/z 121. El
ion con relacion m/z 79 se produce tras la pérdida homolitica de radical
isopropenilo seguido de una ruptura homolitica de hidrogeno. El ion con m/z 107
se genera por pérdida de una molécula neutra de eteno a partir del ion molecular
seguido de una ruptura homolitica de hidrégeno®.

% Mirceno: Los espectros de masas obtenidos experimentalmente en el desarrollo
de esta investigacion, se pueden observar en las figuras 13y 14.

Figura 13. Espectro de masas experimental de mirceno (Matico, cultivada en
Gualmatan).
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Figura 14. Espectro de masas experimental de mirceno (Salvarrial Blanco,
cultivada en Yacuanquer).
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El mirceno exhibe una fragmentacion caracteristica de los monoterpenos. El ion
molecular tiene una relacion m/z de 136 y presenta una intensidad baja. La
fragmentacion del mirceno conduce a la formacion de iones caracteristicos para
monoterpenos, a saber: (M—CHs)® en m/z 121 con una intensidad baja y el
fragmento (M—CHs—C,H4)" en m/z 93, como el pico de base. El ion m/z 69 se
forma como resultado de una ruptura alilica a partir del ion molecular; la posterior
eliminacién de una molécula de etileno a partir del fragmento m/z 69 conduce a la
formacion del ion alilo m/z 41. Los fragmentos de intensidad baja en m/z 107 y 79,

provienen de la eliminacion del radical C,Hs- y de una molécula de etileno,
respectivamente®. Ver esquema 5 (pagina 55).

Esquema 5. Posibles rutas de fragmentaciéon del mirceno.

+ +
CH Gl [mcpHg| Sty |mcyHg - Gt
miz 136 miz 79
CeHy ' CeHy"
¥ +
&ptl]i» | :j\ ﬂ» /77N
alilica + S
m/z 41
Mz 69 Catls
CsHy"
m/z 136 CH3 l r
MCH3I | - |
miz 121 m/z 93
C9H13+ C7H9+

Fuente: Monsalve y colaboradores (2007).

> Monsalve, L.; Stashenko, E., Comparacién de la composicion quimica de los aceites esenciales
de las plantasde lippia alba (mill) n.e brown, provenientes de diferentes regiones de Colombia.
Trabajo de grado, Quimico. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander. Facultad de
Ciencias. Escuela de Quimica. 2007. 141p.
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+ Linalol: los espectros de masas obtenidos experimentalmente en el desarrollo
de esta investigacion, se pueden apreciar en las figuras 15y 16.

Figura 15. Espectro de masas experimental de linalol (Matico, cultivada en
Gualmatéan).
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Figura 16. Espectro de masas experimental de linalol (Salvarrial Blanco,

cultivada en Yacuanquer).
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Fuente: esta investigacion

El linalol presenta el patron de fragmentacion tipico de monoterpenoles. Las rutas
de la fragmentacion se observan en el esquema 6. El ion molecular de m/z 154
muestra una intensidad baja. Se presentan dos rupturas alilicas en el ion
molecular (a y b), que conducen a la formacién de los fragmentos C4H-0O" en m/z
71 (a), pico de base, y el ion CsHy® en m/z 69 (b). El ion 71, posteriormente,
elimina una molécula de etileno conduciendo a la formacion del ion CH3CO" con
m/z en 43, y el fragmento 69, también por pérdida de una molécula de C,H,, forma
el ion alilico C3sHs™ en m/z 41. Los iones C4H;0" (m/z 71), CsHy™ (m/z 69), CH3CO*
(m/z 43) y C3Hs" (m/z 41) constituyen los fragmentos “diagndstico” en el EM del
linalol y permiten distinguirlo facilmente de otros monoterpenoles, confirmando la
presencia del grupo OH- en la molécula y el nimero y la disposicion de enlaces
dobles en ella*. Ver esquema 6.
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Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion de linalol.
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- + +
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— — — T i ST
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CsHs™
m/z 69
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Fuente: Monsalve y colaboradores (2007).

4.3.4. Analisis cualitativo comparativo entre el AE de Matico y Salvarrial
Blanco. En la tabla 10 (pagina 57) se registran los principales aspectos de
comparacion entre las dos variedades de Lepechinia vulcanicola, uno de dichos
aspectos son las condiciones de extraccién, las cuales resultaron similares para
las dos plantas, el rendimiento fue mayor para Salvarrial Blanco.

Tabla 10. Principales aspectos de comparacion entre el AE de Matico y
Salvarrial Blanco.

Matico

Salvarrial Blanco

Tratamiento
optimo de
extraccion.

Potencia = 80%
Tiempo = 90 min

Potencia = 80%
Tiempo = 90 min

80 g de muestra vegetal seco

Rendimiento del 0,46% 0,58%
AE
Aspecto del AE Liguido Solido
Compuestos 1. limoneno 1. thujopsan-2-alfa-ol
mayoritarios 2. prenil limoneno (trans) 2. limoneno
3. thujopsan-2-alfa-ol 3. palustrol

Familia quimica
mayoritaria

Monotérpeno hidrocarburado

Sesquitérpeno oxigenado

Fuente: esta investigacion
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Un aspecto importante por el cual se realiz6 este trabajo comparativo son las
diferentes caracteristicas que presenta el AE, puntualmente el estado fisico, que a
temperatura ambiente (15-17 °C aproximadamente) para el Matico es liquido y
para el Salvarrial Blanco es solido (ver figura 17). Esto puede ser causado por la
diferente composicion quimica del AE, ya que la concentracién de los compuestos
identificados es diferente en las dos plantas estudiadas (grafica 8, pagina 58),
ademas la familia quimica mas representativa en cada planta también es diferente
(gréfica 9, pagina 58). La diferencia mas importante se relaciona con la familia de
los sesquiterpenos oxigenados, la abundancia de estos compuestos en el AESB
es aproximadamente el doble que en el AEM, por lo cual dicho AE estaria en la
capacidad de formar una red cristalina ibnica mas estable y por ende se
necesitaria una mayor temperatura para que este AE se presente en estado
liquido.

Figura 17. Estado fisico del AE de Matico y Salvarrial Blanco.

Matico Salvarrial Blanco

Fuente: esta investigacion
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Gréfica 8. Compuestos presentes en el AE de Matico y Salvarrial Blanco.
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Fuente: esta investigacion

Grafica 9. Familias quimicas presentes en el AE de Matico y Salvarrial
Blanco.
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Fuente: esta investigacion

4.3.5. Analisis complementarios, por columna polar de polietilenglicol DB-
WAX. Debido a que los AEs son mezclas heterogéneas que contienen analitos
tanto polares como apolares, se realizo el analisis cromatografico del AE con una
columna apolar (columna DB-5) y con una columna polar (DB-WAX). En los
literales 4.3.1y 4.3.2 se realiz6 el estudio correspondiente a la columna apolar, en
este aporte se indica el andlisis del AE con columna polar DB-WAX.
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Los extractos necesarios para estos analisis se obtuvieron bajo el mejor
tratamiento de extraccion y se diluyeron en hexano hasta una concentracion del
3,2% v/v. De los extractos se inyectaron alicuotas de 1,0 uL, las cuales se
analizaron por GC-FID, usando un cromatégrafo de gases GC-17A Shimadzu,
ubicado en los Laboratorios Especializados de la Universidad Narifio (figura 6,
pagina 36), dotado con un puerto de inyeccion split/splitless, con una columna
cromatografica DB-WAX asilent AGILENT TECH de 30 m de longitud, 0,25 mm de
diametro interno y 0,25 uym de espesor de fase estacionaria, a las siguientes
condiciones cromatograficas: temperatura de inyecciéon 250 °C, temperatura del
detector 280 °C, temperatura de la columna 50 °C por 5 minutos; 10 °C/min hasta
240 °C por 5 min, obteniéndose un tiempo total de andlisis de 30 min; se utilizd
Helio AP como gas de arrastre con un flujo de 1,0 mL/minuto, con una razon split
1:6.

En las figuras 18 y 19 se observan los perfiles cromatograficos obtenidos para
cada muestra. En las tablas 11 y 12 se pueden apreciar los compuestos
identificados en AEM y en AESB, respectivamente, también se registran: los
tiempos de retencion y los indices de Kovats de los compuestos en el AE. Solo se
identificaron los compuestos que presentaron un porcentaje de éarea igual o
superior al 1%. En el anexo D se presenta el perfil cromatografico de la mezcla de
parafinas Cgo-C24, usadas para calculo del indice de Kovats, los valores tedricos de
los |'ndi406es de Kovats se obtuvieron principalmente de la base de datos Pherobase
y NIST*.

Figura 18. Perfil cromatografico del AE Lepechinia vulcanicola (Matico),
extraido mediante MWHD (W=80%, T=90 min). Columna DB-WAX.

Fuente: esta investigacion

“© Base de datos pherobase y NIST [Citado 03 de febrero de 2013] Disponible en internet:
http://www.pherobase.com
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Figura 19. Perfil cromatogréafico del AE Lepechinia vulcanicola (Salvarrial
Blanco), extraido mediante MWHD (W=80%, T=90 min). Columna DB-WAX.

Fuente: esta investigacion

Tabla 11. Compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lepechinia
vulcanicola (Matico), columna DB-WAX.

Senal T, I It Compuesto
3 6,100 1014 1027 alfa-pineno
7 8,124 1097 1113 beta-pineno
9 9,049 1137 1128 delta-2-careno
12 10,258 1190 1212 limoneno
24 14,574 1421 1431 1-octen-3-ol
28 15,999 1538 1551 linalol
33 17,099 1593 1608 beta-cariofileno
34 17,741 1643 1649 aromadendreno
35 18,182 1679 1661 aromadendreno (allo)
36 18,524 1706 - prenil limoneno
37 18,774 1726 1720 alfa-terpineol
38 19,207 1761 1674 alfa-farneceno
45 21,357 1949 2028 ledol
47 22,040 2010 1999 oxido de cariofileno
48 22,532 2055 - thujopsan-2-alfa-ol
50 22,907 2089 1931 palustrol

Fuente: esta investigacion
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Sefial = Numeral de la sefial en el perfil cromatografico; T, = Tiempo de retencién
en minutos; lx = Indice de Kovats experimental; I = Indice de Kovats tedrico.

Tabla 12. Compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lepechinia
vulcanicola (Salvarrial Blanco). Columna DB-WAX.

Senal T, I Y Compuesto
3 6,150 1016 | 1027 alfa-pineno
7 8,591 1117 | 1113 beta-pineno
11 | 10,383 | 1195 | 1212 limoneno
23 | 14591 | 1423 | 1431 1-octen-3-ol
27 | 16,024 | 1520 | 1551 linalol
30 | 17,132 | 1595 | 1608 beta-cariofileno
32 | 17,782 | 1646 | 1649 aromadendreno
33 |18,082 | 1670 | 1661 aromadendreno (allo)
34 18,557 | 1709 - prenil limoneno
35 | 18,807 | 1729 | 1720 alfa-terpineol
37 | 19,132 | 1755 | 1674 alfa-farneceno
45 | 21,349 | 1896 | 1931 palustrol
47 | 22,049 | 2011 | 1999 oxido de cariofileno
48 | 22,590 | 2060 - thujopsan-2-alfa-ol
50 | 22,924 | 2090 | 2028 ledol

Fuente: esta investigacion

Sefial = Numeral de la sefial en el perfil cromatografico; T, = Tiempo de retencién
en minutos; Ik = Indice de Kovats experimental; I = Indice de Kovats tedrico.

Los principales aportes al realizar el analisis con columna DB-WAX, son los
siguientes:

% Se confirmd la presencia de algunos compuestos: En AEM: alfa-pineno, beta-
pineno, delta-2-careno, limoneno, aromadendreno, aromadendreno (allo), alfa-
farneceno, prenil limoneno, ledol, tujopsan-2-alfa-ol y palustrol.

En AESB: alfa-pineno, beta-pineno, limoneno, linalol, aromadendreno, alfa-
farneceno, oxido de cariofileno, tujopsan-2-alfa-ol y palustrol.
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+ Se identific6 compuestos, que no habian sido identificados mediante el uso de
columna apolar: En AEM: 1-octen-3-ol, beta-cariofileno, oxido de cariofileno y alfa-
terpineol.

En AESB: 1-octen-3-ol, beta-cariofileno, aromadendreno (allo), prenil limoneno,
alfa-terpineol y ledol.

% El compuesto delta-2-careno se detectdé en AEM, pero no en AESB. Esta es una
de las principales diferencias entre los AESs.

4.4. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

4.4.1. Actividad antioxidante equivalente a trolox (TEAC).

4.4.1.1. Determinaciéon de la longitud de onda. Para la determinacion de los
datos espectrofotométricos se empledé un espectrofotbmetro UV-VIS Merck 300,
con un rango de sefial 190-900 nm. La formacion del catién-radical ABTS™ se
puede evidenciar a través de su maximo de absorcion a longitudes de onda de
645, 734 y 815 nm.

Para determinar la longitud de onda de mayor absorbancia (adecuada para
realizar las mediciones requeridas en el método), se realiz6 un barrido por la
regién ultravioleta y visible (UV-VIS) del espectro, esto se observa en la grafica 10.

Gréfica 10. Espectro de absorcion del cation-radical ABTSe+.
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Fuente: esta investigacion.
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La solucion de ABTS'" presentd su maximo de absorcién a una longitud de onda
de 734 nm, longitud de onda apropiada para los analisis de actividad
antioxidante™?.

4.4.1.2. Curva de calibracién. La curva de calibracion (grafica 11) se construy6 a
partir de los promedios de los valores de absorbancia, se calculé un promedio de
absorbancia por tratamiento. Los resultados se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Absorbancia final de las soluciones de Trolox.

C A S %CV
0,00 0,843 0,0068 0,809
0,48 0,717 0,0041 0,567
0,96 0,589 0,0071 1,212
1,44 0,467 0,0083 1,780

1,92 0,282 0,0053 1,874
Fuente: esta investigacion.

C = Concentracién (mM); A = Absorbancia (promedio); S = Desviacién estandar;
%CV = Porcentaje coeficiente de variacion.

Gréafica 11. Curva de calibracién de soluciones trolox a 734 nm.
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Fuente: esta investigacion.

La medicion de los resultados se hizo por triplicado. Los datos de absorbancia de
las soluciones de ABTS' se muestran en la tabla 14 (pagina 64). Para
proporcionar un alto grado de confianza y calidad de los resultados del método
analitico, se calculo los parametros estadisticos establecidos en el literal 3.5.1.
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+ Linealidad y rango: la variacibn de la absorbancia con respecto a la
concentracion de trolox resulto lineal en el rango: 0 a 1,92 mM. Esta curva de
calibracion presenta un coeficiente de correlacién (r) de 0,996 y un coeficiente de
determinacion (%) de 0,993, lo que demuestra una buena linealidad del sistema y
un alto grado de correlacion entre los datos.

% Precision: para comprobar la variabilidad del ensayo, se determind los
coeficientes de variacion (ecuacion 6, pagina 38). El valor establecido fue inferior
al 3%, valor que esta debajo del limite establecido para determinaciones
espectrofotométricas>°.

Ademas, los intervalos de confianza, proporcionaron resultados aceptables dentro
de la técnica de analisis. Los intervalos de confianza se calcularon de acuerdo con
la ecuacion 7 (pagina 38).

Tabla 14. Absorbancia de soluciones de ABTSe+ a diferentes
concentraciones de trolox.

ITEM C A S %CV IC
0,844 | 0,007 | 0,789
0,00 | 0,842 | 0,009 | 1,029 | 0,837-0,849
0,842 | 0,008 | 0,928
0,716 | 0,004 | 0,529
TROLOX | 0,48 | 0,718 | 0,006 | 0,847 | 0,713-0,720
0,716 | 0,003 | 0,449
0,589 | 0,008 | 1,382
TROLOX | 0,96 | 0,588 | 0,008 | 1,384 | 0,582-0,595
0,589 | 0,008 | 1,425
0,468 | 0,010 | 2,107
TROLOX | 1,44 | 0,466 | 0,010 | 2,146 | 0,459-0,474
0,466 | 0,009 | 1,826
0,283 | 0,007 | 2,408
TROLOX | 1,92 | 0,282 | 0,006 | 2,215 | 0,278-0,287
0,283 | 0,005 | 1,815

BLANCO

Fuente: esta investigacion.

C = Concentracion (mM); A = Absorbancia (cada dato es un promedio de tres
mediciones); S = Desviacion estandar; %CV = Porcentaje coeficiente de variacion;
IC = Intervalo de confianza (95%).
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< Exactitud: Para determinar la exactitud del ensayo se procedié a estimar el
porcentaje de error relativo de la curva de calibracién (%Er), los valores calculados
fueron optimos y presentan valores inferiores al 6%, los datos se aprecian en la
tabla 15, e indican la buena exactitud del método.

Tabla 15. Concentraciones experimentales de soluciones de trolox.

C A Ce %Er
0,00 0,843 0,038 | @ -—---
0,48 0,717 0,479 0,208
0,96 0,589 0,927 3,438
1,44 0,467 1,355 5,903
1,92 0,282 2,000 4,167

Fuente: esta investigacion.

C = Concentracion aceptada como real (mM); A = Absorbancia promedio; Ce =
Concentracion experimental, %Er = Porcentaje de error relativo de la curva de
calibracion.

4.4.1.3. Determinacién de la actividad antioxidante equivalente a trolox
(TEAC) y actividad antioxidante total (AAT). La grafica 12 muestra la capacidad
antioxidante del trolox. Se observa la relacion lineal entre la concentracion de
trolox y el porcentaje de inhibicion, es decir, el aumento progresivo del porcentaje
de inhibicién con respecto a la concentracion de trolox utilizada. Las sustancias en
estudio presentaron un porcentaje de inhibicién de 24,5% para AEM y de 13,7%
para AESB. Se tuvo en cuenta que la cantidad inicial de ABTS"" fue de 7,2E-3
mmol.

Grafica 12. Grado de inhibicion del catién-radical ABTSe+, en funcion de la
concentracion (mM) de trolox.
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Fuente: Esta investigacion.
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La actividad antioxidante de: acido ascorbico, AEM y AESB se calculé tomando
como base los datos y la ecuacion de la recta de calibrado, que se indican en la
tabla 16.

Tabla 16. Datos necesarios para calcular TEAC y ATT.

Ecuacién de calibrado: A73snm = —0,2856 [Trolox] + 0,8536

Sustancia A S %CV C1 C, Cs
Acido6 ascorbico 0,385 | 0,017 | 4,361 | 1,641 | 1,667 | 2,93E-4
AEM 0,667 | 0,030 | 4,599 | 0,653 - 7,20E-2
AESB 0,741 | 0,012 | 1,649 | 0,394 - 4,70E-2

Fuente: Esta investigacion.

A = Promedio de absorbancia; S = Desviacién estandar (n=9); %CV = Porcentaje
coeficiente de variacion; C; = Concentracion (mmol trolox/L solucién); C, =
Concentracion (mmol sustancia/L solucion); C; = Concentracion (kg sustancia/L
solucion).

En la tabla 17 se indica la actividad antioxidante (valores teoricos y
experimentales) para cada una de las sustancias estudiadas.

Tabla 17. Actividad antioxidante del AE de Lepechinia vulcanicola (Matico y
Salvarrial Blanco) y de acido ascérbico.

Sustancia TEAC AAT
(mmol trolox/mmol sustancia) (mmol trolox/kg
Experimental Reportado* sustancia)
Acido ascérbico 0,984+0,013 0,990 5599 9+0.013
AEM - - 9,047+0,023
AESB - - 8,423+0,009

Fuente: Esta investigacion.

* Re, R. y colaboradores 1999.

En el caso del acido ascoérbico se tiene que el valor de TEAC evaluado
experimentalmente concuerda con el dato reportado en la literatura®. Esto brinda
una buena fiabilidad del método.
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Por otro lado, de la tabla 17 es posible inferir que el acido ascérbico es un buen
antioxidante, ya que una sustancia es considerada un buen antioxidante cuando
presenta un TEAC muy préximo o mayor a 1 mmol trolox'mmol sustancia®. Esta
caracteristica del &cido ascoérbico es consecuencia de su estructura molecular
(figura 20), ya que ésta presenta grupos con propiedades reductoras, por ejemplo:
el grupo hidroxilo, el cual puede ceder facilmente electrones y estabilizarse
mediante el sistema conjugado que presenta la molécula®’.

Figura 20. Estructura molecular del acido ascorbico.

HO
HO._ O

HO OH

Fuente: Devi y colaboradores (2007).

En cuanto a los extractos AEM y al AESB, se puede apreciar que en comparacion
con el &cido ascorbico, presentan menor actividad antioxidante. Las causas de
esto podrian ser que los grupos sustituyentes de los compuestos presentes en el
AE de Lepechinia vulcanicola, no tienen la capacidad de donar electrones tan
facilmente, ya que no poseen un sistema resonante tan efectivo como el que
posee el acido ascorbico.

" Devi, R.; ARUMUGHAN, C., Antiradical efficacy of phytochemical extracts from defatted rice
bran. . En: Food and Chemical Toxicology. Vol 45: 2014-2021p. 2007.
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Gréfica 13. Comparacion de la actividad antioxidante del AE de Lepechinia
vulcanicola, Matico y Salvarrial Blanco, con otros aceites esenciales.
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Fuente: Esta investigacion.

Sin embargo al comparar las propiedades antioxidantes de AEM (AAT=9,047
mmol trolox/kg sustancia) y AESB (AAT=8,423 mmol trolox/kg sustancia), con la
de otros AEs, se tiene que el AE de Lepechinia vulcanicola, presenta una actividad
antioxidante similar a la de otros aceites reconocidos por sus propiedades
antioxidantes.

Esto se puede evidenciar en la grafica 13, en la cual se muestra la capacidad
antioxidante de varios AEs expresada como AAT. En la tabla 18 (pagina 68), se
registra los compuestos mayoritarios de los AEs de las especies vegetales de la
grafica 13, segun esto los AEs con alto contenido en compuestos cuya estructura
les posibilite formar un gran nimero de estructuras resonantes, son los que
presentan mayor valor de capacidad antioxidante.

48 PUERTAS, M.; HILLEBRAND, S.; STASHENKO, E.; WINERHALTER, P., In Vitro radical
scavenging activity of essential oils from columbian plants. En: Journal of Flavour and Fragrance.
Vol. 17: 380p. 2002.

“ ERKAN, N.; AYRANCI, G.; AYRANCI, E., Antioxidant activities of rosemary (Rosmarinus
Officinalis L.) extract,lackseed (Nigella sativa L.) essential oil, carnosic acid, rosmarinic acid and
sesamol. . En: Food Chemistry. Vol. 110: 76—82p. 2008.

*® BASILE, A.; SENATORE, F., Antibacterial and antioxidant activities in Sideritis italica (Miller)
Greuter et Burdet essential oils. . En: Journal of Ethnopharmacology.Vol. 107: 240-248p. 2006.

78



Teniendo en cuenta lo mencionado en el anterior parrafo y observando las
estructuras moleculares de los componentes del AE de Lepechinia vulcanicola (ver
anexos E y F), la actividad antioxidante del AE de esta especie vegetal, puede
originarse por la presencia de compuestos como: mirceno, limoneno, linalol,
farneceno y curcumeno. Las diferencias encontradas entre los AEs (AEM y AESB)
pueden radicar en el efecto de la composicion quimica del AE, es por ello que se
debe tener en cuenta el efecto sinérgico que los componentes del AE pueden
tener sobre la actividad antioxidante®. Posiblemente los diferentes valores de
TEAC para AEM (AAT=9,047 mmol trolox/kg sustancia) y AESB (AAT=8,423 mmol
trolox/kg sustancia), se evidencian por la presencia de delta-2-careno identificado
Gnicamente en AEM y de gama-curcumeno y bulnesol identificados unicamente en
AESB.

Tabla 18. Especie vegetal y componentes mayoritarios de su aceite esencial.

Especie vegetal Componentes mayoritarios del Parte de la planta
AE
Ambrosia arborescens Limoneno Hojas
Miller®. Cis-crisanteneol
Isoborneol
Lepechinia Ledol Hojas
schiedeana®. Careno
Alfa-cadinol
Rosemary (Rosmarinus Acido carnosonico Hojas
officinalis L.)*. Acido rosmarinico
Sesamol
Lepechinia vulcanicola Limoneno Hojas
(Matico). Prenil limoneno
Thujopsan-2-alfa-ol
Lepechinia vulcanicola Thujopsan-2-alfa-ol Hojas
(Salvarrial Blanco). Limoneno
Palustrol
Aloysia triphylla (L"Her) Limoneno Hojas
Britton®. Neral
Geranial
Sideritis italica (Miller)™. Para-metoxi acetofenona Hojas
Acido palmitico
Nonanal
Carica Caprilato de etilo Frutos
candamarcensis®. Caprilato de butilo
Butirato de etilo

Fuente: Esta investigacion.
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4.4.2. Evaluacion de la eficiencia anti-radical (DPPH).

4.4.2.1. Determinacion de la longitud de onda. Para la determinacion de los
datos espectrofotométricos se empled un espectrofotometro UV-VIS Merck 300,
con un rango de sefial 190-900 nm. Con el fin de determinar la longitud de
apropiada para los analisis, se realizé un barrido por la region visible del espectro,
generando la grafica 14 (pagina 69).

Gréfica 14. Espectro de absorcion del radical DPPHe..
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Fuente: esta investigacion.

La solucion de DPPH® presenté su maximo de absorciéon a una longitud de onda
de 515 nm. Una longitud de onda apropiada para el andlisis de eficiencia anti-
radical, ademas coincide con la reportada en la literatura®®.

4.4.2.2. Curva de calibracion. La curva de calibracion (grafica 15, pagina 70) se
construyo a partir de los promedios de los valores de absorbancia obtenidos en las
repeticiones, se calculd un promedio de absorbancia por tratamiento. Los
resultados se presentan en la tabla 19.
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Tabla 19. Absorbancia final de las soluciones de DPPHe-.

C A S %CV
0,01 0,100 0,00109 1,083
0,02 0,198 0,00110 0,558
0,03 0,292 0,00179 0,613
0,04 0,361 0,00175 0,484
0,06 0,591 0,00058 0,098
0,07 0,679 0,00077 0,113
0,09 0,870 0,00123 0,141

Fuente: esta investigacion.

C = Concentracion mM en DPPH"; A = Absorbancia promedio; S = Desviacion
estandar; %CV = Porcentaje coeficiente de variacion.

Grafica 15. Curva de calibracion de soluciones DPPHe* a 515 nm.
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Fuente: esta investigacion.

La medicion de datos se realizé por triplicado. Los datos de absorbancia de las
soluciones de DPPH® se presentan en la tabla 20. Para confirmar la calidad de los
resultados, se calcul6 los parametros estadisticos indicados en el literal 3.5.1.
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Tabla 20. Absorbancia de soluciones de DPPHe-.

C A S %CV IC
0,101 | 0,002 | 1,507
0,01 0,097 | 0,001 | 1,186 | 0,099-0,101
0,102 | 0,001 | 0,564
0,205 | 0,001 | 0,282
0,02 0,190 | 0,002 | 0,912 | 0,197-0,198
0,198 | 0,001 | 0,505
0,292 | 0,002 | 0,593
0,03| 0,289 | 0,003 | 1,058 | 0,290-0,293
0,294 | 0,001 | 0,196
0,322 | 0,004 | 1,090
0,04 0,371 | 0,001 | 0,155 | 0,360-0,362
0,389 | 0,001 | 0,297
0,621 | 0,001 | 0,093
0,06 | 0,579 | 0,001 | 0,100 | 0,591-0,592
0,574 | 0,001 | 0,101
0,697 | 0,001 | 0,083
0,07 | 0,677 | 0,001 | 0,085 | 0,678-0,679
0,663 | 0,001 | 0,174
0,868 | 0,001 | 0,115
0,09| 0,878 | 0,002 | 0,274 | 0,869-0,871
0,863 | 0,001 | 0,134

Fuente: esta investigacion.

C = Concentracion mM en DPPH’; A = Absorbancia promedio de tres mediciones;
S = Desviacion estandar; %CV = Porcentaje coeficiente de variacién; IC =
Intervalos de confianza.

+ Linealidad y rango: se verifico la linealidad del sistema, mediante la
construccion de una curva de calibracién de absorbancia vs concentracion (grafica
15, pagina 70) en el rango entre 0,01 y 0,09 mM, alcanzando un adecuado
coeficiente de correlacion lineal (r=0,9992) y coeficiente de determinacion
(r*=0,9984), lo que demuestra una buena linealidad del sistema y un alto grado de
correlacion entre los datos.

¢ Precision: los coeficientes de variacién presentan un valor menor al 2%, el cual
est4 debajo del limite establecido para determinaciones espectrofotométricas®.
Mediante el test Student®® se calcularon los intervalos de confianza con un nivel
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del 95% (tabla 20, pagina 70); cuyo resultado es aceptable dentro de esta técnica,
comprobando asi la precision del método.

+ Exactitud: Para determinar la exactitud del ensayo se procedido a estimar el
porcentaje de error relativo de la curva de calibracién (%Er), los valores calculados
fueron optimos y presentan valores inferiores al 7,5%, los datos se aprecian en la
tabla 21, e indican la buena exactitud del método.

Tabla 21. Exactitud del método DPPH.

C A Ce %Er
0,01 0,100 0,0102 2,00
0,02 0,198 0,0202 1,00
0,03 0,292 0,0299 0,30
0,04 0,361 0,0370 7,50
0,06 0,591 0,0607 1,16
0,07 0,679 0,0697 0,43
0,09 0,870 0,0893 0,78

Fuente: esta investigacion.

C = Concentracién aceptada como real (mM en DPPH’); A = Absorbancia
promedio; Ce = Concentracion experimental (mM en DPPH’); %Er = Porcentaje de
error relativo de la curva de calibracion.

4.4.2.3. Determinacion de la eficiencia anti-radical. EI DPPH’ reacciona con
una sustancia antioxidante para formar la molécula estable DPPH,. Esta reaccién
puede ser evaluada midiendo la absorbancia del medio de reaccion a una longitud
de onda de 515 nm (esquema 3, pagina 31).

Con el fin de relacionar los valores de absorbancia obtenidos y la capacidad anti-
radical de las sustancias estudiadas, se determinaron los valores de ECsp, Tecso Y
la eficiencia anti-radical. En la tabla 22, se muestra los datos necesarios para
realizar los calculos. El acido ascorbico se utiliz6 como sustancia de referencia,
para comprobar la funcionalidad del método.
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Tabla 22. Concentracién, % DPPHeremanente y tiempo en el estado
estacionario de la sustancia de referencia, AEMy AESB.

Sustancia | Absorbancia | Concentracion | %DPPH"emanente | Ti€EMpPO
0,361 107,19 40 45
Acido 0,145 142,89 16,1 70
ascorbico 0,052 174,75 5,8 110
0,901 13811 99,7 195
AEM 0,892 17964,7 98,7 215
0,872 249221 96,5 240
0,939 20664,5 97,5 120
AESB 0,964 25818,2 96,4 150
0,949 32294,9 95,2 170

Fuente: esta investigacion.

Concentracion en g de antioxidante/kg DPPH"; Tiempo en segundos.

El % de DPPH’ remanente se establecié mediante la ecuacion 4 (pagina 32).

La concentracion de DPPH® en el medio de reaccion, fue determinada a partir de
la ecuacion de la curva de calibracién (grafica 15, pagina 70).

En la grafica 16 (pagina 73), se muestra el comportamiento cinético del acido
ascoérbico, AEM y AESB. Se observa que un aumento en la concentracién de la
sustancia utilizada como antioxidante, incrementa la velocidad de reaccion, esto
debido a que las colisiones efectivas entre los reactivos son directamente
proporcionales a sus concentraciones. A medida que la reaccion transcurre, la
velocidad de la reaccion disminuye por la disminucion de los sustratos, hasta
llegar a un punto en donde el sistema se puede considerar en equilibrio, de estas
gréficas se obtuvo el tiempo de estabilizacion de la reaccion.
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Gréfica 16. Comportamiento cinético de acido ascorbico, AEM Y AESB.
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Fuente: esta investigacion.
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Grafica 17. Disminucion de la concentraciéon del DPPHe[len funcion de la
cantidad de acido ascorbico, AEM 6 AESB.
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Fuente: esta investigacion.

El parametro ECs se calcul6 graficando % DPPH® remanente Vs concentracion de
cada una de las sustancias empleadas como antioxidante (grafica 17). El
pardmetro Tegcso Se cdalculo al graficar tiempo en el estado estacionario Vs

86



concentracion de cada una de las sustancias empleadas como antioxidante
(grafica 18, pagina 75). Con el ECsp Yy el Tecso €s posible calcular la eficiencia anti-
radical, los datos se registran en las tablas 23 y 24 (pagina 76).

Grafica 18. Variacion del tiempo en el estado de equilibrio en funcion de la
cantidad de acido ascorbico, AEM 6 AESB.
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Fuente: esta investigacion.
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Para el calculo de ECso y Tecso, hay que tener en cuenta que en las graficas 17 y
18: los datos del &cido ascérbico se comportan en forma exponencial (relacion:
Iny = bx + Ina) y que los datos para AEM y AESB se comportan en forma lineal
(relacion: y = bx + a).

Con esta relacién y considerando la clasificacion que indica la literatura®, < 5 min
(rpido), 5-30 min (intermedio), > 30 min (bajo), sobre la cinética de un compuesto
antioxidante, se tiene que:

En el caso del &cido ascérbico y de acuerdo a la gréfica 17 (a) (pagina 74), la
concentracion de antioxidante que logra reducir a la mitad la concentracién inicial
del radical (EC50=98,92 g antioxidante / kg de DPPH®) es un valor que concuerda
con los reportados en la literatura. Considerando la clasificacibn sobre el
comportamiento cinético de compuestos antioxidantes y teniendo en cuenta las
gréficas 16 (a) (pagina 73) y 18 (a) (pagina 75), se puede establecer que el acido
ascorbico entra en el grupo de los antioxidantes rapidos (Tecs0=0,668 min).

Tabla 23.EC50 y su clasificacién cinética.

ECso Tecso
Sustancia |_(g antioxidante / kg de DPPH) (minutos) Cls
Exp Rep EXp Rep
Acido 98,92 767 0,668 | 1,15+0,08" | Rapido
ascorbico 120,6
AEM 179233,33 - 14,89 - Intermedio
AESB 257750,00 - 18,59 - Intermedio

Fuente: esta investigacion.

Cls = Clasificacion segun Sanchez; Exp = Valor experimental; Rep = valor
reportado; *valor reportado por Sanchez>®; “valor reportado por Brand-Williams®*.

Para AEM (grafica 17 (b), pagina 74) y AESB (grafica 17(c), pagina 74), el ECso de
cada sustancia es un valor superior en comparacion con el acido ascorbico y en
cuanto a la clasificacion cinética los dos AEs serian antioxidantes intermedios
(graficas 16 (b), pagina 73; 16 (c), pagina73; 18 (b), pagina 75; 18 (c), pagina 75).

Teniendo en cuenta el pardmetro eficiencia anti-radical (1/ECso*Tgcso) l0S
compuestos antioxidantes se clasifican® como: bajos (EA<1x10-3); medios (EA
entre 1E-3 y 5E-3); altos (EA entre 5E-3 y 10E-3) y muy altos (EA> 10E-3).
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Para el caso del acido ascorbico, éste presenta una eficiencia anti-radical muy alta
(1,51E-2), en cuanto a la actividad anti-radical que present6 AEM (3,75E-7) y
AESB (2,09E-7) fue baja. Esto significa, que se necesita una concentracion alta de
AE para disminuir a la mitad la concentracion del radical DPPH". En la tabla 24 se
resumen los valores de eficiencia anti-radical encontrados y su clasificacion segun
Sanchez®.

Tabla 24.Eficiencia anti-radical.

EA
Sustancia Exp Rep Cls
Acido ascorbico 1,51E-2 1,144E-2 Muy alta
AEM 3,75E-7 - Baja
AESB 2,09E-7 - Baja

EA = Eficiencia anti-radical; Cls = Clasificacién segin Sanchez>®; Exp = Valor
experimental; Rep = Valor reportado por Sanchez>®.
Fuente: esta investigacion.

La baja actividad del AE de Lepechinia vulcanicola, se pueden atribuir a la limitada
capacidad que los compuestos presentes en el AE tienen para donar hidrégeno
que reduzca el radical DPPH’. Posiblemente la capacidad anti-radical se deba a
los siguientes compuestos: ledol, palustrol, linalol, thujopsan-2-alfa-ol, bulnesol.
Este tipo de compuestos presentan caracteristicas reductoras debido a la
presencia del grupo hidroxilo en su estructura, el cual puede actuar como donador
de hidrégeno. Por otro lado, el AEM present6 una cinética de reaccién mayor a la
de AESB, esto puede ser debido al afecto sinérgico de los componentes de cada
aceite.
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CONCLUSIONES

La extraccion del AE de Lepechinia vulcanicola (Matico y Salvarrial Blanco) se
realizo por medio de la técnica MWHD, bajo el siguiente tratamiento de extraccion:
80% de la potencia total del horno microondas y un tiempo de extraccion de 90
minutos.

El rendimiento de la extraccion fue de 0,46% para AEM y de 0,58% para AESB.

El estado fisico de cada AE fue dependiente de la region de cultivo, siendo AEM
liquido, mientras que AESB fue solido, lo cual puede ser atribuido a su diferente
composicién quimica.

En cuanto a la identificaciébn de los compuestos mayoritarios presentes en el AE
de Lepechinia vulcanicola, se concluye que:

En el AEM se identificaron 13 compuestos, siendo limoneno el compuesto con
mayor concentracion 408 mg/kg material vegetal seco. La principal familia de
compuestos fue la de los monoterpenos hidrocarburados con un 45,4% de
abundancia.

En el AESB se identificaron 12 compuestos, siendo thujopsan-2-alfa-ol el
compuesto con mayor concentraciéon 802 mg/kg material vegetal seco. La principal
familia de compuestos fue la de los sesquiterpenos oxigenados con un 48,5% de
abundancia.

El delta-2-careno con una concentracion de 76 mg/kg material vegetal seco, se
encuentra dentro de los compuestos mayoritarios y tan solo fue identificado para
AEM. El gama-curcumeno y el bulnesol con una concentracion de 110 y 46 mg/kg
material vegetal seco, respectivamente, se encuentran dentro de los compuestos
mayoritarios y tan solo fueron identificados para AESB.

La actividad antioxidante del AE de Lepechinia vulcanicola (AEM con AAT=9,047 y
EAR=3,75E-7, AESB con AAT=8,423 y EAR=2,09E-7), fue menor que la
observada para el 4cido ascorbico (AAT=5599,9 y EAR=1,51E-2).
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El AE de Lepechinia vulcanicola, presenta buena actividad antioxidante en
comparacion con otros AEs. Se presume que los compuestos responsables de la
actividad antioxidante, son aquellos que tengan la capacidad de formar un amplio
namero de estructuras resonantes, tales como: mirceno, limoneno, linalol,
farneceno y curcumeno.

La diferencia en la AAT entre AEM y AESB, posiblemente se deba al efecto
sinérgico que pudiesen ejercer los siguientes compuestos: delta-2-careno, gama-
curcumeno y bulnesol.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones futuras en donde se incluya como variable la época de
recoleccion del material vegetal, con el fin de determinar las diferencias en la
composiciéon del AE y su efecto sobre la capacidad antioxidante.

Realizar investigaciones sobre la actividad antioxidante del AE presente en los
tallos de la especie vegetal Lepechinia vulcanicola.

Evaluar la actividad antioxidante mediante diferentes métodos de determinacion,
por ejemplo: analisis del poder reductor férrico/antioxidante (FRAP), determinacion
de la actividad antioxidante por tiocianato férrico (FTC), entre otros.

Evaluar la actividad antioxidante de diferentes extractos de la planta Lepechinia
vulcanicola, por ejemplo: extractos etenolicos.

Investigar la actividad biologica del AE de Lepechinia vulcanicola. Esto es
importante, debido a que el rendimiento en AE de la especie vegetal es alto
(alrededor del 0,5%) y de presentar una actividad biol6gica importante, seria una
buena perspectiva para la comercializacion del AE, por ejemplo: se podria
investigar el efecto que el AE tiene sobre la salmonella (una de las bacterias
causantes del deterioro de los alimentos).

92



BIBLIOGRAFIA

Adams, R. Identification of essential oil components by gas chromatography /
quadrupole mass spectroscopy. En: Ediciones allured publishing corporation.
(2004).

Aguirre-Crespo, F.; Vergara-Galicia, J.; Villalobos-Molina, R.; Lépez-Guerrero, J.;
Navarrete-Vazquez, G.; Estrada-Soto, S., Ursolic acid mediates the vasorelaxant
ctivity of Lepechinia caulescens via NO release in isolated rat thoracic aorta. En:
Life Sciences. Vol. 79: 1062—-1068p. 2006.

Avalos, A.; Pérez, E., Metabolismo secundario de plantas. EN: Reduca (Biologia).
Serie Fisiologia Vegetal. Vol. 2: 119-145p. 2009.

Avila, J.; Mufoz, J.; Martinez, A.; Garcia, A.; Martinez, G.; Pefalosa, |., In vitro
anti-Vibrio cholerae activity of essential oil from Lepechinia caulescens. En:
Fitoterapia. Vol. 76: 104—107p. 2005.

Base de datos pherobase y NIST [Citado 03 de febrero de 2013] Disponible en
internet: http://www.pherobase.com.

Base de datos chemical information, ChemiDplus Lite [Citado julio- 2013].
Disponible en internet: http://sis.nim.nih.gov/chemical.html.

Base de datos pubchem [Citado julio-2013]. Disponible en internet:
http://www.pubchem.ncbi.nim.nih.gov.

Bakkali, F.; Averbeck, S.; Averbeck, D.; Idaomar, M., Biological effects of essential
oils — A review. En: Food and Chemical Toxicology. Vol. 46: 446-475 p. 2008.

Bektas, T.; Degerli, S.; Arslan, S.; Malatyali, E.; Sarikurkcu, C., Determination of
chemical profile, antioxidant, DNA damage protection and antiamoebic activities of
Teucrium polium and Stachys iberica. En: Fitoterapia. Vol. 82: 237-246p. 2011.

93


http://www.pherobase.com/
http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/chemidlite.jsp
http://sis.nlm.nih.gov/chemical.html

Benavides, A.; Hurtado, N.; Jimenez, J. Caracterizacion quimica del aceite
esencial presente en las hojas de altamisa (ambrosia arborescens miller) por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y determinacion de
su capacidad antioxidante. Trabajo de grado, Quimico. San Juan de Pasto:
Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas. Departamento
de Quimica. 2011. 94p.

Brand-Williams, W.; Cuvelier, M.; Berset, C., Use of a Free Radical Method to
Evaluate Antioxidant Activity. En: Lebensm.-Wiss. u.-Technol. Vol. 28: 25-30p.
1995.

Bruneton, J. Aceites esenciales. En: Farmacognosia Factores de variabilidad de
los aceites esenciales. Acribia, S.A. Zaragoza: Espafia. (2001); p. 488-491.
Castillo, B.; Gonzales, R., Protocolo de validaciéon de métodos analiticos para la
cuantificacion de farmacos. En: Revista Cubana Farm. Vol. 30: 4-6p. 1997.

Castillo, P., Estudio quimico y de actividad antioxidante en Lepechinia meyeniii
(Walp.). Tesis, M.Sc. Quimica. Lima: Pontificia Universidad Catdélica del Pera.
2004. 109p.

Celis, C.; Stashenko, E., Estudio comparativo de la composicion y actividad
biolégica de los aceites esenciales extraidos de lippia alba, lippia origanoides y
phyla (lippia) dulcis, especies de la familia verbenaceae. Trabajo de grado,
Quimico. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander. Facultad de
Ciencias. Escuela de Quimica. 2007. 136p.

Consultor en plantas aromaticas medicinales, Dr. José Vitelio Pineda.
naturamediceuropa@gmail.com.

Devi, R.; Arumughan, C., Antiradical efficacy of phytochemical extracts from
defatted rice bran. . En: Food and Chemical Toxicology. Vol 45: 2014-2021p.
2007.

Diaz, O.; Stashenko, E.; Martinez, J., Estudio comparativo de la composicion
quimica y evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial de Aloysia
triphylla (L"Her) Britton, cultivada en tres regiones de Colombia. Trabajo de grado,
Quimico. Bucaramanga: Universidad industrial de Santander. Escuela de

94


mailto:naturamediceuropa@gmail.com

Quimica. Laboratorio de Cromatografia, CENIVAM. 2007. 149p.

Encarnacion-Dimayuga, R.; Almada, G.; Virgen, M., Minimum antimicrobial
inhibitory concentration of carnosol and of the ethanol extract from Lepichinia
hastata (Lamiaceae). En: Phytomedicine, Vol. 5(4): 301-305p. 1998.

Fernandez, J.; Rivera-Diaz, O., Las labiadas (familia Labiatae). En: Instituto de
Ciencias Naturales - Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. 680p.

Gulcin, I.; Huyut, Z.; Elmastas, M.; Aboul-Enein, H., Radical scavenging and
antioxidant activity of tannic acid. En: Arabian Journal of Chemistry. Vol 3: 43—
53p. 2010.

Herbociencia [Citado julio-2013] Disponible en internet:
http://www.herbotecnia.com.ar/c-biblio015-02.html

Hilgert, N., Plants used in home medicine in the Zenta River basin, Northwest
Argentina. En: Journal of Ethno pharmacology. Vol. 76: 11-34p. 2001.

Hoja técnica de seguridad [Citado julio-2013] Disponible en internet:
http://mww.mpbio.com/docs/msds/ansi/es/198790-ES-ANSI.pdf.

Huber, L., Buenas Préacticas De Laboratorio Y Buenas Practicas De Fabricacion
Actuales. En: Hewlett-Packard Company, Miami, 1994. p. 160.

Javad, S.; Abdolrasoul, H.; Zahra, D.; Hossein, B., GC/MS analysis and in vitro
antioxidant activity of essential oil and methanol extracts of Thymus caramanicus
Jalas and its main constituent carvacrol. EN: Food Chemistry. Vol. 115: 1524—
1528p. 2009.

Jimenez, J.; Villarreal, J.; Hurtado, N.; Cruz, S., Estudio quimico de pigmentos tipo
antocianina presentes en el fruto del Motilon (Hyeronima macrocarpa). Trabajo de
grado, Quimico. San Juan de Pasto: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas. Departamento de Quimica. 2008. 104p.

95


http://www.herbotecnia.com.ar/c-biblio015-02.html
http://www.mpbio.com/docs/msds/ansi/es/198790-ES-ANSI.pdf

Jocteur, G., Les Huiles Essentielles a l'approche de lhiver: Une alternative
naturelle pour booster votre conseil. Francia, Conférence du Vendredi 9 de
Novembre 2007.

Kizil, S., Determination of essential oil variations of Thymbra spicata var. spicata L
naturally growing in the wild flora of East Mediterranean and Southeastern
Anatolia regions of Turkey. En: Industrial Crops and Products. Vol. 32: 593-600p.
2010.

Kuklinski, C. Aceites esenciales. En: Farmacognosia. Estudio de las Drogas y
Sustancias Medicantosas de Origen Natural. Ediciones Omega S.A. Barcelona.
(2000); p. 134-143.

Kuskoski, M.; Asuero, A.; Troncoso, A., Aplicacion de diversos métodos quimicos
para determinar la actividad antioxidante en pulpa de frutos. En: Cience
Tecnology Aliments, Campinas. Vol. 25 (4): 726-732p. 2005.

Legarda, L.; Lagos, T., Disefio de experimentos agropecuarios. En: San Juan de
Pasto: Unigraf 2001.

Mejia, C.; Hurtado, N., Extraccion, fraccionamiento y valoracion de la actividad
antioxidante in vitro del aceite esencial de pulpa de Carica candamarcensis.
Trabajo de grado, Quimico. San Juan de Pasto: Universidad de Narifio, Facultad
de Ciencias Naturales y Exactas. Departamento de Quimica. 2012. 118p.

Miller, J.C.; Miller,J.N., Estadistica para quimica analitica. En: Addison-Wesley
Iberoamericana. 2a ed. 1993. pag. 23 8

Monsalve, L.; Stashenko, E., Comparacion de la composicion quimica de los
aceites esenciales de las plantasde lippia alba (mill) n.e brown, provenientes de
diferentes regiones de Colombia. Trabajo de grado, Quimico. Bucaramanga:
Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica.
2007. 141p.

Molyneux, P., The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for
estimating antioxidant activity. En: Lebensm.-Wiss. u.-Technol. Vol. 28: 213-219p.
2003.

96



Msaada, K.; Taarit, M.; Hosni, K.; Hammami, M.; Marzouk, B., Regional and
maturational effects on essential oils yields and composition of coriander
(Coriandrum sativum L.) fruits. En: Scientia Horticulturae. Vol. 122: 116-124p.
20009.

Pala, J.; Pérez, J.; Velasco, A., Contribucion al conocimiento de los aceites
esenciales del género ‘“eryngium” I, en la peninsula ibérica. Universidad
Complutense de Madrid, Madrid, 2002.

Parejo, I.; Caprai, E.; Bastida, J.; Viladomat, F.; Jauregui, O.; Codina, C.,
Investigation of Lepechinia graveolens for its antioxidant activity and phenolic
composition. En: Journal of Ethno pharmacology. Vol. 94: 175-184p. 2004.

Perez-Hernandez, N.; Ponce-Monter, H.; Medina, J.; Joseph-Nathan, P.,
Spasmolytic effect of constituents from Lepechinia caulescens on rat uterus. En:
Journal of Ethno pharmacology. Vol. 115: 30—35p. 2008.

Re, R.; Pellegrini, N.; Proteggente, A.; Pannala, A.; Yang, M.; Rice-Evans, C.,
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. En: Free Radical Biology & medicine. Vol. 26: 1231-1237p. 1999.

Renddn, J.; Orozco, J.; Montoya, C., Estandarizacion y verificacion de la
determinacién de colesterol en leche y sus derivados por cromatografia de gases-
fid. Trabajo de grado, Quimico. Pereira: Universidad Tecnoldgica de Pereira.
Facultad de Tecnologia. Programa de Quimica Industrial. 2010. 145p.

Rojas, L.; Usubillaga, A.; Cegarra, J.; Borregales, E.; Carrero, S., Composicion
Quimica y Actividad Antimicética del Aceite Esencial de la Lepechinia schiedeana
(Schlecht)Vatke. En: Revista de la facultad de farmacia. Vol. 46 (1): 27-30p. 2004.

Rojas, R.; Bustamante, B.; Bauer, J.; Fernandez, I.; Alban, J.; Lock, O.,
Antimicrobial activity of selected Peruvian medicinal plants. En: Journal of Ethno
pharmacology. Vol. 88: 199-204p. 2003.

Rosero, A.; Benavides, O.; Arturo, D., Caracterizacion de los componentes
mayoritarios del aceite esencial de hojas y tallo de la planta salvielugo del

97



galeras (Lepechinia vulcanicola), Por medio de CG/EM. Trabajo de grado,
Quimico. San Juan de Pasto: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias
Naturales y Exactas. Departamento de Quimica. 2013. 141p.

San Juan de Pasto [En linea] Colombia [Citado 03 de febrero de 2012] Disponible
en internet: http://www.pasto.gov.co.

Sanchez, C.; Larrauri, J.; Saura-Calixto, F., A procedure to measure the
antirradical efficiency of polyphenols. En: J Sci Food Agric. Vol. 76: 270-276p.
1998.

Torres, J.; Benavides, O., Caracterizacion de los compuestos mayoritarios del
aceite esencial del fruto de mortifio (vaccinium floribumdum H.B.K.) en sus
diferentes estados de maduracién. Trabajo de grado, Quimico. San Juan de
Pasto: Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas.
Departamento de Quimica. 2010. 118p.

Williams, DH. & I, Fleming. Spectroscopic Methods in Organic Chemistry. En:
McGraw-Hill. Ed. Publishing Co. Londres, (1966); p. 288-291.

Yacuanquer [En linea] Colombia [Citado 03 de febrero de 2012] Disponible en
internet: http://yacuanquer-narino.gov.co.

Zulueta, A.; Esteve, M.; Frigola, A., Orac and TEAC assays comparison to
measure the antioxidant capacity of food products. En: Food Chemistry. Vol. 114:
310-316p. 2009.

98


http://www.pasto.gov.co/
http://yacuanquer-narino.gov.co/

ANEXOS



Anexo A. Perfiles cromatograficos de Lepechinia vulcanicola, Matico. Zona
de cultivo: Gualmatéan.
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Anexo B.Perfiles cromatograficos de Lepechinia vulcanicola, Salvarrial
Blanco. Zona de cultivo: Yacuanquer.
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Anexo C. Perfiles cromatograficos con estandar interno.

AE de Matico
Repeticion 1
Pico 29 = estandar interno

AE de Matico
Repeticion 2
Pico 28 = estandar interno
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AE de Salvarrial blanco
Repeticion 1
Pico 29 = estandar interno

AE de Salvarrial blanco
Repeticion 2
Pico 29 = estandar interno
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Anexo D. Perfiles cromatograficos de parafinas columna DB-5y columna DB-

wax.
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Anexo E. Espectros de masas experimentales de los compuestos
mayoritarios presentes en el AE de Matico.
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Anexo F.Espectros de masas experimentales de los compuestos
mayoritarios presentes en el AE de Salvarrial Blanco.
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Anexo G. Espectros de masas teéricos (base de datos Adams, R. 2004) de
los compuestos mayoritarios presentes en el AE de Matico y Salvarrial
Blanco.
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Anexo H. Caracteristicas y aplicaciones mas representativas de algunos de
los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de Lepechinia
vulcanicola.

Las diferentes propiedades biologicas de los aceites esenciales estan
relacionadas con su composicion quimica, es por ello que debemos empezar
revisando algunos aspectos generales sobre los mono terpenos y los
sesquiterpenos, familias a las que pertenecen los compuestos identificados en
esta investigacion.

Monoterpeno: Se caracterizan por presentar 10 atomos de carbono y por lo tanto
dos unidades de isopreno. Presentan gran variabilidad de hidrocarburos,
alcoholes, aldehidos y otros compuestos oxigenados que, en conjunto, engloban
gran cantidad de isébmeros no soélo funcionales sino también de posicion y
geométricos. Estan considerados como una de las mas grandes familias de
productos naturales®™.

Se han identificado como producto del metabolismo secundario de los vegetales,
aunque no exclusivos de ellos. Son bastante frecuentes en representantes de
familias de angiospermas como: Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Myristicaceae,
Myrtaceae, Poaceae y Rubiaceae. Se han descrito también en hongos y plantas
no vasculares, aunque en menor medida, y en organismos animales como el
coledptero de la familia Silphidae, Necrodes surinamensis Fabricius, que excreta
un compuesto monoterpénico por su glandula anal que repele a posibles
competidores y depredadores®".

Entre las propiedades terapéuticas, tenemos que los monoterpenos pueden actuar
como descongestionantes respiratorios y circulatorios (ej: aceite esencial de pino
silvestre), también se utilizan para aliviar trastornos digestivos (ej: limoneno
presente en el AE de limon amarillo o jugo de mandarina), también son
dermocausticos (ej: la cortisona, 50% de dilucién en adultos maximo)>2.

' pala, J.; Pérez, J.; Velasco, A., Contribucién al conocimiento de los aceites esenciales del
género “eryngium” I, en la peninsula ibérica. Universidad Complutense de Madrid, Madrid, 2002.

°2 Jocteur, G., Les Huiles Essentielles a 'approche de I'hiver: Une alternative naturelle pour booster
votre conseil. Francia, Conférence du Vendredi 9 Novembre 2007.
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Sesquiterpeno: Se caracterizan por poseer 15 atomos de carbono y por tanto tres
unidades de isopreno. Aunque por regla general la mayoria de ellos presentan una
unién regular “cabeza-cola”, existen algunos que son el resultado de
transposiciones en esta estructura.

Aparecen ampliamente distribuidos en la naturaleza, se encuentran en los aceites
esenciales, al igual que los monoterpenos, pero con mayor frecuencia que estos
en hongos, plantas no vasculares e incluso en algunas bacterias como
Streptomyces. Este grupo presenta gran variabilidad natural pudiendo encontrar
hidrocarburos, alcoholes, cetonas y sus derivados, ésteres, glicosidos y alcaloides
sesquiterpénicos".

Aunqgue se les han atribuido diversas funciones como hormonas vegetales y como
antibiéticos de origen fangico, al igual que los monoterpenos pueden actuar como
alelopaticos. No son metabdlicamente inertes, se sintetizan y catabolizan
rapidamente en el metabolismo vegetal. La produccion y acumulacién de este tipo
de compuestos, en cantidades considerables, suelen estar relacionados con la
presergclzia de estructuras secretoras especializadas, como las glandulas de
aceite™.

A continuacion se habla puntualmente sobre algunos compuestos, entre los cuales
se tiene:

Limoneno: su nombre sistematico es 1-Metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexano, su
férmula molecular es C1oH16, Su peso molecular 136,23 g/mol*°. El limoneno es un
monoterpeno hidrocarburado, se le conoce también como dipenteno, cajetupeno,
linoneno. Presenta un punto de ebullicién de 176 °C>3. Se emplea en la produccion
de p-cimeno, como disolvente de resinas, en pigmentos y tintas, en la fabricaciéon
de adhesivos y en la obtencion de carvona. Ultimamente, la demanda del
compuesto se debe a su aplicacién como disolvente biodegradable®. Entre otras
aplicaciones se lo utiliza como parte de insecticidas, pesticidas y repelente de
insectos en animales, es un ingrediente activo de varios campos para el control de
garrapatas y pulgas®. Ademas hay reportes en los que se indica que presenta
actividad como antiinflamatorio, antiséptico, antiviral, herbicida, insecticida.
También se reporta que tiene actividad anti cancerigena en el cancer mamario®.

*% Base de datos chemical information, ChemIDplus Lite [Citado julio- 2013] Disponible en internet:
http://sis.nlm.nih.gov/chemical.html.

*  Base de datos pubchem [Citado  julio-2013]. Disponible  en internet:

http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.
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Thujopsan-2-alfa-ol: su formula molecular es C15H260, su peso molecular es de
222,37 g/mol*. Este compuesto es un sesquiterpeno oxigenado y puede estar
relacionado con la capacidad inhibitoria en el crecimiento de hongos.

Ledol: su férmula molecular es C1sH260, su peso molecular: 222,37 g/mol*®. Este
compuesto es un sesquiterpeno oxigenado, se le conoce también como ledum
camfor, posee un punto de ebullicion de 292°C>® y un punto de fusién de 102-

3°C!. Puede causar irritaciones en la piel y/o dermatitis, puede producir
irritaciones en el sistema respiratorio.

Alfa-pineno: su nombre sistematico: es 2,6,6-trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno, su
férmula molecular es CioHs6 y tiene un peso molecular de 136,23 g/mol)*®. Es un
monoterpeno hidrocarburado, punto de ebullicion de 155.9°C. Utilizado en la
fabricacion de alcanfor, insecticidas, disolventes, plastificantes, bases de perfume,
aceite de pino sintético, pueden ser irritantes para la piel y las membranas
mucosas®.

Beta-pineno: su nombre sistemético es 6,6-dimetil-2-metilenbiciclo[3.1.1]heptano,
su férmula molecular CioHie y tiene un peso molecular de 136,23 g/mol*®. Este
compuesto es un monoterpeno hidrocarburado, punto de ebullicibn de 166°C. De
acuerdo a estudios de bioactividad se lo utiliza como antiinflamatorio®*, presenta
actividad como antiséptico, antiespasmaédico, herbicida®.

Los alfa y beta pinenos son estimulantes de las gonadas (suprarrenales), poseen
actividad antiséptica.

E-beta-farneseno: su nombre sisteméatico es E-3,7,11-trimetil-1,3,6,10-
dodecatetraeno, su férmula molecular CisH24y tiene un peso molecular de 204,35
g/mol*®. Este compuesto es un sesquiterpeno hidrocarburado, su punto de fusién
es 25°C>3. Este compuesto es producido por una serie de tejidos de las plantas en
respuesta a la herbivoria, heridas de defensa, patdégenos y es una feromona
sexual en ratones. También es considerado como una feromona de alarma de
afidos, en la papa silvestre (S. barthaultii), se produce este compuesto a partir de
sus tricomas como una defensa contra los afidos® y en la manzana se dice que
este compuesto es un componente natural, el cual se oxida y perjudica la
poscosecha de estas™.
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Delta-2-careno: su nombre sistematico es 3,7,7-trimetilbiciclo[4.1.0]hept-2-eno, su
formula molecular CioHi6 Yy tiene un peso molecular de 136,33 g/mol*®. Este
compuesto es un monoterpeno hidrocarburado, conocido como careno, su punto
de fusién es 166,5°C>3. De acuerdo a ensayos de bioactividad a presentado a
actividad antiespasmodica®.

Mirceno: su nombre sistemético es 7-Metil-3-metileno-1,6-octadieno, su férmula
molecular CioHig Y tiene un peso molecular de 136,23 g/mol*. Este compuesto
es un monoterpeno hidrocarburado, su punto de fusibn es 167°C*. Este
compuesto es utilizado en la fabricacion de alcoholes de terpeno, polimeros y
resinas, en la fabricacion de perfumes, y como agente aromatizante. Compuestos
monoterpenicos similares en estructura al mirceno (limoneno, pineno, terpineno,
terpinoleno) se ha demostrado que son facilmente biodegradables®.

Linalol: su nombre sistemético es 2,6-dimetil-2,7-octadien-6-ol, su férmula
molecular CioH1g0y tiene un peso molecular de 154,25 g/mol*®. Este compuesto
es un monoterpeno oxigenado, su punto de fusién es 197°C*. El compuesto
presenta actividad analgésica, anastesica, antibacterial, anticonvulsionante,
antiséptico, antiespasmadico, antibacterial®.

Aromadendreno: su nombre sistematico es 1,1,7-trimetil-4-metilenedecahidro-1H-
ciclopropalelasuleno, su férmula molecular CisHy4 y tiene un peso molecular de
204,35 g/mol*®. Este compuesto es un sesquiterpeno hidrocarburado®.

Allo aromadendreno: su nombre sistematico es (7S)-decahidro-1,1,7-trimetil-4-
metileno-1H-ciclopropale]asuleno, su féormula molecular CisH,,4 y tiene un peso
molecular de 204,35 g/mol*. Este compuesto es un sesquiterpeno
hidrocarburado, es inhibidor del crecimiento en células humanas y muy utilizado
para medir la proliferacion celular®®, también se reporta que tiene alto valor
agregado agregado en las industrias farmacéutica, cosmetoldgica y de perfumes.

Palustrol: su nombre sistematico es decahidro-1,1,4,7-tetrametil-1H-
ciclopropale]asulen-4a-ol, su férmula molecular CjisH,O y tiene un  peso
molecular de 222,37 g/mol*®. Este compuesto es un sesquiterpeno oxigenado.

Oxido de cariofileno: su formula molecular C;s5H,40 y tiene un peso molecular
de 220,35 g/mol*®. Este compuesto es un sesquiterpeno oxigenado.
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Gama-curcumeno: su nombre sistematico es 1-metil-4-((R)-6-metilhept-5-en-2-il)-
ciclohexa-1,3-dieno, su formula molecular CisHy4 y tiene un peso molecular de
204,35 g/mol*. Este compuesto es un sesquiterpeno hidrocarburado.

Bulnesol: su nombre sistemético es 2-(3,8-Dimethyl-1,2,3,3alpha,4,5,6,7-
octahydro-5-azulenyl)-propan-2-ol, su formula molecular CisH260 y tiene un peso
molecular de 222,37 g/mol*®. Este compuesto es un sesquiterpeno oxigenado.
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Anexo |. Certificado de identificacion taxondmica.
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