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RESUMEN

En esta investigacion se aplicd una novedosa técnica para extraer metabolitos especializados basada en la
combinacion de la microextraccion en fase soélida (Solid Phase MicroExtraction - SPME) y un dispositivo de disco
rotatorio (Rotating Disk Sorptive Extraction - RDSE), sobre las plantas Juglans neotropica (nogal) y Tradescantia
zebrina (panamefia). Con el objeto de hallar los fitoquimicos de dichas plantas se empled cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Asi, la metodologia consistié en determinar primero el
solvente adecuado, que fuese cercano a los principios de la quimica verde, es decir, ecolégico, y segundo,
determinar las condiciones O6ptimas de extraccion, especificamente: temperatura, agitacion y tiempo. Por
consiguiente, los solventes ensayados fueron: etanol, metanol, agua y mezclas de etanol-agua y metanol-agua.
Se obtuvieron los lixiviados de ambas plantas en metanol como solvente adecuado, en 60 minutos, 40°C y 600
rpm. En tales lixiviados los componentes principales, para Juglans neotropica fueron: juglona, neofitadieno y el
farneseno; y los componentes principales, para Tradescantia zebrina fueron: neofitadieno y fitol. En cuanto a la
extraccion con SPME, fue mejor metanol-agua (70-30) como solvente adecuado, también en 60 minutos, 40°C y
600 rpm, con lo cual, para Juglans neotropica, se extrajeron: nerolidol, fitol, geranil acetona, cariofileno,
escualeno, beta elemeno y acido palmitico. Para Tradescantia zebrina se extrajeron: nerilacetona, neofitadieno,
escualeno, linoleato de metilo, linolenato de metilo y &cido palmitico. Finalmente, Juglans neotropica y
Tradescantia zebrina fueron usadas para un ensayo preliminar de actividad biolégica sobre Pseudomonas
aeruginosa, comprobando que no se produjo actividad antimicrobiana. El aporte fundamental del presente
trabajo es la informacion obtenida de la aplicacién de la combinacion de RDSE-SPME-GC-MS sobre Juglans
neotropica y Tradescantia zebrina.

Palabras clave: Juglans neotropica; Tradescantia zebrina; Fitoquimicos, SPME, RDSE, GC-MS.

EXTRACTION OF PHYTOCHEMICAL COMPOUNDS FROM Tradescantia zebrina AND Juglans neotropica
THROUGH A COMBINATION OF SOLID PHASE MICROEXTRACTION AND A ROTATING DISK DEVICE

ABSTRACT

Abstract, In this research, a novel technique was applied to separate phytochemicals based on the combination
of Solid Phase MicroExtraction (SPME) and a rotary disk device (Rotating Disk Sorptive Extraction - RDSE), on
the Juglans neotropica (walnut) and Tradescantia zebrina (Panamanian) plants. In order to find the
phytochemicals of these plants, the analysis method of gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-
MS) was used. Thus, the methodology used consisted of first finding out the situable solvent, which
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corresponding to the principles of green chemistry, that is, ecological, and second, probing the optimal extraction
conditions, specifically: temperature, agitation and time. Therefore, the solvents tryed out were: ethanol,
methanol, water and mixtures of ethanol-water and methanol-water. The leachates of both plants were obtained
in methanol as a suitable solvent, in 60 minutes, 40°C and 600 rpm. In such leachates the main components for
Juglans neotropica were: juglone, neophytadiene and farnesene; and the main components, for Tradescantia
zebrina were: neophytadiene and phytol. Regarding the extraction with SPME, methanol-water (70-30) was
better as a suitable solvent, also in 60 minutes, 40°C and 600 rpm, with which, for Juglans neotropica, the
following were extracted: nerolidol, phytol, geranil acetone, caryophyllene, squalene, beta elemene and palmitic
acid. For Tradescantia zebrina, the following were extracted: nerylacetone, neophytadiene, squalene, methyl
linoleate, methyl linolenate and palmitic acid. Finally, Juglans neotropica and Tradescantia zebrina were used for
a preliminary test of biological activity on Pseudomonas aeruginosa, verifying that no antimicrobial activity was
produced. The fundamental contribution of this work is the information obtained from the application of the
combination of RDSE-SPME-GC-MS on Juglans neotropica and Tradescantia zebrina.

Keywords: Juglans neotropica; Tradescantia zebrina; Phytochemicals, SPME, RDSE, GC-MS.

1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales ha sido una actividad humana histérica, mediante la cual se han desarrollado
diversos métodos de extraccién, desde bésicos hasta sUper avanzados. Entre los bésicos o tradicionales estan:
la maceracion 2, la infusion 2, la digestion 2, la decoccion 22, la percolacién, entre otros, donde la percolacion
requiere de gran cantidad de solvente '°. Entre los avanzados tenemos: microondas ¢, la sonicacion
(ultrasonido) - y demas. Finalmente, los métodos sUper avanzados comprenden: Accelerated Solvent
Extraction (ASE) *®’, Supercritical Fluid Extraction (SFE) °, Solid Phase Micro-Extraction (SPME) ! y
algunos mas. De estos ultimos, la SPME involucra los procesos de adsorcion y desorcion de los compuestos de
interés, en este caso fitoquimicos, sobre un material polimérico, el cual puede ser introducido en la muestra
(adsorcion liquido-sélido) o estar fuera de ella (adsorcién gas—soélido) ™. El material adsorbente esta dispuesto
sobre un alambre muy fino, de metal, y a este conjunto se le llama fibra. La desorcién de los analitos y su
posterior analisis cualitativo se hace por cromatografia, ya sea liquida o gaseosa 1213 pe este método o técnica
se deriva la extraccién por adsorbente en disco rotatorio (Rotating Disk Sorbent Extraction — RDSE) **, en la cual
se utiliza un disco hecho de politetrafluoroetileno (teflén), al cual se puede acoplar una lamina de polimero
adsorbente en una de sus caras “**° o bien, el disco puede tener una cavidad en uno de sus lados para albergar
al polimero adsorbente, el cual se fija con una lamina tipo filtro (o papel filtro) y un anillo de teflon *****.

La técnica de RDSE se ha utilizado para determinar y cuantificar compuestos quimicos organicos volatiles y no
volatiles en muestras acuosas, como en la determinacién de parabenos, usando cromatografia liquida HPLC 18 y
GC-MS *, o para determinar contaminantes organicos en aguas % También, para determinar estrégenos y sus
metabolitos en orina mediante HPLC-MS ',

Se ha utilizado SPME y RDSE de forma simultanea al determinar bifenilos policlorados totales en soélidos,
colocando la muestra sélida en polvo (matriz) en la cavidad del disco, para que los compuestos sean lixiviados
en agua y a la vez, en ésta se sumerge la fibra de SPME, la cual extrae mediante adsorcion a los analitos, que
son luego desorbidos y analizados mediante GC-MS #. Con el mismo procedimiento se han determinado
pesticidas en arroz *°. Si bien, la técnica de SPME se ha aplicado en las extracciones de: compuestos
fitoquimicos para alimentos ***°, metabolitos secundarios volatiles de aceites esenciales de verbenaceas *°, o en
la identificacion de compuestos organicos volatiles biogénicos de las hojas de tres especies de Eucalyptus >, e
incluso hay registro del uso de SPME-GC-MS para hallar la composicion quimica de la nuez (Juglans regia) y su
correlacion con el perfil de sabor del aceite de nuez, mejorado con un pre tratamiento de tostado ® entre
muchas otras, realmente es muy poca la documentacion sobre lixiviacién o extraccion de fitoquimicos mediante
RDSE. Solo se conoce un caso de uso de RDSE para extraer e identificar los fitoquimicos: rutina y quercetina, a
partir de las flores de Bidens pilosa, y esta técnica se comparé con la de Soxhlet 2, Tampoco hay evidencia de



aplicacion simultanea de SPME y RDSE en el estudio de fitoquimicos, y mucho menos especificamente de hojas
de Tradescantia zebrina y de Juglans neotropica. Por esto es natural que surja la cuestion de si es o no posible
implementar una nueva metodologia para la extraccién de fitoquimicos, especificamente de Tradescantia
zebrina y de Juglans neotropica, que genere un soporte cientifico a la medicina tradicional colombiana.

Asi pues, en los compuestos fitoquimicos yace el origen de los muchos usos de las plantas, como por ejemplo
en alimentos ¥, en medicina *, entre otros. Luego, los fitoquimicos poseen mas de una definicion *. La mas
utilizada, y a la cual se cifie la presente investigacion, es que son compuestos derivados del metabolismo
secundario de las plantas, por eso también se les llama metabolitos secundarios 0 metabolitos especializados 2
Ejemplos de fitoquimicos son: los alcaloides, los flavonoides, compuestos fendlicos, terpenoides, esteroles,
saponinas, y glicésidos >3,

La Tradescantia zebrina es una planta originaria del continente americano, de uso generalmente ornamental >,
pero con actividades antibacterial y antioxidante 3536, y con aplicacion etno-farmacolé%ica en Venezuela y
Guatemala, para controlar los niveles de glucemia en personas con diabetes mellitus **°, y con reportes de
presencia, en sus hojas, de saponinas, flavonoides, compuestos fendlicos ¥, esteroles *° y terpenoides **.
Aunqgue no hay reportes de compuestos identificados por GC-MS para T. zebrina, si los hay para las hojas de
Tradescantia pallida, que es una especie bastante cercana. Por ejemplo, en la composicién del aceite esencial
de las hojas de T. pallida, se identificd, por GC-MS, el éxido de cariofileno, entre otros sesquiterpenos 43
También, en el extracto de hojas de T. pallida, se identificd, por GC-MS, la 2,5-di-ter-butil-1,4-benzoquinona, (un
derivado de los compuestos fenélicos), entre otros distintos fitoquimicos **.

Por otra parte, Juglans neotropica es también de origen americano, siendo un arbol cominmente conocido como
nogal, principalmente apreciado por su madera, aunque sus hojas son utilizadas en medicina tradicional
colombiana para tratar diversas afecciones, entre ellas la diabetes®****". Se ha reportado la presencia de
taninos y antraquinonas (derivados de los compuestos fendlicos) en sus hojas48. Si bien no hay reportes de
compuestos identificados por GC-MS para J. neotropica, si los hay para J. regia, y para J. nigra, especies que
son bastante cercanas. Asi, Por ejemplo, en los aceites esenciales de las hojas de J. regia, y de J. nigra, se
identifico, por GC-MS, el fitol gen J. regia), y el farneseno (en J. nigra) entre muchos otros compuestos
terpenoides en ambas especies S,

La implementacion de la combinacion de las metodologias SPME y RDSE es un aporte a la extraccién de
fitoquimicos, ya que es un sistema analitico miniaturizado, que consume pocas cantidades de solventes, los
cuales se restringen a metanol, etanol y agua, de bajo impacto medio ambiental, con un tiempo de analisis
relativamente corto. Dado que la mayoria de compuestos que se reportan, hallados por GC-MS, en J. neotropica
son apolares, y en T. zebrina resultan ser ligeramente polares, la fibora de SPME usada fue de polidimetilsiloxano
(PDMS) *°, porque esta fibra es apolar. Adicionalmente, debido a la abundante informacién sobre las actividades
bioldgicas de J. neotropica, y de T. zebrina ****, como parte de la investigacion, se incluye un ensayo preliminar
antibacterial, especificamente frente a Pseudomonas aeruginosa, con el proposito de confirmar esta propiedad
biolégica, pues esta bacteria es de especial interés en el manejo de infecciones hospitalarias *2_ Por todo lo
anterior el presente articulo esta encaminado a presentar los resultados de la implementacién novedosa de la
combinacion de las técnicas SPME y RDSE para la extraccion y andlisis de fitoquimicos de Tradescantia zebrina
y de Juglans neotropica, permitiendo caracterizarlos mediante GC-MS.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales y reactivos.

Se empled agua tipo | para el procedimiento de lixiviacién y optimizacion del método, con una resistividad de
18,2 MQ cm, obtenida de un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EE. UU.). Se utilizaron etanol y metanol grado
HPLC obtenidos de Merck (Kenilworth, N. J., EE.UU) para la lixiviacion de las muestras y la optimizacion del
método. Con estos solventes se prepararon mezclas hidroalcohdlicas (etanol-agua, 70:30 y metanol-agua,
70:30). Para la SPME se utilizé un soporte de fibra manual y una fibra de Polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pm,
(Agilent), obtenida en Supelco (Bellefonte, PA, EE. UU.). Antes de su uso, la fibora PDMS se acondicion6 en el
puerto de inyector GC a 250 ° C durante 30 minutos, de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

2.2. Instrumentacion.



Los lixiviados y los extractos obtenidos con el disco RDSE y con la fibra de SPME, respectivamente, fueron
analizados en un equipo GC-MS (Shimadzu Nexis GC-2030, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdn). Con
detectores termoidnico de llama (FTD) y de ionizacién de descarga de barrera (BID); con inyector Split/splitless.
Se utilizé helio (99,996% de pureza) como gas portador a un caudal de 1,46 mL min-1. Para la separacion de los
fitoquimicos se us6 una columna capilar SH — RXI - 5sil - MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), de baja polaridad,
con fase de silice fundida (crossbond silarylene phase 1,4-bis(dimethylsiloxy) phenylene dimethyl polysiloxane)
proveniente de Shimadzu Corporation (Kyoto, Jap6n). La temperatura del puerto de inyeccion inicialmente a
200°C, luego la columna a 50°C durante 5 minutos, aumenté a una velocidad de 10°C/min durante 10 minutos
hasta llegar a 250°C y se mantuvo durante 5 min. La ionizacién de masas se realizé con un voltaje de ionizacién
electrénica (El) de 70 eV, siendo la fuente de iones por impacto electronico. La monitorizacion de exploracion
completa se llevo a cabo en el rango de masas de 45 a 500 uma, con temperaturas de fuente de iones de 290
°C, y analizador de masas de cuadrupolo. La identificacion de compuestos se realizé por medio de la libreria:
instituto nacional de tecnologias y estandares (NIST), de espectros del equipo ****.

2.3. Material vegetal.

Las muestras de Tradescantia zebrina (Figura 1) y de Juglans neotropica (Figura 2) fueron adquiridas en la
plaza de mercado de Alameda en Cali (3°26'4’N 76°32'8”W). Las hojas en mejor estado fueron seleccionadas,
limpiadas y pesadas, para posterior secado, a 40°C durante 48 horas para T. zebrina, y a 40°C durante 24
horas, para J. neotropica, y enseguida triturado, con el fin de aumentar su area de superficie, con un tamafio de
particula de aproximadamente 2000 um (10 mesh).

Figura 1. Muestras de Tradescantia zebrina. Figura 2. Muestra de Juglans neotropica.

2.4. Obtencién de lixiviados y extractos.

El proceso de lixiviacién se realiz6 usando la metodologia de RDSE, que involucra un disco de teflén de 1,5 cm
de diametro externo (que incluye en su interior una barra magnética de agitacién). El disco posee una cavidad
de 0,44 cm®, en su parte superior. En ésta cavidad se depositaron homogéneamente 90,0 mg de muestra seca y
en polvo de Juglans neotropica (J. neotropica). Esta muestra se cubrié con papel filtro cuantitativo Whatman #1,
de 1,5 cm de diametro, 180 um de grosor y 11 um de tamafio promedio de poro, Whatman (Munich, Alemania), y
se sell6 el disco con un anillo de teflén (O-ring). (Figura 3)%.
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i
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Magneto en
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7 -
Disco de teflon ~ Magneto

Figura 3. Disco usado para extraer (lixiviar) por disco rotatorio (RDSE)22



Luego el disco fue insertado en un vial de vidrio de 40,0 mL de capacidad, (9,5 cm altura por 2,5 cm didmetro) y
se afiadié en éste 10,0 mL de solvente. La lixiviacién de fitoquimicos desde el dispositivo RDSE, ocurrié sobre
una plancha calentadora-agitadora a 600 rpm y 40°C durante un tiempo de pre-equilibrio/lixiviacién de 60
minutos, valores obtenidos de acuerdo con la metodologia (Tabla 1). De forma paralela, con un segundo disco y
un segundo vial, se procedié exactamente igual con la muestra seca y en polvo de Tradescantia zebrina (T.
zebrina).

2.5. Extraccion en fase sélida (SPME)

Para conseguir la mejor extraccion se utilizo el lixiviado optimizado, es decir, aquél que mostré el mayor nimero
de picos cromatograficos y entre estos, mayor nimero de fitoquimicos. En este lixiviado se introdujo una fibra de
PDMS (polidimetilsiloxano) de 100 ym, siendo este, el sistema para la extraccion SPME por inmersion directa
durante un tiempo de 60 min, a una temperatura de 40°C, con agitacion continua de la muestra a 600 rpm, de
acuerdo con la metodologia (Tabla 1). La desorcion de los fitoquimicos desde la fibora PDMS se realizé en el
puerto de inyeccion de GC a 200 ° C durante 10 minutos. En la figura 4 se presenta el montaje utilizado en el
proceso de lixiviacidn/extraccion de los fitoquimicos.

_ Sosorle d2 montaje
~" defibra manLa
de SFVIE
O-ring

1

Filtro

Muestra -\l

Vg
. Agua

_~ Lr=Co rotztono

Agitador
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” —
Disco de teflon ~ Magneto

Figura 4. Montaje experimental para la lixiviacién con RDSE y extraccion con SPME?*

2.6. Disefio experimental para la optimizacién de la metodologia.

Para conseguir la mejor técnica de lixiviacion se hicieron ensayos con los solventes: etanol, metanol, agua, y con
mezclas: metanol-agua (70:30) y etanol-agua (70:30). Luego de optimizado el solvente, se hicieron ensayos con
tiempos de: 30, 60 y 120 minutos, con temperaturas de 20, 30 y 40°C, y con agitaciones: 300, 600 y 1200
revoluciones por minuto (rpm), en un disefio experimental tipo N + (N - 1), como se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Disefio experimental N + (N - 1).%>%

1 2 3 4
Ensayo Solvente Tiempo (min) Tem?)ecr;atura A?;etg%lc)m
Etanol Metanol Metanol Etanol Agua
20:30 20:30 9 30 60 120 20 30 40 300 600 1200
1 + + + +
2 + + + +
3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +
6 + + + +
7 + + + +




8 + + + +

9 + + + +

10 + + + +

11 + + + +

Como se puede apreciar en la Tabla 1, los ensayos 1 a 5 corresponden a la optimizaciéon del solvente; los
ensayos 6 y 7 son la optimizacién del tiempo ya con un solvente definido; los ensayos 8 y 9 son la optimizacion
de la temperatura ya con un solvente y un tiempo definidos, y los ensayos 10 y 11 son la optimizacién de la
agitacion ya con: un solvente, un tiempo y una temperatura definidos. Asi, la extraccién con la fibora PDMS fue el
cromatograma con el solvente 6ptimo, junto con las demas variables. Como ya se menciond, para determinar el
mejor solvente se valoré aquel que mostré el mayor niUmero de picos cromatograficos y entre estos, mayor
namero de fitoquimicos.

2.7. Maceracion.

Se realiz6é un sencillo procedimiento de maceracion para comparar con la técnica de disco, RDSE-GC-MS. Se
tomaron 100,0 mg de J. neotropica y 100,0 mg de T. zebrina, secos y en polvo. Se adicioné a cada muestra 10,0
mL de metanol de grado HPLC, en sus respectivos morteros con sus mazos. Se hizo la mezcla durante 10,0
minutos y enseguida cada una fue transferida a su respectivo Erlenmeyer de 100,0 mL, dejandolas en reposo
por 12 horas. Finalmente, se filtraron por gravedad los solventes, de cada una, y éstos se inyectaron en el GC-
MS.

2.8. Ensayo preliminar de actividad bioldgica.

Se utilizaron las cepas de Pseudomonas aeruginosa proporcionadas por el Departamento de Botanica de la
Universidad del Valle. Tales cepas fueron aisladas de muestras de suelo, de acuerdo con los estandares del
Departamento de Boténica. Los extractos metandlicos secos de T. zebrina y de J. neotropica fueron re-
suspendidos en 2,0 mL de dimetilsulféxido (DMSO), teniendo asi una concentraciéon de 124,6 mg/mL de T.
zebrina y de 302,8 mg/mL de J. neotropica. El tratamiento de las cepas se realizé mediante siembra masiva
tomando con el asa una colonia representativa de cada una en una placa petri que contenia 5,0 mL de Agar
Tripticasa de Soya (TSA). Luego de esto, se agregaron 8,0 uL de cada uno de los extractos de T. zebrina y de J.
neotropica y de Ampicilina (AMP) a una concentracion de 50,0 mg/mL, como control positivo. El control negativo
fue metanol. Finalmente, se incubaron las placas a 37°C en una incubadora Kryoven durante 24-48 h. Todos los
ensayos se hicieron por triplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para las hojas frescas y en buen estado de T. zebrina se encontré en promedio un 91,5 % de humedad (en peso
humedo), y para las respectivas hojas de J. neotrépica el porcentaje de humedad (en peso himedo) fue de 47,2
%. Es claro, entonces, que las hojas de T. zebrina contienen mas agua que las de J. neotrépica, lo cual es
l6gico, pues la primera es una planta herbacea, es decir, de muy poca altura, hasta 60,0 cm °’, mientras la
segunda es un arbol, de hasta 30,0 m de altura % por lo cual administran el agua de forma diferente, ya que sus
necesidades hidricas son diferentes. Aparte, como se menciond en la metodologia (seccién 2.4), se depositaron
90,0 mg de hojas secas y en polvo de J. neotropica en el disco de RDSE, éste se introdujo al vial y se afiadieron
10,0 mL de etanol como primer solvente para lixiviar los compuestos de la planta. Siguiendo entonces, el disefio
experimental (Tabla 1), el mismo procedimiento se realizd para cada uno de los solventes, obteniendo asi, cinco
lixiviados, los cuales fueron analizados por GC-MS, bajo las condiciones descritas en la seccion 2.2 de la
metodologia. Para determinar el mejor lixiviado, y por ende el mejor solvente, se valor6 aquel que mostré el
mayor numero de picos cromatograficos y entre estos, el mayor nimero de fitoquimicos. De los cinco
cromatogramas, el de metanol se mostr6 como el mejor solvente para la lixiviacion, pues dio mayor niumero de
picos. También en cada cromatograma se buscé entre los picos el mayor nimero de compuestos de tipo
fitoquimico, siendo de nuevo el de metanol con el mayor nimero de fitoquimicos, como se muestra en la Tabla
2.



Tabla 2. Optimizacién del solvente para J. neotropica.

Solvente Picos Picos de
totales interés
Etanol 15 2
Metanol 35 3
Metanol-Agua 23 2
Etanol-Agua 9 0
Agua 4 1

El criterio usado para seleccionar los denominados picos de interés fue el indice de similitud (similarity index, S.I)
reportado en cada uno de los espectros de masas, segun la libreria de espectros del equipo GC-MS, ademas de
la coherencia de sus picos base. De esta manera, aquel pico que poseia un alto S.I (por encima de 60) y que
correspondia a un nucleo de metabolito secundario, era seleccionado como pico de interés. Asi, los picos de
interés en el lixiviado con metanol corresponden a 3 compuestos: el farneseno, la juglona y el neofitadieno.
Todos los compuestos que aparecieron con los otros solventes se relacionan en la Tabla 3, y los tres
compuestos en mencién se ilustran en la figura 5.

Tabla 3. Compuestos (picos de interés) de Juglans neotropica obtenidos con todos los solventes.

Etanol Metanol Metanol-agua Etanol-agua Agua
Sl Compuesto Sl Compuesto Sl Compuesto SI Compuesto Sl Compuesto
69 2,5-di-ter- 81 Juglona 83 Neofitadieno 32 Fem-9(11)- 63 2,5-di-ter-
amilhidrogquinona en-28-ol amilhidroquinona
68 L-ascorbato lde 77 Farneseno 62 Tetrahidro-
octadecanoilo lavandulol

68 Neofitadieno

Es claro que los compuestos terpenoides son tipicos de las hojas de plantas, y especificamente para el nogal, la
juglona es caracteristica, pues el nombre de este compuesto viene del nombre del género de la gplanta:
“Juglans”, y esta comprobada la presencia de la juglona en la Juglans regia, (nogal inglés o nogal persa)® o por
lo cual, es natural hallarlo en la especie Juglans neotrépica (cedro negro, cedro nogal, nogal bogotano o Juglans
colombiensis)ﬁl. Ahora, la presencia de los dos compuestos en etanol y de los otros dos en metanol-agua, es
interesante, pues todos ellos son derivados de compuestos tipo quinonas, del acido ascérbico, y de los
terpenoides, es decir, caracteristicos fitoconstituyentes de las hojas de Juglans regia 62 y por extension de J.
neotrépica. Incluso el primero que aparece en etanol también lo hace en agua. Se nota pues, que aunque estos
nacleos de metabolito secundario aparecen en etanol y metanol-agua (e incluso agua), se escoge el solvente
que presenta el mayor numero de estos nucleos.

A :

Farneseno

(3.7,11-trimetil-1,3,6,10-dodecatetraena)
[C15 = sesquiterpeno]

OH O

YT

Juglona

Neofitadieno [Familia: naftoguinonas]

[C20 = diterpeno ]

Figura 5. Estructuras de fitoquimicos de J. neotrdpica lixiviados con metanol.



Es de notar que el tipo de solvente utilizado desempefia un papel fundamental en la lixiviacion, pues entre los
cinco solventes examinados, ha sido el metanol el que presenté la polaridad adecuada para estos fitoquimicos
terpenoides, quinonas e incluso indicios de flavonoides, pues para la extraccion de compuestos fendlicos el
metanol es el solvente adecuado®. Claramente el metanol es muy polar y se sabe que el agua es el solvente
mas polar en cromatografia, luego es interesante notar que con la mezcla metanol-agua aparecieron dos
compuestos tipo terpeno, que no son tan polares.

Luego, se procedid a averiguar las condiciones 6ptimas de tiempo, temperatura y agitacion, de acuerdo con la
metodologia planteada. Tales resultados aparecen en la tabla 4.

Tabla 4. Optimizacién de temperatura, tiempo y agitacion.

Juglans neotropica Tradescantia zebrina

Variable Picos Picos de Picos Picos de

totales interés totales interés
A T
(En MeOH) 40 35 3 22 1
) ] 30 29 2 29 0
(“T/I'S{J“Hp‘;/%'?é) 60 35 3 22 1
120 53 1 15 0
(rpm) 600 35 3 22 1
(MeOH, 40°C y 60 min) 1200 26 0 10 0

Para J. neotropica se evidencia que el mejor tratamiento es a T = 40°C, tiempo = 60 min, y agitacion = 600 rpm,
pues la mayor cantidad de picos de interés aparece en estas condiciones.

De la Tabla 4 se observa que a T = 30°C aparecen 41 picos totales, o sea mas picos que a 40°C (con 35); pero
de esos 41 picos no hay ninguno que sea de interés, 0 (cero) picos de interés, por lo cual la condiciéon de T =
30°C no se escoge. Igual sucede con tiempo = 120 min (53 picos totales), que solo muestra 1 (un) pico de
interés, mientras que con tiempo = 60 min aparecen 3 (tres) picos de interés. Es de anotar, que se toma el valor
de 60% como limite, ya que si se toman valores superiores a 70, 80 o 90%, la cantidad de compuestos de
interés se reduce de 3 a 2, a1 oincluso a 0 (cero). Dicho esto, si por ejemplo se tomara 80% de similitud como
limite, la Tabla 3, quedaria reducida a 1 (un) compuesto en metanol, la juglona (S.I de 81) y 1 en metanol-agua,
el neofitadieno (S.l de 83). Asi, entre estos dos, lo mas légico seria elegir metanol-agua, pues el neofitadieno
tiene mayor S.l. Entonces, la idea es poder incluir al menos dos compuestos mas. Por eso el S.I de 60 que
permite elegir al metanol.

En cuanto al analisis de los factores temperatura (T), tiempo (min) y agitacion (rpm), como se ve en la Tabla 4, a
20°C y a 30°C no aparecen picos de interés, solo a 40°C hay 3 (tres) picos, que son las tres sustancias halladas
(farneseno, neofitadieno, juglona). Para el factor tiempo (min), aparecen 2 (dos) picos de interés a 30 min, que
corresponden a 2,5-di-t-amilo-p-benzoquinona (S.l = 90) y florobutirofenona (S.l = 69), que es un polifenol. Y a
120 min solo aparece 1 (un) pico de interés, que es el neofitadieno (S.I = 84). Finalmente, tanto para la agitaciéon
a 300 rpm como a 1200 rpm no aparecen picos de interés, solo a 600 rpm que muestra las tres sustancias ya
mencionadas. Por eso, las condiciones éptimas son 40°C, 60 min y 600 rpm. Toda esta informacion se presenta
en la tabla 5.

Tabla 5. Compuestos notables por cada variable (T, min, rpm) para J. neotropica.

20°C 30°C 30 min 120 min 300 rpm 1200 rpm
Sl Com- Com- SlI Compuesto Si Compuesto SI Com- Si Com-
puesto puesto puesto puesto

- - - - go 2oditamilop- g, \oofitadieno - - -

benzoquinona
69  Florobutilfenona




Aparte, en cuanto a la optimizacion del solvente para lixiviar a T. zebrina, siguiendo el disefio experimental
(Tabla 1), mediante andlisis por GC-MS, buscando el cromatograma con la mayor cantidad de picos de interés,
se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 6.

Tabla 6. Optimizacién del solvente para T. zebrina.

Solvente Picos Picos de
totales interés
Etanol 20 1
Metanol 22 1
Metanol-Agua 10 2
Etanol-Agua 8 1
Agua 8 0

De acuerdo con la Tabla 6, aparece un mayor numero de picos totales con el metanol; sin embargo, aparecen
mas picos de interés en metanol-agua (2 picos) que en metanol (1 pico), como se ve para cada solvente en la
Tabla 7

Tabla 7. Compuestos (picos de interés) de T. zebrina obtenidos con todos los solventes.

Etanol Metanol Metanol-agua Etanol-agua Agua
Sl Compuesto Sl Compuesto Sl Compuesto S| Compuesto Sl Compuesto
69 Neofitadieno 91 Neofitadieno 80 Palmlta}to de 70 Fitol 41 Tlmql (TMS
'Metilo derivado)
58 Fitol g9 , Acidon-

hexadecanoico
59 Dihidrocarvona

58 Dihidrocarveol

Son interesantes las dos primeras sustancias que aparecen con metanol-agua; donde la primera es un éster, y
la segunda es un acido carboxilico, los cuales pueden ser metabolitos de plantas, mas no necesariamente
metabolitos secundarios, pues no presentan estructuras complejas como terpenos, quinonas, etc., que son de
mayor interés, por cuanto estos Ultimos si son metabolitos especializados, de acuerdo con lo establecido en la
presente investigacién. También, de acuerdo con el criterio del S.I superior a 60%, la dihidrocarvona y el
dihidrocarveol no se toman en cuenta, pero se mencionan por ser monoterpenos. Asimismo, el fitol que aparece
con metanol, tampoco podria tomarse en cuenta. Es por esto que metanol-agua tiene 2 (dos) picos de interés y
metanol solo 1 (uno), resultando entonces, que todos los solventes presentan al menos 1 (un) compuesto de
interés, siendo el criterio del S.| superior a 60%, el que define al metanol como solvente optimo, ya que el
neofitadieno obtenido con este, tiene el mayor valor de S.I (91), entre todos. El neofitadieno es un compuesto
tipo terpenoide, que también aparecié en las hojas de J. neotropica, por lo cual es de interés como fitoquimico.
Finalmente, aunque el fitol no se pueda tomar en cuenta, es una sustancia notable, pues es una cadena de 16
carbonos, con metilos en los carbonos 3, 7, 11 y 15 y con un doble enlace en C-2; es la tipica cadena lateral de
la estructura de la clorofila ¢, practicamente es un terpenoide, probablemente resultado de la fragmentacion de
la clorofila. Las estructuras de todas estas sustancias se pueden ver la figura 6.
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Figura 6. Estructuras de fitoquimicos de T.zebrina lixiviados con metanol y con metanol-agua.

Es importante anotar, que para ambas plantas, aunque el metanol termine siendo el solvente optimo, la mezcla
metanol-agua también lixivia compuestos de interés, siendo entonces una segunda opcidon como solvente para
lixiviar. Luego, aplicando la metodologia (Tabla 1), se optimizaron las condiciones de temperatura, tiempo y
agitacion para T. zebrina, notdndose también que el mejor tratamiento es a T = 40°C, tiempo = 60 min, y
agitacion = 600 rpm, como se ve en la Tabla 8.

Tabla 8. Optimizacién de temperatura, tiempo y agitacion para T. zebrina.

Tradescantia zebrina

Variable Picos Picos de
totales interés

T¢0) 20 17 0
30 7 0
(En MeOH) 40 22 1
Ti (min) 30 29 0
iempo (min 60 22 1
(MeOH y 40°C) 120 15 0
Agitacién 300 30 1
(rpm) 600 22 1
(MeOH, 40°C y 60 min) 1200 10 0

Asi, de acuerdo con la Tabla 8, en el caso de T. zebrina, se ve que en la variacién de temperatura, a 20°C y a
30°C no aparecen picos de interés, es decir, 0 (cero). De igual forma, analizando el tiempo, tanto a 30 min como

a 120 min tampoco aparecen picos de

interés, que es el fitol (S.I = 65), un terpenoide que ademés ha sido reportado en hojas de J. regia 49

interés. Pero, en cuanto a agitacion, a 300 rpm aparece 1 (un) pico de
, mientras

que a 1200 rpm hay 0 (cero) picos de interés. Siendo entonces, que a 40°, 60 min y 600 rpm aparece el Unico
pico de interés, que es el neofitadieno (S.I = 91), por lo cual esta es la razén de que éstas sean las condiciones
Optimas de lixiviacion. Toda esta informacion se presenta en la tabla 9.

Tabla 9. Compuestos notables por cada variable (T, min, rpm) para T. zebrina.

20°C 30°C 30 min 120 min 300 rpm 1200 rpm
Si Com- Com- SI  Compuesto SI Compuesto SI Compuesto Sl Com-
puesto puesto puesto
- - - - - - - - 65 Fitol - -

Luego, el proceso de lixiviacién-extraccion con la fibra se desarrolla bajo las condiciones de T = 40°C, tiempo =
60 min, y agitacién = 600 rpm, pues la mayor cantidad de picos de interés aparece con estas condiciones, para
ambas plantas, con el montaje de fibra con disco y posterior desorcion en la figura 7.
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Figura 7. Montaje experimental de lixiviacién-extraccion, RDSE-SPME-GC-MS.

Como se aprecia en las im4genes de la Figura 7, una vez transcurridos los 60 min del proceso de extraccion, la
fibra se ubica en el puerto de inyeccion del GC-MS. Luego, bajo las condiciones de cromatografia ya indicadas,
se obtiene el respectivo cromatograma, aclarando que se tuvo que usar metanol-agua, dado que la fibra PDMS,
de 100 um, es apolar, la cual, por indicacién del fabricante no debe tener mucho contacto con solventes como
metanol, y mucho menos etanol, pues estos solventes al comenzar a ser apolares como la fibra, comienzan a
disolverla. Por lo tanto el agua (que es polar) no presenta inconveniente, siendo este el solvente recomendado
por el fabricante. Asi pues, los cromatogramas obtenidos para J. neotropica y para T. zebrina, provienen de usar
como solvente metanol-agua, el cual, como ya se evidencié, es la segunda mejor opcién para la lixiviacion en
ambas plantas.
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Figura 8. Cromatograma de extraccion de compuestos de J neotropica por RDSE con SPME, en metanol-agua.



De la Figura 8 se resaltan los compuestos tipo terpeno, como se relaciona en la Tabla 10, ordenados en valores
de Sl descendente.

Tabla 10. Picos (compuestos) de interés obtenidos mediante RDSE con SPME sobre J. neotropica.

Extraccion RDSE con SPME

Sl (%) Retencion(min) Compuesto Sl (%) Retencién(min) Compuesto
97 7,550 Nerolidol 95 9,790 acido palmitico
97 10,690 Fitol 95 17,728 Esqualeno
96 6,797 Geranil acetona 93 6,450 Beta Elemeno
95 6,712 Cariofileno

Es muy importante notar la alta sensibilidad proveida por la fibra de PDMS por inmersién, pues se observan
varias caracteristicas en los resultados: una es el gran nimero de picos obtenidos; dos, que casi la totalidad de
los picos tienen valores de Sl altos, por encima de 80; y tres, que aparecen mas terpenos que con la sola
lixiviaciébn con RDSE. Entonces, debido a esta alta precisién, de los terpenos obtenidos, que fueron doce, solo
se tienen en cuenta los de Sl por encima de 90, que son los seis mostrados en la Tabla 10. El acido palmitico se
muestra porque resultdé ser el pico de mayor intensidad. Esto Ultimo resulta importante, pues de los mas de
cincuenta picos obtenidos, un nimero notable fueron siloxanos, probablemente provenientes de sangrado de la
columna; otra gran cantidad de picos, fueron alcanos, quizd provenientes de la fibra; y finalmente, acidos
carboxilicos y ésteres (quiza provenientes de la planta) y algunos productos sintéticos, probablemente
contaminantes ambientales. También cabe notar que compuestos como el fitol y la geranil acetona estan muy
relacionados con los obtenidos durante la optimizacion de temperatura y de agitacion. Las estructuras de los
compuestos de la Tabla 10 se ilustran en la Figura 9.
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Figura 9. Estructuras de fitoquimicos de J. neotropica extraidos por RDSE con SPME en metanol-agua

De igual manera, la extracciébn compuestos de T. zebrina, con las condiciones Optimas, para el solvente que
debia ser metanol, pero por las razones ya mencionadas, sobre el cuidado de la fibra, el solvente usado fue
metanol-agua, que como también se menciond, es la segunda mejor opcion. El cromatograma obtenido se
puede ver en la Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma de extraccién de compuestos de T. zebrina por RDSE con SPME, en metanol-agua.

Nuevamente, entre los compuestos notables aparecen terpenos, pero en menor cantidad para esta planta, y

mas bien, abundaron los acidos grasos y sus ésteres, como se ve en la Tabla.11, con los valores de Sl
ordenados de forma descendente.

Tabla 11. Picos (compuestos) de interés obtenidos mediante RDSE con SPME sobre T. zebrina.

Extraccion RDSE con SPME

Sl (%) Retencion(min) Compuesto Sl (%) Retencion(min) Compuesto
96 9,763 Acido palmitico 93 6,802 Nerilacetona
96 10,565 Linoleato de metilo 92 9,118 Neofitadieno
95 10,618 Linolenato de metilo 82 17,721 Escualeno

Como en el caso anterior, es de notar la alta sensibilidad proveida por la fibra de PDMS por inmersion, para T.
zebrina, pues aparecen muchos picos, relativamente bien definidos, con valores de Sl por encima de 80, en su
gran mayoria. Por ende, se toman en cuenta solo las sefiales con Sl por encima de 90. Salvo el Escualeno (Sl =
82), que puede provenir de la planta o ser un residuo de la medicién de la anterior planta, y esto Gltimo explicaria
su valor bajo de Sl. Aparecen pues, dos terpenos, y dos ésteres de &cido graso, resultado muy similar al de la
respectiva lixiviacion con RDSE en metanol-agua; y nuevamente el acido palmitico, como el pico sobresaliente, y
es muy probable que si se encuentre en ambas plantas debido a su alto valor de Sl. Las estructuras de los
compuestos de la Tabla 11 se ilustran en la Figura 11.
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Figura 11. Estructuras de fitoquimicos de T. zebrina extraidos por RDSE con SPME en metanol-agua.

Asi pues, es claro que la fibra apolar de PDMS extrae, muy bien compuestos tipo terpenoide que son
fitoquimicos apolares y algunos esteres grasos y acidos grasos debido a esta afinidad entre sustancias apolares.

Por otra parte, aprovechando que los lixiviados se inyectaron en el GC-MS, se pudo comparar la lixiviacién con
metanol contra la extraccién via maceracién también con metanol, para ambas plantas, es decir, maceracién vs
RDSE, con el objeto de ver la eficacia de los dos procesos, de lo cual se presentan los resultados en las Tablas
12 y 13. Cabe anotar que se escogi6 la maceracién por ser un proceso muy sencillo, el cual se halla a la mano
cuando se requiere obtener un extracto de cualquier planta, es decir, esta entre los métodos basicos o
tradicionales de extraccion °.

Tabla 12. Comparacion maceracion / lixiviacion para J. neotropica.

Maceracion con MeOH Lixiviacion con MeOH
SI (%) Retencién(min) Compuesto Sl (%) Retencién(min) Compuesto
95 4,221 Oxalato de dimetilo 81 17,037 Juglona
93 16,571 Hexosa 77 16,924 Farneseno
85 12,680 1,4:3,6-dianhidro-alfa-d-glucopiranosa 68 20,653 Neofitadieno
84 22,665 Fitol
81 11,515 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-
piran-4-ona
63 8,221 2,4-dihidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furan-3-
ona

Se observa en la Tabla 12, que si bien se obtuvieron mas compuestos con la maceracién, éstos son de
estructuras muy diversas, como carbohidratos, ésteres, un oxalato y un terpeno (el fitol), de los cuales, solo el
terpeno es de interés como nicleo de metabolito secundario; mientras que con la lixiviacién por medio del disco
RDSE, los pocos compuestos obtenidos muestran nucleo de metabolito secundario, como terpenos y quinona.



Tabla 13. Comparacién maceracion / lixiviacién para T. zebrina.

Maceracién con MeOH Lixiviaciéon con MeOH
Sl (%) Retencién(min) Compuesto Sl (%) Retencion(min) Compuesto
95 22,570 Linolenato de metilo, (18:3) 91 20,651 Neofitadieno
94 20,909 Palmitato de metilo, (16:0)
94 22,504 Linoleato de metilo, (18:2)
92 12,691 1,4:3,6-dianhidro-alfa-d-glucopiranosa
87 16,583 1,6-anhidro-beta-D-glucopiranosa
73 22,776 Estearato de metilo, (18:0)

De la Tabla 13 se nota facilmente que con el proceso de extraccién tradicional, maceracion, se obtienen varios
compuestos, principalmente acidos grasos y ésteres de tales acidos, y carbohidratos ciclicos (piranésidos);
mientras que con la lixiviacion mediante RDSE se obtuvo un compuesto, pero que si es de interés, ya que
presenta nlcleo de metabolito secundario, como en este caso: un terpeno. De esta forma, aplicando las mismas
condiciones de cromatografia de gases y condiciones y criterios para la escogencia de los compuestos de
interés, se revela que la lixiviacion con disco, RDSE, permite obtener compuestos especificos, de tipo
metabolitos secundarios, en comparacioén con la maceracion, para ambas plantas. Especificamente, la RDSE
con metanol para ambas plantas permite obtener terpenoides.

Finalmente, del ensayo preliminar de actividad biol6gica de los extractos en metanol de J. neotropica, y de T.
zebrina, sobre la bacteria Pseudomonas aeruginosa, se obtuvo un resultado negativo, pues no se produjo el
halo de inhibicién de crecimiento alrededor de los extractos, como se puede ver en la Figura 12, en la cual, la
ampicilina (AMP), que fue el control positivo, si produjo halo de inhibicion. En la misma, se aprecia la
nomenclatura usada, es decir: el medio fue Tripticasa Soya Agar (TSA), el circulo amarillo pélido a la izquierda
es T. zebrina (Tz), y el circulo marrén a la derecha es J. neotropica, (Jn). No se menciona el control negativo,
gue fue metanol, pues éste no manifestd ningln cambio observable.

Figura 12. Resultados de actividad bioldgica de fitoquimicos de T. zebrina (Tz) y de J. neotropica (Jn), extraidos
en metanol.

Es necesario indicar que para poder realizar este ensayo biol6gico preliminar, era estrictamente necesario contar
con un minimo de muestra seca de 100,0 mg, para lo cual, los residuos secos de los lixiviados no alcanzaban.
Por esta razén se obtuvieron los extractos metandlicos secos mediante maceracion. Luego, la ligera diferencia
en las concentraciones, se debid a que T. zebrina no estaba completamente seca (ya que sus hojas poseen mas
humedad) y hubo que evaporar esa agua residual, dando una concentracion menor a la de J. neotropica, pero a
fin de cuentas mayor a los 100,0 mg requeridos. Por eso en la imagen de la figura 12, Tz es un circulo amarillo
claro mientras que Jn es un circulo (oscuro) amarillo-ocre-marrén.



A pesar de este resultado para las hojas de J. neotropica, si se han reportado una diversidad de actividades
biologicas y farmacolégicas, para el extracto de hojas de J. regia; por ejemplo: si se hace la extraccién acuosa
de hojas en caliente y en frio, la solucién resultante si posee actividad antimicrobiana contra Pseudomonas
aeruginosa, e incluso contra Escherichia coli, Staphylococcus epidermis, Salmonella tiphymurium, entre otras,
segln se evalué mediante ensayos de difusidn en disco y de rayado en agar >°. Alin mas, los extractos de hojas
con metanol-agua, mediante ensayo con DPPH, muestran actividad antioxidante; y asimismo, estudios in vitro e
in vivo, de extractos con metanol de hojas de J. regia demostraron que estas poseen un potencial
hipoglucemiantesg.

En cuanto a T. zebrina, existe el registro bibliografico de actividad antimicrobiana muy baja, casi nula, frente a
diversas bacterias, teniendo en cuenta la forma de extraccion, es decir, especificamente, se extrajo en etanol,
por tres métodos: Soxhlet, Estatico y Ultrasonido, y tales extractos se usaron contra Pseudomonas aeruginosa,
entre otras, por el método de difusién en discos empapados con el extracto de la planta, en cultivo sembrado en
medio Tripticasa Soya Agar (TSA), dando como resultado un halo de inhibicién muy pequefio (0,3 mm) frente al
control positivo: Tetraciclina (20,0mm), por lo que seria un resultado negativo (como el aqui obtenido); aunque el
extracto de hojas de T. zebrina, con etanol, obtenido por ultrasonido, frente a Staphylococcus aureus, si mostré
un halo de 14,2 mm contra 12,6 mm de Tetraciclina, por lo que si seria positivo, antibacterial, contra este Gltimo
microorganismo®. Finalmente, los extractos acuosos de T. zebrina también presentan actividades antioxidante
e hipoglucemiante®°.

4. CONCLUSIONES

Se implementé el método de lixiviacibn-extraccion por RSDE y SPME, respectivamente, el cual permitié
reconocer mas de dos compuestos fitoquimicos en los extractos de J. neotropica y mas de dos compuestos
fitoquimicos en los extractos de T. zebrina, mediante GC-MS, siendo este un procedimiento analitico
miniaturizado, de muy bajo impacto medioambiental.

Mediante el método de SPME con RSDE se extrajeron los metabolitos especiales presentes en las hojas de T.
zebrina y de J. neotropica.

La técnica de RDSE fue optimizada para la lixiviacion de los metabolitos especiales de las hojas de T. zebrina 'y
de J. neotropica., encontrandose que las mejores condiciones de equilibrio son a temperatura de 40°C, tiempo
de 60 min, y agitaciéon a 600 rpm, con metanol-agua, tanto para J. neotropica como para T. zebrina. Luego,
mediante la técnica de GC-MS se caracteriz6 fitoquimicamente a los extractos obtenidos de las plantas de J.
neotropica y de T. zebrina, ya que se pudieron detectar compuestos de tipo terpeno, quinona, acidos grasos y
algunos esteres de tales acidos y algunos pocos derivados de flavonoides y de alcaloides. Especificamente,
para J. neotropica fueron predominantes los terpenoides (Neofitadieno, fitol y farneseno) y las quinonas (juglona
y 2,5-di-t-amilhidroquinona), mientras que para T. zebrina lo fueron los terpenoides (Neofitadieno vy fitol) y los
ésteres grasos (palmitato de metilo y Linoleato de metilo).

De forma general, para los lixiviados mediante RDSE, tanto para J. neotropica como para T. zebrina, se puede
decir que los compuestos tipo terpeno aparecen a tiempos de retencion entre 16,0 y 22,0 minutos, mientras que
los polifenoles y sus derivados tipo quinonas, se ven entre 16,5 y 17,5 minutos. Los ésteres grasos y acidos
carboxilicos lo hacen entre 20,0 y 21,0 minutos, y algunos pocos derivados de flavonoides y de alcaloides
tienden a aparecer entre 9,0 y 15,0 minutos. También, al optimizar el solvente, la J. neotrépica presenta mayor
cantidad de picos totales (86) en contraste con T. zebrina (68); y asi mismo los picos de interés para J.
neotrépica son 8 y para T. zebrina son 5. Y finalmente, aunque el metanol siempre fue el solvente optimo (de
acuerdo con los criterios fijados), la mezcla metanol — agua, siempre tuvo buena opcion y fue también solvente
Optimo para la extracciéon SPME, con la observacion de que esta mezcla lixivia y extrae mas compuestos de tipo
terpeno en J. neotropica, y mas bien ésteres grasos y terpenos en T. zebrina, que otros tipos de metabolitos
especiales.

De todo lo anterior queda claro que si bien la lixiviaciéon (RDSE) permite obtener metabolitos especiales, de
ambas plantas, de manera méas enfocada que la maceracion, no favorece la cantidad, pues fueron pocos los
compuestos obtenidos. Ademas, depende del tipo de planta, pues la T. zebrina siempre mostr6 mas esteres



grasos que terpenos en contraste con J. neotropica. Y esto es solo con la lixiviacion, ya que al ensayar la fibra
(SPME) se hace obvio el alto contenido de terpenos en J. neotropica y la combinacion de esteres grasos y
terpenos en T. zebrina. Luego, se concluye que la RDSE por si sola no permitiria la deteccion de otros
metabolitos secundarios que no fuesen terpenoides. También que con el acoplamiento RDSE-SPME si se
pueden detectar metabolitos especiales de hojas de plantas, en este caso, de J. neotropica y de T. zebrina.
Claramente, los terpenoides son compuestos poco polares los cuales fueron faciles de detectar con la fibra ya
que ésta era apolar. Si la fibra hubiese sido mas polar, hubiese extraido metabolitos mas polares (por ejemplo
flavonoides y polifenoles), y desde luego, se usarian solventes mas apolares como etanol.

Se evalué la actividad biolégica de los extractos de J. neotropica y de T. zebrina, sobre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa, obteniéndose un resultado negativo. Sin embargo su actividad biol6gica bactericida
no debe limitarse a un solo espécimen de bacteria, pues existen mas bacterias que originan patologias en
humanos, en animales y en plantas, sobre las cuales si puede haber efecto bactericida de los extractos de J.
neotropica y de T. zebrina, segun lo indica la literatura. Pues, hay bibliografia de ambas plantas que sefiala que,
dependiendo del tipo de extracto, poseen propiedades antibacterianas, antifingicas, antioxidantes,
hipoglucemiantes, entre otras, por lo cual se concluye que los extractos en etanol, en metanol y en mezclas:
etanol-agua y metanol-agua, si tienen efectos biolégicos, sélo que obtenidos mediante lixiviacion RDSE parecen
no proveer suficiente concentracion de metabolitos especiales para demostrar tales actividades.

Como recomendacién, al trabajar esta metodologia con una planta determinada, aunque sea muy conocida, por
abundante informacion en articulos, es importante primero someter su extracto crudo a una cromatografia de
columna y enseguida analizar cada fraccion por GC-MS, para tener mayor certeza de los compuestos que las
técnicas de disco y de fibra puedan arrojar.
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