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RESUMEN

Se caracterizaron los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de las hojas de Phyla
nodiflora (L.) Greene (Orozul), planta reconocida tradicionalmente por sus cualidades medicinales
especialmente para el tratamiento de afecciones estomacales y respiratorias. Los compuestos
fueron extraidos mediante la técnica de hidrodestilacion asistida por radiacién con microondas
(MWHD), identificados mediante la técnica GC-MS y cuantificados por el método del estandar
interno empleando n-tetradecano como patrén. La mayoria de compuestos extraidos son de tipo
monoterpeno y sesquiterpeno.
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ABSTRACT

The main compounds in essential oil of leaves of Phyla nodiflora (L.) Greene (Orozul) were character-
ized. This plant is traditionally recognized for their medicinal qualities especially in the treatment
of stomach and respiratory ailments. The compounds were extracted by hydrodistillation technique
assisted by microwave radiation (MWHD), identified by GC-MS technique and quantified by internal
standard method using n-tetradecanoic as standard. Most extracted compounds are monoterpene
and sesquiterpene type.
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INTRODUCCION

La especie vegetal Phyla nodiflora (L.) Green
pertenece a la familia Verbenaceae, y se
caracteriza por ser una planta arvense resistente
alasequia, de tallo cuadrangular, hojas opuestas,
perennes, ovales y rugosas; sus flores agrupadas
en espigas terminales pueden ser blancas o
violetas., Moldenke compar6 descripciones
taxondémicas de varias especies de plantas y
concluy6queelgénero Phylahacepartedelgénero
Lippia,, , motivo por el cual es también conocida
con el nombre cientifico de Lippia nodiflora
(L.) Greene o Lippia nodiflora (L.) Michx., Esta
planta se considera nativa de Estados Unidos,
pero se encuentra ampliamente distribuida
en América Central, Sur Ameérica, Africa y el
Medio Oriente.. En el Departamento de Narifio
(Colombia) se encuentra en abundancia en el
Municipio de El Tambo, donde es conocida con
el nombre comuin de Orozul. Tradicionalmente,
las hojas de esta especie en infusién se emplean
para la remediacién de afecciones estomacales
tales como gastritis, ulceras, reflujos y presenta
una moderada actividad contra Helicobacter
pylori,, ademas tiene aplicacion cicatrizante
cuando se usa como emplasto en afecciones
de la piel., Se conoce del uso de la especie L.
nodiflora (L) Greene como remedio para los
resfriados, gripe, bronquitis y asma,, asi como
para el tratamiento de la gonorrea, y de los
desordenes menstruales.,, Esta planta presenta
diversas actividades biolégicas tales como:
analgésica, antiinflamatoria,  antipirética,
antiespasmodica,,, antimalarica,, diurética , y
antimicrobial, ;. entre otras. Esta especie tiene
usos medicinales importantes dentro de grupos
étnicos especificos del mundo, lo que genera en
las comunidades cientificas un gran interés de
tipo etnofarmacoldgico.

MATERIALES Y METODOS

La extraccion del Aceite Esencial se llevo a
cabo mediante Hidrodestilaciéon Asistida por
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Radiacién con Microondas (MWHD), empleando
un equipo Clevenger, con un balén de vidrio
de 5L de capacidad, ubicado al interior de un
microondas marca LG, modelo N.MB-314V6. Los
analisis cromatograficos para la cuantificacion
de los compuestos del aceite esencial se
realizaron en La Universidad de Narifio, en
el equipo GC-MS Shimadzu QP 5000, con una
columna DB-5 (30m*0,25mm d.i., df 0,25um),
en las siguientes condiciones: Temperatura del
detector 280°C, temperatura del inyector 250°C,
temperatura de la columna 40°C*5min, 5°C/min
hasta 250°C*15min, Helio como gas de arrastre,
flujo interno de 1mL/min, flujo total de 25mL/
min, presién 134Kpa, velocidad 40cm/s, razén
splitless 10, en un tiempo total de 62min.

Los espectros de masas se obtuvieron con
un cromatégrafo de gases Shimadzu GC 17A
acoplado a un detector selectivo de masas
QP 5050, empleando una columna RTX-5
(fenilmetilsilicona, 30m*0,25mm d.i.), en las
siguientes condiciones: 4 minutos a 60°C, luego
se incrementé la temperatura de 60 a 320°C
a 4°C/min y finalmente se dej6 a 320°C por
25min, Helio como gas de arrastre a 1mL/min,
split 1:10 y temperatura del inyector 320°C.
Los espectros de masas se tomaron en modo
de ionizacion electronica a 70eV, en el rango
de 40 a 400p. Se empled diclorometano grado
HPLC (Aldrich Chemical Co) como solvente de
dilucién; n-tetradecano grado HPLC (Merck-
Schuchardt) como patrén de estandar interno
y sulfato de sodio anhidro grado analitico
(Merck-Schuchardt) como agente desecante.
La identificacién de los compuestos del aceite
esencial se hizo por comparaciéon de espectros
de masas, por andlisis de fragmentacién de
masas y por correlacién con la base de datos de
la biblioteca WILEY139.LIB.

Material vegetal. Las hojas de Phyla nodiflora
(L) Green fueron recolectadas mediante un
muestreo completamente aleatorio en una
zona silvestre del municipio de El Tambo en
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el departamento de Narifio (altura de 2.250
m.s.n.m., precipitacién media anual de 1.199
mm y temperatura promedio de 18°C), en
etapa de floraciéon durante la época de verano.
Las muestras se secaron al medio ambiente
protegidas de la humedad. La identificacién
taxonémica se realizé en la Universidad del
Cauca, en el Museo de Historia Natural.

Disefio experimental. Se emple6 un Disefio
irrestrictamente al azar, , basado en el mayor
nimero de compuestos extraidos, en cuatro
tratamientos con tres repeticiones, como se
registraenlaTabla 1. Ademas fue posible evaluar
la variabilidad de cada tratamiento mediante la
aplicacion de un andlisis de varianza (ANDEVA),

con o = 0,05.

En cada caso, se emplearon 150 g de hojas secas
molidas y un litro de agua destilada como solvente.

Las muestras de aceite esencial obtenidas se
colectaron en viales, se secaron con sulfato de sodio
anhidro y se almacenaron en refrigeracion a 2°C.

Tabla 1. Condiciones de los tratamientos
aplicados para la extraccion del aceite esencial

por MWHD

Tiempo de
Tratamiento Potencia (%)  extraccién
(minutos)

1 60 30

2 80 30

3 60 60

4 80 60

Preparacion de las muestras. De cada muestra
de aceite esencial extraido se tomo6 una alicuota
de 0,3 mL y se diluy6 en 1 mL de diclorometano,
luego se adicion6 0,4 pL de n-tetradecano como
estandar interno, parala posterior cuantificacion
delos compuestos del aceite esencial. El factor de
respuesta cromatografica del estandar interno
se calculé a partir de la pendiente de la recta
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que se origina con diferentes concentraciones
de n-tetradecano y las areas cromatograficas del
mismo.,

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Tabla 2, se observa el promedio del nimero
de compuestos obtenidos en el aceite esencial
por Hidrodestilacién Asistida por Radiaciéon con
Microondas.

Tabla 2. Promedio del nimero de compuestos
del aceite esencial extraido por MWHD

Niumero de .
. . Tratamientos
repeticiones
T1 T2 T3 T4
1 13 15 12 10
2 10 12 13 9
3 8 11 13 13

Promedio aritmético

10,33 12,67 12,67 10,67

El analisis ANDEVA (G.L= 11; a= 0,05; F. cal.=
6,95; F. tab.= 8,84) realizado seglin el ndimero
de compuestos extraidos en los diferentes
tratamientos, indica que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos aplicados
para la extraccién del aceite esencial de Orozul
por Hidrodestilacién Asistida por Radiacién
con Microondas, por lo tanto, es posible elegir
cualquier tratamiento para la extraccién del
aceite esencial.

Identificacion de los compuestos del aceite
esencial. De los analisis obtenidos por GC-
MS se realiz6 la identificacion de los compuestos
mayoritarios del aceite esencial de las hojas de
Orozul, mediante comparacion espectral ; y por
fragmentacion de masas. La identidad de los
compuestos presenté una confiabilidad mayor
del 90%, segin la respuesta de la biblioteca
WILEY139.LIB. En el grafico 1 se muestra el perfil
cromatografico de los compuestos identificados,
junto al patrén estandar de cuantificacién (Istd).
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Grafico 1. Perfil cromatografico de los
componentes presentes en el aceite esencial de
hojas de Orozul
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En la Tabla 3, se relaciona la identificacién de los
compuestos mayoritarios extraidos en el aceite
esencial de las hojas de P. nodiflora (L.) Greene.

Cada compuesto se indica con un nimero entero.
El compuesto nimero 6 corresponde al estdndar
interno (n-tetradecano) adicionado a la muestra
con fines de cuantificacién.

La identidad de los sesquiterpenos obtenidos se
comprobd mediante comparacién con una base
de datos de espectros de masas para este tipo
de hidrocarburos,,, obteniéndose asi, espectros
coincidentes en la mayoria de los picos mas
abundantes.

Tabla 3. Identificacion de los compuestos del aceite esencial de las hojas de Orozul

Nimerode Tiempo de Nombre del Estructura quimica
compuesto  retencion compuesto

1 12,212 limoneno ?

2 20,283 carvona g

3 20,555 piperitona @

4 23,615 verbenona \Sj\

5 24,169 3-metiltridecano  CH,CH(CH),(CH,),,CH,

7 26,188 calareno @‘ -

8 26,526 y-muroleno @

Los compuestos extraidos se clasifican como
monoterpenos (limoneno, carvona, piperitona
y verbenona), sesquiterpenos (calareno
y muroleno) y un hidrocarburo saturado
(3-metiltridecano).
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Los picos diagndsticos de la fragmentacién por
MS de los compuestos identificados, que se
realiz6 en esta investigacidn, con base en la teoria
de la espectrometria de masas,,, se presentan a
continuacion:

21
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Compuesto 1. Presenta un ion molecular a m/z
136, correspondiente con la formula molecular
C,,H,,. Ensuespectrode masasse observaniones
am/z 121[M*-CH,], 107 [M*-CH,-CH,], apertura
del anillo aromatico con sucesivas pérdidas de
grupos metilenos hasta la obtencién del pico a
m/z 67 propio del catién ciclopenteno, el ion a
m/z 93 sufre la pérdida de un grupo CH, y por
un proceso retro Diels-Alder se transforma en el
ion am/z 53 equivalente al catién ciclobuteno.

Compuesto 2. Suion molecular es de 150 uma,
consecuente con la formula molecular C, H,,O0.
La molécula de carvona sufre apertura del
anillo aromatico, descarboxilacion y pérdida de
la cadena lateral para transformarse en el pico
base m/z 82, éste a su vez puede perder un
grupo metilo para convertirse en el ion m/z 67

correspondiente al catién 3-metilciclobuteno.

Compuesto 3. Su espectro de masas visualiza
un pico molecular a m/z 152 y su férmula
molecular es C, H 0. Presenta iones a m/z
137 [M*-CH,], el cual puede transformarse en
su correspondiente cetena y a su vez perder la
cadena lateral para convertirse en el ion m/z 95.
En una ruta paralela, la cetena del ion molecular
puede perder el grupo isopropilo para dar origen
al ion m/z 110, que a su vez puede producir el
catidn radical metilciclopenteno de m/z 82.

Compuesto 4. Este metabolito tiene su ion
molecular a m/z 150, que concuerda con su
formula molecular C, H,,0. El ion molecular se
desmetila para convertirse en el ion m/z 135.
La cetena del ion molecular sufre la apertura
de su anillo interno y una desmetilaciéon para
dar origen al ion m/z 107. Paralelamente, el
ion molecular puede descarboxilarse y sufrir la
apertura del anillo interno para convertirse en
dos moléculas de cuatro atomos de carbono y una
instauracion correspondientes al ion m/z 53.

Compuesto 5. Su ion molecular corresponde a

198 uma y su férmula molecular a C ,H,,. En su
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espectro de masas se observa un pico am/z 169
[M*-CH,-CH,], éste a su vez puede perder cuatro
grupos metilenos para originar el pico a m/z
113 o sufrir la pérdida de seis grupos metileno
para formar el pico a m/z 85. Por otra parte, el
ion molecular pierde la cadena saturada de diez
carbonos para producir el ion am/z 57.

Compuesto 7. Este sesquiterpeno presenta
su ion molecular a m/z 204 consecuente con
la formula molecular C H,,. En su espectro se
observan iones a m/z 189 [M*-CH,], éste puede
perder luego un grupo etilo (de la apertura del
ciclopropano) para originar el ion a m/z 161,
éste ultimo pierde un grupo metilo para formar
el ion a m/z 147. El catién a m/z 147 sufre la
apertura del anillo saturado y una posterior
pérdida de un grupo etilo para dar origen al pico
baseam/z 120. El pico base pierde un radical de
15 uma y formar el catién a m/z 105.

Compuesto 8. Presenta un ion molecular a
m/z 204, cuya férmula molecular corresponde
a C.H,. El ion molecular pierde un grupo
isopropilo para constituir el pico baseam/z 161.
Este a su vez puede sufrir la pérdida de un grupo
metilo y originar el pico a m/z 147. Este tltimo
puede generar los picos am/z 133 (catién metil-
1,3,7-ciclononatrieno) y m/z 119 (catiéon metil-
1,3,6-ciclooctatrieno) por pérdida sucesiva de
grupos metileno al sufrir apertura del anillo y
posterior ciclacion.

Estudios anteriores del aceite esencial de la
especie Lippia nodiflora (L.) Greene, indican la
presencia de monoterpenos y sesquiterpenos
como sus componentes mayoritarios,,, ademas
Elakovich,,, informa sobre la presencia de
carvona en el aceite esencial de esta especie de
Lippia.

Cuantificacion de los compuestos del aceite
esencial. Los compuestos identificados en el
aceite esencial de las hojas de la especie vegetal
Phyla nodiflora L. Greene, fueron cuantificados
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por el método del estandar interno (Istd) con
n-tetradecano.

Las concentraciones de n-tetradecano empleadas
para la elaboracion de la curva de calibracién
junto a sus dreas cromatograficas, al igual que
el andlisis estadistico realizado para el calculo
del Factor de respuesta se indican en la Tabla 4.
La curva de calibracién para el estandar interno
se muestra en la Grafico 2.

En el andlisis estadistico se obtuvo un coeficiente
de variaciéon que no super6 el 5%, lo cual
comprueba que existe poca variacion en los

datos obtenidos para el area cromatografica del
estandar interno.

En la ecuacion de la recta, la pendiente
representa el Factor de respuesta del estdndar
interno, el cual corresponde a 56,26 cuentas*L/
mL, equivalente a 73735,25 cuentas*L/mg,
cuyo valor fue empleado para el calculo de las
concentraciones de cada compuesto del aceite
esencial.

Los valores de concentracion de los compuestos
del aceite esencial de las hojas de Orozul se
indican en la Tabla 5.

Tabla 4. Informacion para la obtencién de la curva de calibracién del Istd

Area
cromatografica
(cuentas)

Concentracion
Istd (ppm)

Media
aritmética

Coeficiente Limite de
o de confianza
variacion al 95%

35

1 34 33,67

32
113
5 123
122
226
10 225
228
1523
50 1522
1524
6998
100 7180
7010
29989
500 30121
30117
55613
1000 55440
55520

119,33

226,33

7062,67

30075,67 75,08 0,25

55524,33 86,58 0,16

1,53 4,54 3,79

5,50 4,61 13,65

1,53 0,68 3,79

1523,00 1,00 0,07 2,48

101,79 1,44 252,71

184,40

214,95
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Grafico 2. Curva de calibracion para el Istd
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Tabla 5. Cuantificacion de los compuestos del
aceite esencial de las hojas de Orozul

Nimerode Nombre del Area Concentracién
compuesto  compuesto  Cromatogrifica  (mg/Kg)
(cuentas)
1 limoneno 33686512 0,914
2 carvona 18186569 0,493
3 piperitona 1272310 0,035
4 verbenona 1506301 0,041
5 3- 399978 0,011
metiltridecano
7 calareno 580974 0,016
8 muroleno 472329 0,013

Los compuestos que se encuentran en mayor
proporciéon en el aceite esencial de orozul
son el limoneno y la carvona, mientras que
el 3-metiltridecano representa el compuesto
con la menor concentracién. El limoneno es
el monoterpeno ciclico mas abundante en la
naturaleza y es el componente principal del
aceite esencial de los frutos citricos. Ademas es
el precursor de otros compuestos volatiles tales
como la carvona debido a la oxidacién que sufre
en Cé6.,,

Los dos monoterpenos mayoritarios identificados
en P nodiflora, también hacen parte de los
compuestos volatiles presentes en otras
especies del género Lippia, tal es el caso de
L. fissicalyx Tronc., L. polystachia Griseb, asi

[63]

como también L. alba, especie en la cual se han
realizado estudios de estos compuestos para
la definicion de quimiotipos.,. De hecho, una
investigacion realizada en cinco aceites de L.
alba quimiotipo carvona-limoneno, demostro
la actividad antifiingica de estas especies contra
A. fumigatus y C. krusei. El quimiotipo de mayor
actividad estuvo relacionado con la composiciéon
mayoritaria de limoneno y carvona en su aceite
esencial,,, lo que hace pensar que P. nodiflora,
también puede presentar actividad antifiingica.
Por otro lado, se ha determinado que los
monoterpenos limoneno y carvona, pueden
exhibir propiedades profilacticas y curativas
contra el cancer de piel, higado, pulmén,
pancreas y mamario; ademas de revertir la
formacion de tumores malignos mediante
apoptosis.,, Lo anterior proyecta a la especie P
nodiflora como una planta con posible actividad
anticancerigena.
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