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RESUMEN

Estudios farmacoldgicos realizados con Ruta graveolens (Ruda), han demostrado que
en su aceite esencial existen compuestos con actividad antimicrobial, resultado que
fue verificado por el grupo de investigacion “prevencion de cancer” de la Universidad
de Narifio, demostrando el efecto in vifro del aceite esencial de esta planta sobre
Helicobacter pylori. Teniendo en cuenta que el déficit hidrico es el principal estrés
abidtico que afecta al cuerpo vegetal y que genera diversas respuestas, entre las
cuales destaca la alteracion del metabolismo secundario y consecuentemente la
presencia y concentracion de los metabolitos generados, se planted un estudio cuyo
objetivo fue analizar la variacion de compuestos presentes en el aceite esencial de R.
graveolens obtenido de plantas sometidas a diferentes niveles de estrés hidrico para
asociarlo con el posible efecto en la actividad bactericida. Se usaron 30 plantas de R.
graveolens, en las que se determiné la capacidad de campo en 100ml; con base en
este parametro, se establecieron tres tratamientos con riego cada dos dias: un grupo
control regado con los 100ml y dos grupos de riego deficitario controlado con 50 ml y
25 ml de agua respectivamente. El material vegetal de cada tratamiento fue colectado,
desinfectado y secado en horno a 64°C por 24 horas, para obtener el aceite esencial
por hidrodestilacion asistida por radiacion con microondas, se purificé con hexano y
se caracterizo por cromatografia de gases. La composicion del aceite esencial de R.
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graveolens tiene cambios significativos entre el tratamiento control y los dos niveles
de estrés hidrico (leve y moderado), tanto en concentracidon como en compuestos
presentes, existiendo una relacion directamente proporcional entre el grado de estrés
hidrico a que fue sometida la planta y el numero de compuestos reportados.

Palabras Clave: Ruta Graveolens, estrés hidrico, aceites esenciales, efectos
bioldgicos

ABSTRACT

Pharmacological studies conducted with Ruta graveolens (Ruda) have shown that
in its essential oil compounds exist an antimicrobial activity, this result was verified
by the research group “of cancer prevention at the Narifio University, showing the
effect in vitro of the essential oil of this plant on the Helicobacter pylori. Given that
the water deficit is the major abiotic stress affects the plans body and generating
various responses, which include the alteration of the secondary metabolism and
consequently the presence and concentration of metabolites generated. It raised a
study whose aim was to analyze the variation of compounds present in the essential
oil of R. graveolens obtained from plants subjected to different levels of water stress
and associated with the effect on the bactericidal activity. 30 plants of R. graveolens
were used to determined in 100ml the field capacity, based on this parameter is set
three irrigation treatments every two days: a control group watered with 100ml,
two groups of regulated deficit irrigation with 50ml and 25ml of water respectively;
material was collected from each treatment, disinfection and drying oven at 64°C for
24h to obtain the essential oil by hydro distillation assisted by microwave radiation,
was purified with hexane and characterized by gas chromatography. The composition
of essential oil of R. graveolens have significant changes between treatment and
control the two levels of water stress (mild and moderate) on the concentration in the
compounds present, there is a direct correlation between the degree of water stress
that was submitted to the plant and the number compounds reported.

Keywords: Ruta Graveolens, water, stress, essential oil, biologycal efects.

con actividad

antimicrobial

INTRODUCCION

Los metabolitos secundarios producidos por
las plantas, han recibido especial atencion en
farmacologia por su accion antimicrobiana
y antifingica; estudios realizados con Ruta
graveolens, han demostrado la existencia
en su aceite esencial de por lo menos 17
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compuestos
que evidencia su amplio efecto tanto sobre
Bacterias Gram positivas como Gram negativas
e incluso, algunos hongos. Aparentemente,
los alcaloides conocidos como rutacridona-
epoxido e hidroxirutacridona-hepoxido, son
las sustancias activas mas efectivas para el
control bacteriano actuando como bactericidas.
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(1234 CON base en este hallazgo y a reportes de
la cultura popular, el grupo de “Prevencion de
cancer” de la Universidad de Narifo, realizd un
estudio en el cual se evaluo el efecto in vitro de
extractos acuosos y aceites esenciales de plantas
medicinales promisorias de la region, sobre
aislamientos de H. pylori, obteniendo resultados
positivos sobre la inhibicion del crecimiento de
la bacteria, entre los cuales esta el aceite esencial
de follaje de ruda. g

Las plantas son organismos sensibles a las
condiciones ambientales y teniendo en cuenta
que, el agua y los nutrientes minerales coexisten
en una intima asociacion, por cuanto los iones
disponibles para ser asimilados por la planta
se encuentran disueltos en la fraccion liquida
del terreno y son absorbibles gracias al flujo
hidrico que discurre a lo largo de la trayectoria
terreno-raices-ramas, el déficit hidrico puede
causar efectos sobre todos los aspectos del
metabolismo y la estructura fina celular. 6 EN la
practica agrondmica, la estimulacion del déficit
hidrico, altera la composicion, concentracion
y produccion de metabolitos secundarios en
los aceites esenciales de especies que puedan
tener una implicacion comercial y medicinal,
%) el fundamento de estas investigaciones, es
considerar el agua como un factor limitante
que interviene en la expresion de metabolitos
secundarios en las plantas, puesto que permite
la expresion de proteinas que no se sintetizan en
condiciones normales y que la planta utiliza como
osmoprotectores; la deficiencia de agua esta
correlacionada con los procesos fotosintéticos,
en donde la captacion de carbono inorgéanico
(CO,) se ve disminuida, interviniendo en el

metabolismo. ©

El estrés hidrico desencadena una serie
de respuestas tales como: la biosintesis
de metabolitos secundarios y activacion
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simultanea de la sintesis de proteinas especificas
denominadas de estrés, hasta cambios en el
desarrollo y/o reproduccion de las plantas. (10)
En este estudio se evalud la variacion de los
compuestos presentes en el aceite esencial de
R. graveolens para asociarlo con su actividad
bactericida y su posible efecto sobre H. pylori

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo experimental, de
dos fases:

Fase de invernadero: Las plantulas de Ruta
graveolens sometidas a tratamiento, fueron
cultivadas por propagacion vegetativa en vivero;
se sometieron a un periodo de adaptacion de dos
semanas a las condiciones de invernadero y para
ello, se determinaron las condiciones ideales
de riego con base en su capacidad de campo y
teniendo en cuenta los criterios establecidos por
Bieto y Talon. ,,, Una vez acondicionadas, se
establecieron tres tratamientos con 10 plantas
cada uno; el primero denominado “Control”, con
condiciones ideales de riego -100ml de agua- y
dos tratamientos deficitarios regados con 50% y
25% del contenido hidrico 6ptimo, denominados
RD50 y RD25 respectivamente, cada dos dias y
durante un mes. Para verificar el grado de estrés
de cada grupo se determind déficit de saturacion
hidrica (DSH), que indica la magnitud en que el
tejido difiere de la cantidad méaxima de agua que
podria absorber, con la formula:

DSH: 100 - [(PSat.- PF. 100)/(PSat.- PS) |

Donde:

PF: Peso fresco de las hojas

PS: Peso de saturacion: se mantuvo las hojas en caja petri
con 20 ml de agua por 3 h.

PS: Peso seco: las hojas se secaron en una estufa a 80 °C
por 24 h.
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Adicionalmente se tomaron medidas de peso y
altura antes y después de cada tratamiento para
verificar la variacioén de crecimiento.

Fase de laboratorio: Obtencion y analisis del
Aceite esencial de Ruta graveolens

Para obtener el aceite esencial se utilizd el
método de Hidrodestilacion asistida por
radiacion con microondas (MWHD), usando
los parametros previos establecidos por Mena
y Yeépez. , El material foliar de las plantas
seleccionado de cada tratamiento, se secO en
mufla a 65°C por 24 horas. Se tomaron 60 gr del
material macerado y se introdujeron en un balon
de 4 litros de capacidad, al cual se le adicionaron
500 ml de agua destilada y se acopl6 al sistema
de Hidrodestilacion.

La extraccion se realizd utilizando un horno
microondas Electrolux®, modelo EME28ID2SS,
con una potencia de salida de 850 w, durantel
hora y al 60% de la potencia de salida, con 1
minuto intermedio de descanso cada 10 minutos.
El aceite fue recogido en tubo ependorff de 1,5
ml previamente esterilizado y cubierto con papel
aluminio, con el fin de conservar adecuadamente
la muestra.

Con un embudo de separacion y utilizando
hexano, se purificé el aceite esencial. El
aceite purificado se analizd por método de
Cromatografia de Gases CG en un cromatografo
SHIMAD20 6C17A, detector FID con una
temperatura de 280°C, inyeccion modo SPIH
1:30 con una temperatura de inyeccion de 250°C;
programacion de temperatura de 50°C (2 min)
hasta 250°C (3 min) 10°C cada minuto. Columna
DB-SMB (30m, 0.25 um) Lyw. Patrones de
calculo de indice de kovats con estandar de
n-parafinas RESTEK 99.9 % pureza de C6-C24
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de invernadero

Los resultados del calculo de contenido hidrico
(CRH) de la Tabla 1, permiten determinar que
las plantas de los tratamientos RD50 y RD25,
estuvieron en grado de estrés leve y moderado
respectivamente, segin los criterios de Hsiao |,

Tabla 1. Calculo de CRH para los tres
tratamientos y determinacion del nivel de
estrés hidrico

MEDIDAS
Nivel de estrés
TRATA Variacion | Hidrico de acuerdo
MIENTO| 'PF | PT | PS | CRH |Respecto con los criterios de
al control Hsiao
Riego 160161 0,02 | 0,014 | 50 Control
Normal
Estrés leve:
RDS0 | 002 | 0022|0017 | 42,1 | 799 |disminuciondel CRH
en un 8-10 % respecto
a plantas control
Estrés moderado:
disminucion del CRH
0,
RD25 |0,016 (0,018 | 0,014 | 35 15% entre un 10y un 20%
con respecto al control

Al finalizar los tratamientos, se observaron
diferencias en el peso y altura de las plantas de
los tres tratamientos verificados con analisis
de varianza; para el peso, se obtuvo un valor
P=0,00008 para un o 0,05 y la prueba de
medias de Tukey evidencid diferencias entre
los tres tratamientos, siendo el de mayor peso
el de las plantas del grupo control; para altura,
el andlisis de varianza presentd6 un P=0,0002
para un 0=0,05; el analisis de rangos multiples
de Tukey mostro diferencias entre las plantas
del grupo control y los demads tratamientos. En
el experimento se observd que ante el riego
deficitario, la planta prosigui6 en su crecimiento,
aunque hay una disminucién de biomasa, acorde
con varios estudios en los cuales se reporta




UNIVERSIDAD DE NARINO

que en estrés hidrico puede haber reduccion
en la sintesis de proteinas totales y disociacion
temprana de ribosomas;(l 5 ademas, en estas
condiciones ocurre la sintesis de proteinas
especiales que proveen a la planta de mecanismos
osmoprotectores, que producen cambios en los

metabolitos secundarios generados. s

Fase de laboratorio

Al analizar los cromatogramas se encontraron
diferencias tanto en numero, como en
concentracion y tipo de compuestos en los
tratamientos determinados como estrés leve
y estrés moderado, en comparacion con el
tratamiento control (Figura 1, Tablas 2, 3 y 4)

Figura 1. Resultado de Cromatograma: Compuestos obtenidos en cada uno de los tratamientos de
plantas sometidas diferentes niveles de estrés (Tiempo de retencion v.s porcentaje de area de picos
observados en CG)
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Tabla 2. Resultados de cromatograma para plantas control
UNIVERSIDAD DE NARINO - ANALISIS ACEITE ESENCIAL DE RUDA MUESTRA NORMAL
- CROMATOGRAFIA DE GASES -DETECTOR FID
Pico No|Tr % Area [k Exp [Posible Compuesto Ik Tedrico|Posible Compuesto [Ik Tedrico
1 4,316 2,186 778|Buten-2-ol acetate <2-methyl-3-3 777|
2| 7,966 0,716]/  980|Menthane <trans-para-> 979|Pinene <beta-> 979
3| 13174 17,632| 1242|Cumin aldehyde 1242]|Anisaldehyde <orto-> 1242
4| 13,524 6,623] 1253|Geraniol 1253 |Piperitone 1253
5| 16,316 7,183| 1448/Seychellene 1447|Dodecadien-1-al<2Z 1447
6| 16,616 4476] 1459(Farnesene <(E)-beta-> 1457|Sesquisabinene 1460
7] 18,59 3,357| 1635|Isoborneol <8-isobutyryloxy-> 1634|Hexeny! Phenyl Acelg 1634
i 8| 2034 3,5 1807[Nootkatone 1807|Salicyllate, 2-ethylhex 1807
9| 21,809 8,158( 1877|Hexadecanol <n-> 1876{Cubitene 1879
10{ 2289 2.355| 2009|Hexadecyl acetate 2004|Coumarin <7-hydroxy, 1014
11] 23,657 34,639| 2030|Isopropyl hexadecanoate 2025|Bergaptene <iso-> 2035
12| 24832 9,174| 2046|Canellal 2046
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Tabla 3. Resultados de cromatograma para plantas sometidas a estrés leve

UNIVERSIDAD DE NARINO-ANALISIS ACEITE ESENCIAL DE RUDA MUESTRA RD25
ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES DETECTOR FID
Pico No{Tr % Area_ |lk Exp |Posible Compuesto Ik Tedrico|Posible Compuesto [Ik Tedrico

1 3,95 1,314 T52|NI

2 5,641 4,861 856|Salvene <Z-> 856

3 9.818 2,106) 1081|Vertocitral C <cis-> 1080| Tolualdehide 1082

4| 10824 1.072] 1138|Mentha-2 8-dien-1-ol<cis-para-> 1138 Thujanol <iso-3-> 1128

5 12,45 0,858] 1218|Isophorone <4-methylene-> 1218

6] 13174 39,117| 1242{Cumin aldehyde 1242]Anisaldehyde <orto-> 1242

7] 13,466 3,439] 1251]Anis_aldehyde <para-> 1250|Thymoquinone 1252

8| 14257 2,587] 1276|Ment-1-en-7-al <para-> 1276|Carvone oxide <transi 1276

9 14,7 1,935] 1291|Sabinyl Acetate <trans-> 1291|indole 1291
10 16,132 0,924] 1442|Aromadendrene 1441|Famesene <(Z)-beta- 1443
11| 16,316 1,27| 1448|Seychellene 1447|Dodecadien-1-al<2Z § 1447
12] 17,024 1.3 1474 | Terpinyl isobutanoate <alpha-> 1473]Isobornyl n-butanoate| 1475
13| 18,582 3,572] 1635|Isobomeol <8-isobutyryloxy-> 1634 |Hexenyl Phenyl Acetd 1634
14| 20332 3,685| 1807 |Nootkalone 1807 |Salicyllate, 2-ethylhex 1807
15] 21,907 3,361 1878|Hexadecanol <n-> 1876[Cubitene 1879
16 22,89 2,18] 2009|Hexadecyl acetate 2004|Coumarin <7-hydroxy 1014
17| 23,565 2.24| 2022|Abieta-8,12-diene 2023|
18] 23,9865 17,92| 2030|Isopropyl hexadecanoate 2025|Bergaptene <iso-> 2035
19| 24,832 6,255| 2046|Canellal 2046

Tabla 4. Resultados de cromatograma para plantas sometidas a estrés moderado

UNIVERSIDAD DE NARINO -ANALISIS DE ACEITE ESENCIAL DE RUDA MUESTRA RD50
Pico No| Tr % Area |lk Exp |Posible Compuesto Ik Tedrico|Posible Compuesto | Ik Tedrico
1] 7966 0,716/  980|Menthane <trans-para-> 979(Pinene <beta-> 979
2| 13,174 17,632] 1242|Cumin aldehyde 1242|Anisaldehyde <orto-> 1242
3] 13,524 6,623 1253|Geraniol 1253|Piperitone 1253
4| 14,757 0,691 1292|Sabinyl Acetate <trans-> 1291|Indole 1291
5| 16,316 7,183| 1448|Seychellene 1447|Dodecadien-1-al<2Z f 1447
6] 16,616 4476] 1459|Famesene <(E)-beta-> 1457|Sesquisabinene 1460
7] 17,024 2914| 1474|Terpinyl isobutanoate <alpha-> 1473|Isobornyl n-butanoate 1475
8 17,5 2,142| 1492|Metil Isoeugenol 1492|Calameneno 1492
9] 1859 3,357 1635|Isobomeol <8-isobutyryloxy-> 1634|Hexenyl Phenyl Acetd 1634
10] 18,765 1,09] 1642|Muurolol 1642|Hinesol, Daucol 1642
11] 19,132 1,92| 1657|Geranil Valerato 1857|Vvalerianol 1658
12| 20,34 35| 1807|Mootkatone 1807|Salicyllate, 2-ethylhe 1807
13| 21,899 8,159 1877|Hexadecanol <n-> 1876|Cubitene 1879
14| 2289 2,355| 2009|Hexadecyl acetate 2004|Coumarnn <7-hydroxy! 1014
15] 23,565 7,321| 2022|Abieta-8,12-diene 2023 2023
16] 23957 34,639 2030|Isopropyl hexadecanoate 2025|Bergaptene <iso-> 2035
17] 24832 9,174| 2046|Canellal 2046|

Los cambios en el balance hidrico celular,
constituyen una de las principales causas
de las alteraciones en la fotosintesis y en el
crecimiento, puesto que, en condiciones de
estrés, se estimulan otras rutas que conducen
a la formacion de compuestos usualmente
distintivos de ciertos grupos taxondémicos. Estas
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rutas constituyen el metabolismo secundario
y sus productos se denominan metabolitos
secundarios, como en el caso de los compuestos
que forman el aceite esencial. (6 Esto explica
porqué en el tratamiento normal, se pueden
diferenciar 12 compuestos y en los tratamientos
de estrés hidrico leve y moderado, el nimero
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de compuestos presentes en el aceite esencial
aumento a 17 y 19 respectivamente, puesto que
se estimuld el metabolismo secundario.

Enlafigura 1 y las tablas 2 a 4, se puede apreciar
la presencia de posibles compuestos comunes
reportados por CG (segun indice de kovats),
de importancia para el control bacterial en los
tres tratamientos, los cuales son: coumarin 7
hidroxi: pertenece al grupo de las cumarinas,
caracteristico del aceite esencial de R. graveolens
y con amplio rango de accion bioldgica, entre los
que puede citar: accidon antibacterial, antibiotica,
antifungica, anticoagulante, antiinflamatoria
y analgésica, aunque existen reportes de
hepatoxicidad y citotoxicidad. 17, 15, 19, 20, 21)
Canellal: un sesquiterpeno que se encuentra
en diversas plantas y asociado a actividad
antibacterial; ha favorecido la disminucion
del crecimiento de células tumorales in vitro,
aunque también esta asociado a procesos de
citotoxicidad. 2. 23) Nootkanone: Sesquiterpeno
que eventualmente puede estar asociado a
actividad antibacterial. 4 Isoborneol: Alcohol
biciclico que puede afectar el crecimiento
bacteriano in vitro. -

También se encontraron compuestos que
unicamente aparecen en el tratamiento control y
en el sometido a estrés leve, con valor bactericida
que se pierde en plantas sometidas a estrés
moderado como: Geraniol: alcohol aciclico que
ha sido reportado principalmente con efecto
insecticida, pero ademas puede tener efecto in
vitro, provocando inhibicién en el crecimiento
de algunas bacterias; también se ha reportado
con efecto antioxidante y protector de las
membranas celulares, 6. arnesol: alcohol que
recientemente ha sido reportado como protector
en el desarrollo de tumores, probablemente
protegiendo la mucosa géstrica cuando se
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infecta con H. pylori, evitando el desarrollo
de neoplasias y afectando el crecimiento
de esta bacteria; ademds se ha reportado su
efecto bactericida sobre Candida albincans. 29
o-Pinene: Monoterpeno presente en el aceite
esencial de diversas plantas superiores con
efecto fungicida, bactericida y antimicrobiano,
entre otros. 5,

En aquellas plantas sometidas a estrés leve
y moderado, aparecen compuestos comunes
como: Indol, una auxina de tipo alcaloide
que experimentalmente a presentado efectos
protectores en el desarrollo de algunos
canceres; ., de igual manera, por su naturaleza
alcaloide, podria tener efecto bactericida, lo
cual favoreceria el efecto de control sobre H.
pylori,'(33) Isobornil butanoate, aunque no se
consiguen informes de actividad bactericida, ha
sido reportado como un posible medicamento
para el control de tumores cancerigenos, ,, que
en el caso del tratamiento para la infeccion por
H. pylori, seria de gran beneficio in vivo puesto
que podria realizar un efecto de proteccion al
epitelio gastrico, disminuyendo la formacién
de tulcera y consecuentemente de neoplasias
y metaplasia;,, Abieta 8,12 dieno es un
diterpenoide que esta asociado con actividad
antiparasitaria, antitumoral pero también se
reportan algunos efectos citotoxicos.
En estrés leve se observan compuestos exclusivos
como: Calameneno, un sesquiterpeno presente en
aceite esencial de diversas plantas con reportes
de actividad antinflamatoria y antiulcerosa,(ms)
que seria de gran importancia en la prevencion
de desarrollo de cancer gastrico asociado a la
infeccion por H. pylori; también se encuentra
Hinesol, otro sesquiterpeno que presenta actividad
antifungica(w) y Valerianol un terpenoide que

puede tener efectos citotoxicos. “0)
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Enel casodeplantas sometidas aestrés moderado,
aparecen compuestos exclusivos como Salvene
(RT5,641), Vertocitral (RT9,816), Mentha-2,8-
dien-1-ol (cis-para)(RT 10,824), Isophorone
(RT 12,45), Anis aldehido (RT13,466), Ment-1-
en-7-al(RT 13,466), Aromadendreno(RT 14,25)
(figura 1), que segun la literatura, pueden tener
efectos microbioldgico, insecticida, genotoxico
y citot(')xico,(41) y aumenta considerablemente
la concentracion de Cumin aldehido, del cual
existen varios reportes sobre su actividad en
bacterias Gram positivas y Gram negativas
ademas de otros efectos analgésicos y
antiinﬁamatorios;(43) también se observa
incremento en la concentracion de Isoborneol
v Notkatone, que tiene efectos bactericidas
potenciales, por tanto, este aceite esencial
puede producir mayor efecto bactericida que el
obtenido en condiciones de riego normal.

’(42)

El efecto de la restriccion hidrica sobre los
aceites esenciales de R. graveolens en este
estudio es variable, coincidiendo con estudios
similares realizados en otras plantas,(44) que
han demostrado que la composicion de ellos
en una misma especie es muy diversa y que es
necesario estudiar cada uno de los compuestos
en diferentes condiciones controladas. ,;

En conclusién, la composicion del aceite
esencial de Ruta graveolens tiene cambios
significativos entre el tratamiento control y los
dos niveles de estrés hidrico (leve y moderado),
tanto en la concentracion como en el numero
de compuestos reportados, existiendo relacion
directamente proporcional entre el grado de
estrés hidrico al cual es sometida la planta y el
numero de compuestos reportados.

En condiciones de estrés leve y moderado, se
estimula el incremento de la concentracion,
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de algunos compuestos y la aparicion de otros
diferenciales con actividad antibidtica, que puede
incrementar su efecto bactericida convencional,
pero también se reportan compuestos con una
diversa actividad bioldgica, que probablemente
podria realizar un efecto protector de la mucosa
gastrica como en el caso de la infeccion por H.

pylori

RECOMENDACIONES

Considerando que en estudios anteriores se
ha demostrado el efecto del aceite esencial
de R. graveolens sobre H. pylori, que las
condiciones de estrés alteran la composicion del
aceite esencial y consecuentemente, el efecto
bioldégico que convencionalmente presenta
(incrementando o disminuyendo), es necesario
hacer nuevas pruebas in vitro con cada uno de
los extractos analizados en este estudio, con
el fin de verificar su actividad microbioldgica
sobre H. pylori. Ademas, teniendo en cuenta las
propiedades de los compuestos encontrados por
CG, es conveniente analizar otros efectos como:
la actividad antioxidante, antiradical y/o como
supresor tumoral, por que indirectamente puede
tener un efecto protector de la mucosa gastrica
en el desarrollo de la infeccion gastrica por esta
bacteria.
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