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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados del analisis quimico-bioactividad y
nutrimental llevados a cabo en las especies condimentarias Porophyllum linaria y
Porophyllum macrocephalum tanto en su estado fresco como seco. Se reportan los
volatiles que se lograron identificar, asi como sus indices de retencion calculados (/r), y
la proporcion de su contenido (%), en relacion con su abundancia relativa. Para
profundizar en su volatiloma, se prepararon y analizaron sus aceites esenciales y sus
componentes volatiles extraidos por microextraccion en fase sdélida con espacio de
cabeza (MEFS-EC). Se presentan también los perfiles obtenidos por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) en su modalidad impacto
electronico, al igual que los obtenidos por resonancia magnética nuclear de proton
(RMN-'H). Del aceite esencial de P. linaria se aisld el metabolito mayoritario (E)-2-
dodecenal y se pudo confirmar su estructura a partir de los analisis espectroscopicos
de RMN mono y bidimensionales, infrarrojo (IR), asi como de espectrometria de masas

de baja resolucion.

También, se considerd importante iniciar el estudio quimico del extracto acuoso
obtenido por infusion de la especie P. linaria, y de esta manera sentar las bases para
futuras investigaciones, que contribuyan al conocimiento de su composicidon
metabolica. De este extracto se logro el aislamiento de un metabolito mayoritario, la

avicularina.

Todos los aceites esenciales preparados, asi como los metabolitos aislados y el
extracto acuoso de P. linaria fueron evaluados para conocer su efecto contra la enzima
lipasa pancredtica para descubrir agentes potenciales de utilidad para tratar la

obesidad.

Finalmente, se realizdé un estudio de analisis proximal, contenido de minerales, y
vitaminas lipo e hidrosolubles de la especie P. linaria, con la finalidad de conocer su
aporte nutrimental en relacion con estos micro y macronutrientes. No se realizé este
analisis para P. macrocephalum, debido a que esta informacion ya se encuentra

disponible en la literatura.



1. ANTECEDENTES

1.1. Antecedentes generales del género Porophyllum

Porophyllum es un género que pertenece a la familia Asteraceae que se
distribuye desde el sur de Estados Unidos de Norteamérica hasta el norte de Argentina
(Hind, 2000), aunque prospera principalmente en las regiones tropicales y subtropicales
del continente americano, tanto en el norte como en el sur (Vazquez-Atanacio et al.,
2021). El término Porophyllum deriva del griego porus, que significa poro, y phyllon,
que quiere decir hoja. Este género presenta una serie de particularidades que se
mencionan a continuacion: las plantas pueden ser herbaceas o arbustivas, anuales o
perennes; sus tallos son generalmente lisos y de tono glauco; las inflorescencias son
terminales, erectas, péndulas o de cabezuelas; las hojas son simples, alternas u
opuestas, con bordes ondulados, y a menudo presentan glandulas de aceite
transparentes a lo largo de los margenes (Castro et al., 2011; Villarreal-Quintanilla et
al., 2008).

Con un total de 25 especies identificadas hasta la fecha, México destaca con un
numero significativo, con 17 de ellas presentes en su territorio. Los estados de Puebla,
Morelos, Oaxaca y Guerrero sobresalen como las principales regiones de distribucion a
gran escala (Castro et al., 2011; Strother, 2006).

Algunas especies del género se emplean en la medicina tradicional como
remedios para tratar una amplia variedad de afecciones, especialmente aquellas
relacionadas con trastornos digestivos incluyendo el tratamiento de espasmos
estomacales. De igual manera, se valoran por sus propiedades antiinflamatorias,
antibacterianas y antifungicas (Estrada et al., 2016; Andrade-Cetto, 2009). Por otro
lado, Porophyllum es un género de gran relevancia ecoldgica, debido a su alto
contenido de aceites esenciales (Castro et al., 2011), que contienen principalmente
monoterpenoides como sabineno, B-pineno, a-felandreno, terpinen-4-ol, y D-limoneno,
entre otros. También algunas especies destacan por su contenido en tiofenos, como
son, P. obscurum y P. macrocephalum. Estos ultimos compuestos son de importancia

quimiotaxondémica, ya que se restringen a la familia Asteraceae (lbrahim et al., 2016).



Porophyllum linaria (Cav.) DC. y Porophyllum macrocephalum DC., son especies
que destacan por el intenso sabor de sus hojas, en consecuencia, se consumen a
menudo en su forma fresca y como condimento en diversas preparaciones culinarias;
también, se incorporan en salsas, guisos y tamales, lo que contribuye a la
diversificacién de la alimentacion al introducir una amplia gama de texturas, sabores y
aromas (Lascurain-Rangel et al., 2022). Estas plantas son consideradas quelites, este
término deriva del nahuatl quilit/, y hace referencia a "plantas cuyas hojas, tallos tiernos
y, en ocasiones, las inflorescencias inmaduras, son consumidas como verdura" (Bye,
1981).

1.2. Porophyllum linaria

1.2.1. Taxonomia y etnobotanica

Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Tribu: Heliantheae
Geénero: Porophyllum

Especie: Porophyllum linaria (Cav.) DC.

Sindénimos: Cacalia linaria Cav., Kleinia tagetoides Kunth, Porophyllum

linariifolium St.-Lag., Porophyllum tagetoides (Kunth) DC.

Porophyllum linaria (Cav.) DC., es una planta herbacea anual; consta de tallos
erectos, ramificados, de 10 a 50 cm de alto; hojas sésiles, laminas de 1.5 a 4.0 cm de
largo, apice largamente acuminado, ligeramente suculentas, con glandulas diminutas
en dos hileras; cuenta con inflorescencias terminales, en cabezuelas erectas, de

coloracion roja a purpura de 5.0 a 6.0 mm de largo (Villarreal-Quintanilla et al.,2008).

Porophyllum linaria es endémica de México, y su presencia se extiende por
varios estados del pais, incluyendo Coahuila, Durango, Aguascalientes, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Oaxaca, Puebla, Morelos, Querétaro, Veracruz y
San Luis Potosi. Se conoce comunmente como: alpichin, alpitzin, chepicha, chepiche,
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pepicha, pipicha, papalo pipicha, cola de coyote, escobeta, escobetilla y hierba del
venado (CONABIO, 2016; Villarreal-Quintanilla et al.,2008).

Figura 1. Porophyllum linaria (Cav.) DC. (Asteraceae). (A) Partes aéreas. Imagen cortesia de la
Dra. Araceli Pérez; (B) Distribucion de la especie en territorio mexicano. Imagen obtenida de
Global Biodiversity Information Facilitiy (GBIF, 2023).

1.2.2. Usos ethomédicos y actividad farmacolégica.

De acuerdo con el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, P.
linaria se usa para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y degenerativas; para
ello una infusion preparada con toda la planta se consume diariamente. Asimismo, se
documenta su uso para aliviar el malestar conocido como “frio en los huesos”,
colocando a la persona afectada en una cama con ramas secas. También se utilizan las
hojas en su forma fresca, formando una pequefa bola que se introduce en el oido en
caso de punzadas y mareos. En Puebla, se recomienda para combatir vértigos, asi

como para estimular la miccién (Argueta et al., 1994; Vazquez-Atanacio et al., 2021).

Con respecto a la actividad farmacolégica de la especie, se ha reportado que los
extractos crudo, acuoso y etandlico de esta planta presentan una alta actividad
antioxidante (Jiménez et al.,, 2012), en cambio el extracto metanolico de las hojas
previene el incremento de la expresion del receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) y

factor de crecimiento transformante 31 (TGFfB1), por lo que retarda el desarrollo de
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dano renal ocasionado por enfermedades cronicas como la diabetes (Vazquez-Cruz et
al., 2018). El extracto acuoso ha mostrado también actividad antiinflamatoria y
antinociceptiva, convalidando asi parte de sus usos etnomédicos (Cobos et al., 2019).
Por otra parte, el aceite esencial muestra efectos antifungicos contra diversas cepas de
hongos presentes en granos de trigo almacenados (Juarez et al., 2015), asi como
propiedades insecticidas y repelentes contra el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais)
(Hernandez-Cruz et al., 2019).

1.2.3. Composicion quimica

Hasta la fecha solo se han analizado los componentes presentes en el aceite
esencial de P. linaria en cromatografia de gases. Adicional a los analisis clasicos,
Jiménez y col. (2012) utilizaron como técnica de muestreo el espacio de cabeza
estatico implementado en el equipo de cromatografia de gases (EC-CG/EM). En casi
todas las investigaciones destacan como componentes mayoritarios el D-limoneno, B-
mirceno, 1-undeceno y decanal (Tabla 1). Sin embargo, Juarez y col. (2015) no

detectaron ninguno de estos metabolitos.

Tabla 1. Compuestos volatiles identificados de la especie P. linaria

. Parte y técnica o % De los .
Origen o Compuestos mayoritarios . Referencia
utilizada mayoritarios

1-Undeceno 70.28
EC-CG/EM D-Limoneno 12.03
B-Mirceno 9.63
Tallos frescos 1-Noneno 4.05
2-Decenal 2.88
Puebla, EC-CG/EM B-Mirceno 48.88 Jiménez et al.,
MEXICO. . D-Limoneno 45.89 2012
Hojas frescas 1-Undeceno 1.27
. B-Mirceno 48.88
Hidrosol D-Limoneno 45.89
Hojas secas 1-Undeceno 1.27
Nonanal 1.09
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Tabla 1. Compuestos volatiles identificados de la especie P. linaria (continuacion)

(-)-trans-Pineno 43.48
Extracto acLoso (2)-8-Dodecen1-ol 17.27
Decanal 12.26
Hoias secas Ciclodecano 4.30
) D-Limoneno 2.97
Puebla, Dodecanal 2.61 o
México Jiménez et al.,
' Nonanal 50.87 2012
Extracto Decanal 19.52
etandlico D-Limoneno 9.67
Octanal 6.84
Hojas secas Perilleno 6.49
(Z)-8-Dodecen1-ol 4.78
Hidrodestilacion A.CIdO linoleico 29.50
Puebla Fitol 25.50 )
L ) Acido n-hexadecanoico 18.37 Juarez et al,,
México. Partes aéreas , . 2015
secas Hexahidrofarnesil acetona 1.29
2-Dodecenal 1.24
B-Mirceno 41.94
Hidrodestilacion D-Limoneno 20.29
EStragOI 20.03 Hernandez-
Oaxaca,
México. Partes aéreas 1-Undeceno 8.02 Cruzetal,
' cecas 3-(4-Metil-3-pentenil)-furano 3.72 2019
2-n-Octilfurano 1.71
Cariofileno 0.49
. o 2-Dodecenal 26.40
Ciudad de Hidrodestilacion o\ heno 19.95
México, . a-pineno 16.80
México. SP;;ZS aéreas Decanal 905 Rosales, 2021
(Z)-4-decenol 5.45
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1.3. Porophyllum macrocephalum

1.3.1. Taxonomia y etnobotanica

Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Tribu: Heliantheae
Geénero: Porophyllum

Especie: Porophyllum macrocephalum DC.

Sindénimos: Porophyllum latifolium Benth., Kleinia glandulosa Mocifio & Sesseé.,

Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. subsp. macrocephalum (DC.) R.R. Johnson.

Porophyllum macrocephalum DC., es una planta herbacea anual; con tallos
ramificados en la parte superior, de 1.5 a 10 cm de alto, de color verde a purpura; hojas
simples, opuestas o alternas, delgadas, ovaladas, de base redondeada a atenuada,
con apice redondeado; posee glandulas oleiferas marginales y apicales; cuenta con
inflorescencias de cabezuela solitaria, terminales, pedunculadas, de coloracion verde-

amarillentas a pardo-rojizas, de 1.4-2.0 cm largo (Castro et al., 2011).

Esta especie es originaria de México, y cuenta con una amplia area de
distribucion que se extiende desde el suroeste de los Estados Unidos hasta el norte de
Sudamérica. En México se encuentra en los estados de Baja California Sur, Sonora,
Chiapas, Sinaloa, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Oaxaca, Zacatecas,
San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Estado de
México, Morelos, Puebla, Veracruz, Guerrero, Durango, Yucatan y Quintana Roo
(Villarreal-Quintanilla et al., 2008; Rzedowski, 2004). Se le atribuyen comunmente
nombres como: papalo, chapahuate, tepalcasho, tepegua vy, principalmente,
papaloquelite. Este ultimo término tiene su origen en el nahuatl Papaloquilitl, donde
papalotl significa mariposa, y quilitl se refiere a hierba comestible (Rzedowski, 2004;
Bretting, 1982).
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Figura 2. Porophyllum macrocephalum DC. (Asteraceae). (A) Partes aéreas. Archivo personal;
(B) Distribucién de la especie en México y Centroamérica. Imagen obtenida de Global
Biodiversity Information Facilitiy (GBIF, 2023).

1.3.2. Usos ethnomédicos y actividad farmacolégica

En Meéxico, el papaloquelite tiene diversos usos etnomédicos; sus hojas se
emplean como analgésico local para aliviar dolores de muelas, cabeza y oido mediante
su aplicacion externa en las partes afectadas. También se aplica como cataplasma para
tratar afecciones de la piel (Vazquez Atanacio et al., 2022). En el estado de Veracruz, el
consumo de la infusidén, elaborada a partir de la raiz o de las hojas de la planta, se
utiliza con propdsitos laxantes y emenagogos, y resulta beneficiosa en el tratamiento de
enfermedades hepaticas e hipertension (Argueta et al., 1994). En otras regiones del
pais, se aprovecha la infusién para aliviar problemas estomacales, ulceras, vomitos,
hemorroides, disenteria, colicos e indigestiones. (Castro et al., 2011). En Brasil, esta
planta se utiliza en la medicina popular para tratar la leishmaniosis, acelerar la
cicatrizacion de heridas, mitigar el dolor y tratar hematomas internos (Takahash et al.,
2011; Bieski et al., 2012)

Por otra parte, se han efectuado diversos ensayos biolégicos sobre los extractos
y compuestos aislados de P macrocephalum, que describen propiedades

farmacolégicas que respaldan algunos de los usos de la especie en la medicina
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tradicional. Entre los efectos destacan las actividades antiespasmodica vy
antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico evaluadas en modelos in vitro
(Villavicencio-Araujo, 2017; Pawtowska, 2022); las actividades antioxidante vy
antinociceptiva (Conde-Hernandez y Guerrero-Beltran, 2014; Lima et al., 2011); el
efecto nefroprotector contra la lesion renal aguda (Vazquez-Atanacio et al., 2022); la
propiedad antibacteriana del aceite esencial (Rondén et al., 2008); la actividad
antileishmania (Takahash et al., 2011); y, mas recientemente, el impacto del extracto
acuoso sobre la detencion del ciclo celular, el aumento de la expresion de genes
supresores de tumores y la disminucion de la expresion de oncogenes en las vias de

sefalizacion asociadas con la carcinogénesis de colon (Vargas-Madriz et al., 2023).

1.3.3. Composicion quimica

Los metabolitos secundarios identificados en diversos estudios quimicos de las
partes aéreas de P. macrocephalum se muestran en la tabla 2. Como puede
observarse, destacan los tiofenos, flavonoides y polifenoles, estos ultimos derivados del

acido cafeico (Tabla 2).

Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en extractos de P. macrocephalum

Tipo de —
Compuesto Parte y técnica

metabolito utilizada

f N N

S

Referencia

5-metil-2,2":5',2"-tertiof
metil-2,2":5",2"-tertiofeno Extracto CH.Cl,

Tiofenos de las partes

aéreas secas
ey

0]

5'-metil-[5-4(4-acetoxi-1-butinil)]-2,2' bi-tiofeno

Takahash et
al., 2011
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Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en extractos de P. macrocephalum
(continuacion)

Extracto
CH3CH20H de Fukalova et
OH [e] OH (o]
las partes al., 2022

aéreas secas.

Flavonoides

Extracto CH3OH Vazquez-
de las partes Atanacio et
aéreas secas al., 2022

Quercetina-3-0O-glucésido  Kaempferol -3-O-glucésido
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Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en extractos de P. macrocephalum
(continuacion)

Extracto AcOEt-
MeOH-H,0 Pawtowska
Flavonoides -1
(3:1:1)delas o) 2022
partes aéreas
secas

Kaempferol 3-O-B-D- 6-metoxicamperol 3-O-B-D-
glucopiranésido glucopirandsido
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Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en extractos de

(continuacion)

Ho™"

Acido 4-O-cafeoilquinico

OH

Fenoles
OH

HO N

HO

HO N

HO

HO

Acido 4,5-dicafeoilquinico

Extracto CH;OH
de las partes
aéreas secas

Extracto de
CH3CH2OH de
las partes
aéreas secas

P. macrocephalum

Vazquez-
Atanacio et
al., 2022

de Athayde
et al., 2021
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Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados en extractos de P. macrocephalum

(continuacion)
o
O
HO
HO.
\ o
OH
W HO
HO
OH CO,H

Acido 3-O-cafeoil-2-C-metil- . _
D-eritronico Acido _2'O'C<’=_1f60I!-2-C-
metil-D-eritronico

OH
OH
P
(:) (o]
Z_aCO,H
QO
= P OH
HO : Ob\@i Extracto de
OH
OH AcOEt-MeOH-
Fenoles Acido 1,5-O-dicafeoilquinico H20 (3:1:1) de
las partes
aéreas secas
(0]
HO X o
OH
HO =
(0]
(6]

3-0O-cafeoil-2-C-metil-D-eritrono-1,4-lactona

OCH;
HO
HyCO

OH

OH

OH
6-O-galoil-B-D-glucosa de 1-0O-(4-hidroxi-3,5-dimetoxi)

benzoilo

Pawtowska
et al., 2022
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en extractos de P. macrocephalum

Tabla 2. Metabolitos secundarios identificados

o)
0 7
OH
OH

Acido clorogénico

(continuacion)

H O\\\“"'

OH

Extracto de
Fukalova et

(0] (0]
HO N AN
W " MOH CHsCH2OH de
HO las partes al., 2022
aéreas secas.

Acido p-cumarico

HO
Acido cafeico
O OH
HO//
Fenoles
HO OH HO' :
OH OH
Acido galico Acido quinico
(@]
AN Extracto de i
OH Vazquez-
CH:OH de las qu
artes aéreas Atanacio et
"o P al., 2022
OCHs secas
Acido ferulico
(@]
Extracto de
"o N HsCH,OH de
o c I;g ;?tes de Athayde
asp etal., 2021
HO aéreas secas

Cafeato de etilo
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Otro aspecto importante que se ha abordado de P. macrocephalum ha sido el
analisis de sus componentes volatiles (Tabla 3). En la mayoria de los casos, el D-
limoneno ha sido identificado como el metabolito predominante. Gran parte de estas
investigaciones se ha centrado en especimenes recolectados en Brasil, donde esta
especie tiene un valor etnomédico importante ya que es una de las especies que
pertenecen al complejo “arnicas” de este pais, el cual esta compuesto por alrededor de
10 plantas (Marinho et al., 2023).

Tabla 3. Compuestos volatiles identificados en la especie P. macrocephalum

. Parte y técnica Compuestos % De los .
Origen . A e Referencia
utilizada mayoritarios mayoritarios
Cear4. Brasi Arrastre de vapor Limoneno 74.6 Neto et al.,
' Hojas frescas (E,E)-Dodecadienal 21.8 1994
Morelos, Arrastre de vapor Limoneno 71.4 Guillet et al..
México Heptadecanal 23.0 1993
Hojas frescas Sabineno 15
Sabineno 64.1
Arrastre de vapor .
4-Terpineol 10.3
Cochabamba, . Loayza et al.,
.. . y-Terpineno 3.4
Bolivia Partes aéreas 1999
frescas Undeceno 2.2
Limoneno 0.3
Arrastre de vapor Limoneno 752
P (E,E)-Dodecadienal 155
. Sabineno 1.8
Hojas frescas
Ceara. Brasil Decanal 1.7 Bezerra et al.,
' 2002
Arrastre de vapor Davanona-2-ol 22.7
Isocomeno 16.8
Raices B -Isocomeno 8.9
B-felandreno 56.9
Minas Gerais Hidrodestilacién a-plneno. 8.0 Fonsceca et
state (Brasil) (2)-B-Ocimeno 6.7 al., 2006
Hojas longipineno epoxido 5.5 v
B-pineno 3.2
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Tabla 3. Compuestos volatiles

(continuacion)

identificados de

la especie P

macrocephalum

B-Felandreno 44.9
Minas Gerais Hidrodestilacién (Z)-§-00|meno 9.6 Fonsceca et
state (Brasil) a-Pineno 6.3 al., 2006
Flores B-Pineno 1.6 v
Longipineno epdxido 0.1
Hidrodestilacion
Limoneno 83.5
S3o Paul Partes aéreas Mirceno 6.3
a;raziLlj °, frescas de 1-Undeceno 54
Porophyllum (E)-B-Ocimeno 3.0
ruderale subsp. Sabineno 1.2
macrocephalum
Raggi et al.,
E)-B-Ocimeno 54.9
Hidrodestilacion (E)-B-Oci 2015
Limoneno 25.2
. B-Pineno 10.1
Partes aéreas
Sao Paulo, 1-Undeceno 2.6
) frescas de .
Brasil a-Pineno 1.6
Porophyllum )
Sabineno 1.2
ruderale subsp.
ruderale Pentanona 0.9
Mirceno 0.8
Pu’et.)la, Extracto etandlico Etillciclohexano * Conde-
Mexico _ 1,1,3-Trimetilciclohexano * Hernandez et
Hojas secas 1,2,3-Trietoxipropano * al., 2014
Extraccion con
fluido supercritico Safrol .
Puebla Hoi Conde-
México’ ojas secas Hernandez et
Hidrodestilacion Isosafrol * al., 2017
a-Copaeno *
Hojas secas Fitol *
MEFS-EC Hidrocarburos no
Valencia Fibra satura’dos . Fukalova et
Espafia DVB/CAR/PDMS Aldehidos de cadena ) al., 2022

Hojas frescas

media**
Sesquiterpenoides™™

*No se reporta %; ** no reportan tipos de metabolitos
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1.4. Volatiloma de plantas

De acuerdo con Bichi y Maffeie (2012), los estudios de volatiioma de plantas
incluyen a los compuestos presentes en los aceites esenciales, asi como a los volatiles
emitidos por las plantas in situ y extraidos con técnicas analiticas apropiadas como
son, extraccion por sorcidon con barras magnéticas agitadoras (SBSE, por sus siglas en
inglés) o la microextraccion en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés). En este
ultimo caso, se prefiere la extraccion de compuestos volatiles del espacio de cabeza
(HS, por sus siglas en inglés) con la finalidad de evitar, en la medida de lo posible, la

saturacion con componentes no volatiles.

Como lo mencionan Tholl y col. (2021), la importancia de concentrar esfuerzos
en conocer, identificar y caracterizar los componentes volatiles de plantas ha ido en
aumento, ya que muchos compuestos representan los olores, sabores y aromas de los
alimentos, y por lo tanto forman parte de las propiedades sensoriales que definen a
cada planta, o bien, se utilizan como productos farmacéuticos, y materias primas para
materiales industriales y biocombustibles (Tholl et al., 2021). Ademas, caracterizar los
componentes volatiles en las plantas, permite descifrar algunas relaciones ecoldgicas
importantes en la adaptacion y supervivencia ambiental de las plantas, ya que los
volatiles estan involucrados en procesos de polinizacién o defensa de estas (Tholl et
al., 2021).

Una aplicacién importante que también tiene alcances en la ecologia,
etnobotanica y farmacologia de las plantas, es la generaciéon de los perfiles
volatilébmicos con la finalidad de comprender la variabilidad entre especies y de esta
manera conocer como influyen diversos factores ambientales, de cultivo, y de
almacenamiento para obtener datos con un mayor nivel de aplicabilidad sobre su
control de la calidad (Luki¢ et al., 2023). Como lo reporta el investigador Carlo Bicchi en
varias publicaciones de su grupo de trabajo, gracias a los analisis de volatiloma se
pueden conocer marcadores potenciales de los aromas de las plantas. Por ejemplo,
para monitorear los cambios en la frescura del café, el cual depende de la mezcla, el
grado de tostado, molienda y otros factores, Bicchi propone que se estudien varios

metabolitos en su conjunto y que se analicen por métodos estadisticos multivariados. El
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monitoreo del volatiloma a lo largo de vida de anaquel del café permite conocer su
grado de “envejecimiento”, reportando las proporciones en las que los varios volatiles

pueden cambiar (Strocchi et al., 2022; Bagnulo et al., 2023).

1.5. La lipasa pancreatica y la obesidad

En los paises industrializados, los lipidos o grasas desempefan un papel
significativo en la dieta humana, representando aproximadamente el 30 % de la ingesta
calorica diaria de cada individuo (Beisson et al., 2000). Las grasas dietéticas se
componen principalmente de triglicéridos (TG), los cuales para ser aprovechados por el
cuerpo como fuente de energia deben someterse a un proceso de hidrdlisis para su

posterior absorcién (Birari y Bhutani, 2007).

Las lipasas son enzimas ubicuas que digieren las grasas. Se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya que estan presentes en animales, plantas
y microorganismos (bacterias y hongos) (Woolley, 1994; Beisson et al., 2000). En el
caso de los seres humanos, existen diferentes tipos de lipasas, estas se clasifican en:
preduodenales (lingual y gastrica) y extraduodenales (pancreatica, hepatica,

lipoproteica y endotelial) (Mukherjee, 2003).

La lipasa pancreatica (LP) es una enzima exocrina del jugo pancreatico, es
sintetizada y secretada por las células acinares pancreaticas. Se compone de 449
aminoacidos y posee un peso molecular estimado de 49.558 Da (Mukherjee, 2003;
Chia et al., 2023). La LP cumple una funcién crucial para la digestién de las grasas en
la luz intestinal, ya que hidroliza los enlaces éster presentes en los triglicéridos, en las
posiciones uno Yy tres, lo que resulta en la produccion de 2-monoacilglicerol y acidos
grasos libres (Brockman, 2000). Los monoacilglicéridos y los acidos grasos liberados
forman micelas mixtas con sales biliares, colesterol y acido lisofosfatidico. Las
particulas mixtas son absorbidas por los enterocitos, donde ademas ocurre la resintesis
de los triglicéridos. Los TG se almacenan en los adipocitos, constituyendo una de las
principales fuentes de energia del organismo (Birari y Bhutani, 2007).
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No obstante, el consumo excesivo de grasas en la dieta y su digestion acelerada
por parte de las lipasas puede aumentar la presencia de acidos grasos libres, colesterol
y lipoproteinas en la sangre, lo que contribuye al desarrollo de comorbilidades
asociadas al sindrome metabdlico, como lo es la obesidad (Henderson, 2021). Si bien
la reduccion de la ingesta caldrica y el aumento de la actividad fisica son estrategias
ampliamente reconocidas para la pérdida de peso, el uso de medicamentos puede
complementar estas acciones al imitar el efecto de la restriccién calérica, modificar el
metabolismo o incrementar la termogénesis (Bray, 2000). Por consiguiente, las
investigaciones enfocadas en la inhibicion de la lipasa pancreatica tienen un rol

fundamental en la busqueda de farmacos contra la obesidad (Chia et al., 2023).

En las dltimas décadas, se ha realizado una investigacion exhaustiva en
diversas fuentes vegetales para identificar compuestos con capacidad para inhibir la
lipasa pancredtica. Segun una revision realizada por Rahul y col. (2007), se han
identificado varias plantas que exhiben esta actividad. Algunos ejemplos destacados
incluyen: Platycodon grandiflorus A.DC. (Campanulaceae), que se consume
tradicionalmente en China y Corea para prevenir la obesidad (Hwang et al., 2019),
presenta un alto contenido de saponinas en las raices, lo que respalda su efecto
inhibidor (Xu et al., 2005); Cyclocarya paliurus (Batalin) lljinsk. (Juglandaceae), una
planta nativa de China cuyas hojas han sido utilizadas como fuente de alimento por las
comunidades costeras, también se ha empleado como remedio tradicional para
prevenir la hiperglucemia y la diabetes mellitus (Fang et al., 2011). Mdultiples
investigaciones han confirmado que su extracto posee la capacidad de inhibir la
actividad de la LP (Kurihara et al., 2003; Wang et al., 2021); y Salacia reticulata Wight
(Celastraceae), que se utiliza como alimento complementario en Japon para prevenir la
obesidad y la diabetes (Yoshikawa et al., 2002). Se ha informado que el extracto de las
raices contiene una alta concentracibn de polifenoles, catequinas y taninos
condensados que se consideran responsables del efecto inhibidor (Masayuki et al.,
2002; Stohs y Ray, 2015).
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2. JUSTIFICACION

Porophyllum linaria 'y P. macrocephalum son dos especies vegetales reconocidas
en México como condimentarias (Lascurain-Rangel et al., 2021) y este uso se extiende
desde el centro al sur y sureste de México (Castro et al., 2011). Por su importancia
como plantas comestibles, estan incluidas dentro del grupo de los quelites, que son
especies “cuyo follaje tierno es consumido como verdura” (Basurto Pefa, 2021). Como
lo menciona Basurto (2021), el término se deriva de la palabra nahuat quilit, cuyo

significado es, plantas o hierbas comestibles.

Adicional a su uso como alimentos, varias fuentes bibliograficas, incluyendo el
Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, documentan que los quelites

son apreciados como medicinales (Bretting y Hernandez, 1982; Argueta et al., 1994).

Asi, P. macrocephalum ha sido objeto de varios estudios quimicos vy
farmacoldgicos principalmente en Brasil, donde es conocida como “arnica”, nombre que
reciben mas de diez especies en ese pais y que tienen en comun su uso como agentes
antiinflamatorios (Marinho et al., 2023). Por esta razén, su aceite esencial ha sido

objeto de estudio y en la mayoria de estos el D-limoneno es el metabolito mayoritario.

En el caso de P. linaria, existen algunos estudios que reportan los componentes
de su aceite esencial, sin embargo, no se ha profundizado en el conocimiento de su
volatiloma. Tampoco se ha estudiado su contenido de micro y macronutrientes, ni de
metabolitos bioactivos, a pesar de sus usos medicinales y como alimento. De la misma
forma, ninguna de las dos especies del género Porophyllum consideradas en este
trabajo se ha analizado para establecer su efecto contra la enzima lipasa pancreatica
para determinar su posible utilidad en el tratamiento de padecimientos como la
obesidad (Birari y Bhutani, 2007).

Por estas razones y reconociendo su uso como quelites, se plantearon los objetivos

gue se mencionan a continuacion.
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3. OBJETIVOS GENERALES

Determinar los componentes volatiles de las especies Porophyllum linaria y P.
macrocephalum, tanto los presentes en las esencias, como aquellos obtenidos
por microextraccion en fase solida, analizados en diferentes fases estacionarias.
Establecer el efecto de los aceites esenciales de P. linaria 'y P. macrocephalum vy
de sus metabolitos volatiles mayoritarios sobre la enzima lipasa pancreatica con
el proposito de contribuir al descubrimiento de agentes utiles para el tratamiento

de la obesidad.

3.1. Objetivos especificos

Preparar los aceites esenciales por hidrodestilacion de las plantas fresca y seca.
Extraer los principios volatiles de las partes aéreas por microextraccion en fase
sélida con espacio de cabeza (MEFS-EC), utilizando cuatro diferentes fases
estacionarias.

Caracterizar quimicamente a los componentes volatiles, a partir de los analisis
de sus espectros de masas, obtenidos por cromatografia de gases acoplado a
un espectrometro de masas, y por el calculo de sus indices de retencion.

Aislar al menos un metabolito mayoritario de los aceites esenciales.

Evaluar los aceites esenciales y compuestos puros contra la enzima lipasa

pancreética.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1. Analisis cromatograficos

La cromatografia en capa delgada (CCD) se realiz6 en placas de aluminio de
0.25 mm de espesor recubiertas con gel de silice (60 F245 Merck). Se utilizaron
diferentes dimensiones de placa y sistemas de elucién de acuerdo con la naturaleza de
las muestras obtenidas. En el caso de la CCD preparativa, esta fue llevada a cabo en
placas de vidrio de 20 x 20 cm de 1 mm de grosor, recubiertas con gel de silice. La
visualizacion de las placas se realizé con una lampara de luz UV (A de onda corta de
254 nm; A de onda larga de 365 nm). De igual manera, se hizo uso de agentes
cromogenos como 4-anisaldehido, sulfato cérico amoniacal/H2SO4 y una solucion
modificada de aldehido anisico (anisaldehido) para la deteccion de azucares (0.5 mL
de 4-anisaldehido, 9 mL de etanol al 95 %, 0.5 mL de H2SO4 concentrado y 0.1 mL de
acido acético; lkan,1991), con posterior calentamiento para el desarrollo del color

(110°C aproximadamente).

La cromatografia en columna abierta (CAA) se realiz6 empleando Sephadex LH-
20 (Pharmacia) como matriz. Para la cromatografia de intercambio iénico fue utilizada
la resina Diaion HP-20 (polimero de estireno-divinilbenzeno) como fase estacionaria. La
fase mévil para ambos tipos de cromatografia estuvo compuesta por mezclas de
MeOH/H20 desionizada.

El analisis instrumental fue efectuado en un cromatografo de gases (Clarus 680,
Perkin Elmer, EUA) acoplado a un espectrometro de masas (Clarus SQ 8C, Perkin
Elmer, EUA). La columna capilar utilizada fue la HP-5MS (5 % fenil — 95 %
polimetilsiloxano; 30 m de longitud x 0.25 mm de diametro interno x 0.25 pym de
espesor de film, Agilent Tech). Para la volatilizacion de las muestras se empled un
gradiente de temperatura que inicié en 40°C durante 3 minutos hasta 300°C, con una
velocidad de calentamiento de 20°C/min. La temperatura del inyector fue de 300°C,
mientras que la linea de transferencia se mantuvo en 250°C. Se empled Helio como
gas acarreador, con flujo de 1 mL/min. Modo de ionizacién: impacto electrénico a 70
eV; escaneo de rango de masa: 33-600 m/z.
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Los compuestos presentes en las muestras fueron identificados mediante el
calculo de sus indices de retencion (ecuacion de Van Den Dool) utilizando una serie
homdloga de n-alcanos (C7-Cso), asi como con la comparacion de los patrones de
fragmentacion reportados en la base de datos del Instituto Nacional de Estandares y

Tecnologia (NIST, por sus siglas en inglés).

En marzo de 2023, se realizé un ajuste en las valvulas neumaticas del gas
acarreador, en la seccion del inyector PPS (Split/Splitless), esto como parte de la
calibracion y mantenimiento del cromatégrafo de gases. Dicho proceso desencadend
ajustes en la presion del gas, por lo que los tiempos de retencidon mostraron ligeros
cambios con respecto a los experimentos anteriores. Para las muestras enviadas
después de marzo, los indices de retencion de los compuestos fueron recalculados con

base en la serie homologa de n-alcanos obtenida bajo estas condiciones.

Por otra parte, la cromatografia de liquidos de ultra eficiencia acoplada a la
espectrometria de masas (UHPLC-MS, por sus siglas en inglés), se realiz6 en un
cromatégrafo marca Waters ACQUITY UPLC® clase H (Waters Chromatography
Division), equipado con una bomba cuaternaria, un inyector automatico y un detector
de arreglo de fotodiodos (PDA) acoplado a un detector de masas de cuadrupolo simple
(SDQ2) empleando la técnica de ionizacion al electrospray. El control del equipo, la
adquisiciéon de datos, el procesamiento y la manipulacion de la informacion se
realizaron utilizando el programa MassLynk (Waters). Los analisis se realizaron en una
columna BEH C18 (Waters, numero de serie: 02843622515109) con un tamano de
particula de 1.7 uym, diametro interno de 2.1 mm y longitud de 100 mm. La temperatura
de la columna fue de 40°C, utilizando un volumen de inyeccion de 7 yL y un flujo de 0.3
mL/min. La elucion se realizé con una mezcla binaria de: (A) H20/0.1 % acido férmico
y (B) CH3CN/0.1 % acido férmico, empleando el gradiente de elucién mostrado en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Gradiente de elucion empleado para muestras analizadas por UHPLC

Tiempo (min) % A % B
Inicial 95 5
1.0 95 5

8.0 65 35

9.5 0 100

4.2. Determinacion de las constantes espectroscépicas y espectrométricas

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear protonica (RMN-'H) y de
carbono-13 (RMN-'3C) fueron obtenidos con un equipo, marca Varian VNMRS,
operados a una radiofrecuencia de 400 MHz (9.4 T) y se analizaron con el sofware
MestReNova (v12.0.2). Los desplazamientos quimicos (d) se expresan en unidades de
ppm con referencia a las sefales del disolvente residual (D20, CH3OH-ds4 o CDCls). Los
espectros IR se realizaron en espectrofotémetro de FTIR/FIR Spectrum 400 de Perkin-
Elmer. Estos analisis se llevaron a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la

Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica, UNAM.

4.3. Material vegetal

Las partes aéreas (tallo y hojas) de Porophyllum linaria y P. macrocephalum
fueron recolectadas por el Dr. Robert Bye y La Dra. Edelmira Linares en el municipio de
Ayala, estado de Morelos, el 3 de agosto de 2022. Un ejemplar de referencia de cada
material vegetal, con el numero de voucher 40573 para P. linaria y 40575 para P.
macrocephalum, se encuentran en el Herbario Nacional (MEXU), del Instituto de
Biologia, UNAM. Adicionalmente, fue adquirido un segundo lote comercial de las
partes aéreas de la especie P. macrocephalum, en el mercado “La Bola” ubicado en

Coyoacan, Ciudad de México, el 18 de mayo de 2023.

Para la realizacion de este estudio, se emplearon las partes aéreas frescas y
secas de ambas especies. El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente y al aire
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libre durante dos semanas, posteriormente, fue fragmentado en un molino Thomas

Wiley modelo 4 con malla de 2 mm.

4.4. Caracterizaciéon quimica de los componentes organicos volatiles (COV) de P.

linaria 'y P. macrocephalum

4.4.1. Microextraccion en fase sélida

La identificacion y caracterizacion de los COV se realiz6 mediante la técnica de
microextraccion en fase soélida con espacio de cabeza (MEFS-EC), para la cual, se
emplearon cuatro fibras de diferente polaridad (Supelco Technology, St. Louis, Mo., EE.
uu.):

1. Fibra roja: Polidimetilsiloxano (PDMS; 100 ym)

2. Fibra gris: Divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS;

50/30 um)
3. Fibra azul: Polidimetilsiloxano/divinilbenceno (PDMS/DVB; 65 pm)
4. Fibra negra: Carboxeno/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS; 75 um)

Previo a cada analisis, las fibras fueron acondicionadas durante 2 horas en el

cromatégrafo de gases a 250°C.

En un vial sellado con membrana de silicona, fueron introducidos 50 mg de
material vegetal fresco, 50 mg de NaCl y 15 mL de agua grado HPLC. Para el proceso
de extraccion, las fibras fueron expuestas en el espacio de cabeza durante 15 min, a
una temperatura de 60 °C y con una agitacion de 450 rpm. Para el analisis del material
vegetal seco, se repitid el procedimiento antes descrito utilizando 100 mg de muestra.
Transcurrido el tiempo de extraccion, las fibras se introdujeron en el CG para la
desorcion de los componentes y su subsecuente andlisis. Todas las muestras se
analizaron por triplicado. El registro de los espectros fue realizado en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAIl) de la Facultad de
Quimica, UNAM.
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4.4.2. Obtencion del aceite esencial

En un matraz bola de 3 litros fueron afiadidos 250 gramos de planta fresca
previamente fraccionada en 1.5 litros de agua destilada. El proceso de hidrodestilacion
se realiz6 con un aparato tipo Clevenger modificado y tuvo una duracién de 3 horas.
Después de este lapso se obtuvieron 580 mL de destilado, el cual fue sometido a un
proceso de extraccion liquido-liquido utilizando CH2Cl2 (3 x 300 mL). La fase organica
recuperada se seco sobre Na2SO4 anhidro y se concentré al vacio. El rendimiento para
P. linaria fue de 0.014 %, mientras que para P. macrocephalum fue de 0.016 % (media

aritmética de tres repeticiones).

Por otra parte, el aceite esencial de la planta seca fue preparado por
hidrodestilacion, empleando 100 g del material vegetal seco y molido, junto con 1.5
litros de agua destilada. Al cabo de 3 horas, el aceite se recuperd siguiendo la
metodologia antes descrita para la planta fresca. El rendimiento para P. linaria fue de
0.084 %, en contraste, P. macrocephalum presentd un rendimiento de 0.133 % (media

aritmética de tres repeticiones).

4.4.2.1. Aislamiento de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de P.

linaria

En una placa de CCD preparativa fueron aplicados 83.4 mg del aceite esencial
obtenido de la droga cruda. La fase movil utilizada consisti®6 en mezcla de
tolueno/AcOEt (95:5). Una vez finalizado el proceso de elucién, las bandas de interés
fueron extraidas, y se llevé a cabo la desorcidon de los compuestos al macerar la fase
estacionara en CH2Cl2 durante un dia completo. Acto seguido, el disolvente fue filtrado
y concentrado al vacio, obteniendo asi 5.7 mg del compuesto 8 y 14.2 mg del

compuesto 30.
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Figura 3. Cromatograma por CCD de los compuestos aislados por CCD preparativa del aceite

esencial de P.linaria. 1) Visualizacion con lampara de UV a A = 254 nm. (2) Agente revelador:

4-anisaldehido. A: Aceite esencial planta seca, B: compuesto 8, C: compuesto 30. Sistema de
elucién: Tolueno-AcOEt (95:5)

4.5. Obtencion del extracto acuoso de P. linaria y fraccionamiento primario

Se llevo a cabo la preparacion de una infusion empleando 2.5 g de droga cruda y
250 mL de agua destilada cuando esta alcanzdé el punto de ebullicion. EI material
vegetal estuvo en contacto con el disolvente durante 30 minutos a temperatura
ambiente y, posterior a esto, el extracto fue filtrado y concentrado al vacio empleando
un rotaevaporador marca BUCHI modelo R-Il. Este proceso se repitié hasta obtener 10

g de extracto seco (Rendimiento: 29.25 %)

Mediante la técnica de cromatografia de intercambio i6nico, empleando como
fase estacionaria la resina Diaion HP-20, 4.0 g de extracto acuoso fueron fraccionados.
Para la realizacion de este proceso, después de empacar la resina en la columna, esta
fue acondicionada con 4 volumenes de 80 mL de agua desionizada (H20d4). A
continuacion, el extracto se disolvi6 en 80 mL del mismo disolvente y se dej6é en

contacto con la matriz durante 4 horas.

El proceso de elucién se efectu6 con mezclas de MeOH/H204 en diferentes
proporciones (Tabla 4), obteniendo un total de 5 fracciones, las cuales fueron
concentradas al vacio para su posterior analisis por CCD.
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Tabla 5. Fracciones obtenidas del extracto acuoso de P. linaria

Fraccion Clave Fase movil Peso (mg)
1 EA1 100% H20q 2481.4
2 EA2 25:75 MeOH:H204 577.4
3 EA3 50:50 MeOH:H>0q4 325.0
4 EA4 75:25 MeOH:H20q4 163.6
5 EA5 100% MeOH 78
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Figura 4. Cromatograma por CCD de las fracciones primarias del extracto acuoso de P.linaria.
(1) Visualizacion con lampara de UV (A = 254 nm), (2) y (3) Agente revelador: 4-anisaldehido.
A: Extracto acuoso de P.linaria, B: Fraccion EA1, C: Fraccion EA2, D: Fraccion EA3, E:
Fraccion EA4, F: Fraccion EA5. Sistema de elucién para (2): n-butanol-isopropanol-MeOH-H,0
(1.5:6.0:1.0:1.5), para (3): n-butanol-isopropanol-H-O (3.0:12.0:4.0).
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4.5.1. Fraccionamiento secundario de la fraccion EA5 y aislamiento de la

avicularina

A partir de la realizacion de una CCA empleando Sephadex LH-20 como matriz y
una mezcla de MeOH/H204 como eluyente (100 % MeOH desde la fraccion numero 1 a
38 y 50:50 MeOH-H204 desde de la fraccion 39 hasta 41), se llevd a cabo el
fraccionamiento secundario de la fraccion EA5 (50 mg) descrita en el apartado 4.5.
Este proceso permitié la obtencién de 41 fracciones, las cuales fueron reunidas por su

similitud cromatografica, generando un total de 8 grupos de fracciones secundarias.
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Figura 5. Cromatograma por CCD de las fracciones secundarias obtenidas a partir la fraccion

EAS. Visualizacion con lampara de UV (1) a A = 254 nm. (2) A = 365 nm. (3) Agente revelador:

anisaldehido. Fracciones reunidas A: 1-13, B: 14-19, C: 20-29, D: 30-35, E: 36-38, F: 39, G: 40
y H:41. Sistema de elucién: n-butanol-isopropanol-MeOH-H-0 (1.5:6.0:1.0:1.5)

Se observo la formacion de un precipitado amarillo en la fraccidon 39 y 40. Este

compuesto fue aislado (3.5 mg) e identificado como avicularina (129)

4.6. Obtencién de las fracciones organicas de la infusion de P. linaria

Se realizaron extracciones liquido-liquido de la infusion obtenida a partir del

material vegetal seco (2.5 g de planta en 250 mL de agua destilada) con diferentes
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disolventes organicos, comenzando con hexano, seguido de CHCIs y finalizando con
AcOEt, empleando 200 mL de cada uno de ellos. Tras el proceso de reparto, las fases
organicas se secaron sobre Na2SO4 anhidro y se concentraron al vacio. El rendimiento
obtenido fue de 0.10 % para la fraccion de hexano, 0.18 % para la de CHCls, y de 1.51
% para la fraccion de AcOEt.

4.7. Valor nutrimental de P. linaria

Para la determinacion del valor nutrimental de P. linaria, se llevdo a cabo el
analisis quimico proximal de 100 g de droga cruda. Este estudio fue realizado por la
Unidad de Servicios para la Industria de Alimentos (USIA), del departamento de

Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica, UNAM.

El analisis consta de la determinacion de humedad, cenizas, grasa, proteina,
fibra dietética, carbohidratos digeribles totales, contenido energético, vitaminas y
minerales presentes en el material vegetal. La cuantificacion de los componentes fue
realizada a través de meétodos internos, utilizando técnicas analiticas como HPLC vy
métodos espectrofotométricos. Para la valoracion del contenido de minerales se

empled la técnica de absorcion atdbmica.

4.8. Evaluacion del efecto inhibitorio sobre la enzima lipasa pancreatica

Los extractos, fracciones y compuestos fueron evaluados mediante un ensayo
espectrofotocolorimétrico para establecer su actividad inhibitoria contra la enzima lipasa
pancreatica porcina tipo Il (Sigma Aldrich). La soluciéon de lipasa se preparé a una
concentracion de 10 mg/mL, utilizando una solucion amortiguadora de TRIS (0.1mM,

pH=8.5) como disolvente.

Las muestras para evaluar dependiendo de su solubilidad fueron disueltas
utilizando 100 % TRIS o 10 % DMSO/TRIS. Los extractos y fracciones se prepararon a
una concentracion de 4 mg/mL, y los compuestos puros a una concentracion de

1mg/mL. Como control positivo se utilizé Orlistat® disuelto en 0.1 % isopropanol/TRIS
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(concentracion: 10 pg/mL). Como sustrato se empled p-nitrofenil palmitato (0.2mM)
disuelto en TRIS. Las evaluaciones se llevaron a cabo en placas de ELISA de 96
pozos. Las lecturas de absorbancia se obtuvieron utilizando un espectrofotometro
BioRad (Hercules, CA, EUA) empleando el software Microplate Manager 6, a una

longitud de onda de 415 nm.

El ensayo consistié en la adicién de un volumen fijo de enzima por cada pozo
(30 pl) y alicuotas crecientes de la muestra a evaluar, esta mezcla se incub6 durante 10
minutos a 37°C. Posteriormente se adicionaron 90 pL del sustrato y se leyo la
absorbancia de las muestras al tiempo cero (to). Acto seguido, la placa con la mezcla
de reaccion se incubd durante 30 min a 37°C. Al témino de este tiempo, se registro la

lectura de absorbancia final (ts0).

A partir de los datos obtenidos se calculo el porcentaje de inhibicion mediante la

siguiente ecuacion matematica:

APba

% Inhibicion = (1 — > x 100

C

Donde Apba (pozo de prueba) corresponde al valor de la absorbancia corregida
de las muestras (Apba t30 - Apba t0) ¥ Ac es la absorbancia corregida del pozo sin

inhibidor, es decir, el control (Ac tso - Ac to).

Finalmente, los datos obtenidos fueron procesados con Graph Prism para el

calculo de la concentracion inhibitoria media (Clso).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describen los resultados obtenidos de los analisis de los
aceites esenciales, la extraccion de volatiles por microextraccion en fase sélida, asi
como los de las evaluaciones in vitro con la lipasa pancreatica. También, y para reforzar
el valor condimentario de la especie P linaria, se reporta por primera vez su analisis
quimico proximal y nutrimental. En estricto orden alfabético, se presentan los

resultados primero de P. linaria, y posteriormente de P. macrocephalum.

Finalmente, se presentan los resultados del aislamiento del metabolito
mayoritario del extracto acuoso de P. linaria que, de acuerdo con los andlisis de sus
datos espectroscopicos y espectromeétricos se pudo caracterizar como avicularina
(129).

5.1. Analisis del volatiloma de Porophyllum linaria

5.1.1. Aceite esencial

Los resultados de los analisis por CG-EM, incluyendo el indice de retencion
calculado (/r) y porcentajes de los metabolitos identificados (%) en relacién con su
abundancia relativa en los aceites esenciales, se presentan en la Tabla 6. En el caso
del aceite esencial de la planta fresca, se detectaron 25 metabolitos, representando el
98.1% del total. De todos estos, los que se encontraron en mayor proporcion fueron el
B-mirceno (16.3 %), el D-limoneno (16.4 %), el decanal (12.7 %) y el (E)-2-dodecenal
(25.6 %). En la planta seca, se lograron identificar 26 metabolitos (96.4 %), siendo el
nonanal (14.1 %) y el (E)-2-dodecenal (25.6 %) los que presentaron un aumento en la
cantidad identificada. El B-mirceno (9.4 %), el D-limoneno (11.7 %) y el decanal (10.5
%) se detectaron en menor cantidad, aunque su presencia sigue siendo significativa, ya
que juntos representan el 31.6 % del total de metabolitos identificados en la planta

Seca.

Estos resultados concuerdan en parte, con los obtenidos por Rosales (2021),

Hernandez-Cruz y col. (2019) y con Jiménez y col. (2012), quienes analizaron los
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aceites esenciales obtenidos de la planta seca; en todos ellos el D-limoneno fue uno de
los metabolitos mayoritarios. Sin embargo, Hernandez-Cruz y col. (2019) report6 altas
cantidades de estragol (20.0 %) y Rosales (2021) no detect6é -mirceno. En el caso del
(E)-2-dodecenal, solo Rosales (2021) lo reporta en planta seca (26.4 %), aunque su

contenido es bastante alto con respecto a lo reportado en este trabajo.

Por otra parte, y como se puede observar en la tabla 6, el contenido de [-
mirceno disminuye en la planta seca (16.3 % fresca vs 9.4 % seca), este
comportamiento podria sugerir que, dependiendo del tiempo de almacenamiento, la
presencia de este compuesto podria disminuir a lo largo del tiempo. Con el fin de
explorar esta tendencia, se prepararon el aceite esencial (n=3) después de seis meses,
y los resultados indican que no sélo la cantidad de B-mirceno se reduce, sino también
lo hace el D-limoneno de manera significativa (Tabla 7). El contenido de otros
metabolitos como son el nonanal, el decanal, el (E)-2-dodecenal, asi como el 2-n-
octylfurano se mantienen practicamente igual. Este ultimo metabolito ya habia sido

previamente reportado en P. linaria seca (1.71 %) por Hernandez-Cruz y col. (2019).
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Figura 6. Cromatograma iénico por CG-EM de los aceites esenciales de la planta fresca y seca
de P, linaria
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Tabla 6. Metabolitos identificados en el aceite esencial de P. linaria por CG-EM e

indices de retencion (Ir).

Fresca Seca
no. Compuestos Ir
%
1 (2)-3-Hexen-1-ol 864 0.780 -
2 a-Pineno 934 - 0.175
3 Camfeno 956 - 0.104
4 B-Felandreno 980 0.119 0.221
5 B-Pineno 984 0.184 -
6 B-Mirceno 993 16.288 9.437
7 Octanal 1005 - 0.492
8 D-limoneno 1036 16.446 11.754
9 Eucaliptol 1041 - 0.322
10 Benceneacetaldehido 1055 - 0.194
11  1-Octanol 1074 - 0.133
12  1-Undeceno 1092 1.254 1.109
13 Nonanal 1106 2.613 14.075
15 1-Nonanol 1174 0.215 -
14 Terpinen-4-ol 1190 0.126 0.174
17  (E)-4-Decenal 1197 0.197
18 Decanal 1208 12.716 10.536
19 trans-Carveol 1231 - 0.187
20 8-dodecenol 1260 0.227 -
21  1-Decanol 1274 1.857 1.951
22  1-Dodecen-3-ol 1283 1.189 2.280
23  1-Trideceno 1291 0.322 1.439
24  2-n-Octilfurano 1298 0.845 5.963
25 2-Undecenal 1371 0.703 -
26  Dodecanal 1413 2.575 1.275
27  Cariofileno 1449 0.478 2.100
28 2,6-Dodecadien-1-al 1457 1.521 0.872
29 4-Dodecen-1-ol 1463 8.533 1.556
30 (E)-2-Dodecenal 1473 25.613 28.425
31  10-metilundec-3-en-4-olida 1587 - 0.529
32  8-Fenil-1-octanol 1602 0.986 0.568
33  Oxido de cariofileno 1621 - 0.606
34  Caproato de decilo 1783 0.377 -
35 Fitol 2124 1.916 -
Total 98.079 96.477




Tabla 7. Comparacion de los metabolitos mayoritarios identificados en el aceite
esencial de P, linaria planta seca por CG-EM después de 6 meses.

%

no. Compuestos Aceite esencial Aceite esencial
elaborado en elaborado en
diciembre 2022 junio 2023
6 B-Mirceno 9.437 Nd
8 D-Limoneno 11.754 0.295
13 Nonanal 14.075 13.364
18 Decanal 10.536 7.058
22 1-Dodecen-3-ol 2.280 3.541
24 2-n-Octilfurano 5.963 5.967
27 Cariofileno 2.100 0.643
30 (E)-2-Dodecenal 28.425 17.721

Resulta interesante que el (E)-2-dodecenal es también uno de los compuestos
mayoritarios del aceite esencial de las hojas del cilantro (Coriandrum sativum L.) y del
cilantro de monte (Eryngium foetidum L.) (Apiaceae), y en el caso de las especies de
Porophyllum, este producto contribuye significativamente con el aroma suigéneris de
las especies (Cardozo et al., 2004; Shahwar et al., 2012). Para confirmar su estructura
y con la finalidad de usarlo como estandar de referencia auténtico en los analisis de
cromatografia de gases, y evaluarlo contra la enzima lipasa pancreatica, se decidid
aislar al (E)-2-dodecenal de la planta seca. Los resultados de su elucidacion estructural

se detallaran en la secciéon 5.1.4.

El 2-n-octulfurano también se encuentra en los aceites esenciales de las hojas
de C. sativum L. y E. foetidum L., y en efecto el 2-n-octulfurano también recibe el

nombre de eryngial, por su alto contenido en E. foetidum L. (Forbes et al., 2014)

5.1.2. Microextraccion en fase soélida con espacio de cabeza (MEFS-EC)

Para la implementacion de los analisis por microextraccion en fase sodlida se
seleccionaron cuatro fibras de extraccidon con diferentes fases estacionarias, las cuales

se enlistan a continuacion:
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1. Fibra roja: 100% polidimetilsiloxanos (PDMS)

2. Fibra gris: Divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxanos (DVB/CAR/PDMS).
3. Fibra gris: polidimetilsiloxanos/Divinilbenceno (PDMS/DVB).

4. Fibra negra: carboxen/polidimetilsiloxanos (CAR/PDMS).

La seleccion de estas fases estacionarias se realizé con base en lo que enfatiza
Charry-Parra y col. (2011), al indicar que la fase estacionaria es el parametro mas
importante que considerar para la extraccion por MEFS, ya que las caracteristicas de
polaridad que presentan influiran en la naturaleza quimica de los analitos extraidos.
Esto es apremiante en los estudios de volatiiloma ya que se requiere dar a conocer
tantos compuestos como sea posible, de manera rapida y precisa, por lo cual, es mejor

experimentar con diferentes fibras.

Los resultados obtenidos de los analisis de los volatiles en las cuatro fibras
seleccionadas se muestran en las Tablas 7 y 8, y Figuras 7 y 8. Dado que no existe
punto de comparacion, porque hasta la fecha no hay datos reportados en la literatura
de los volatiles por MEFS-EC de P linaria, se discutiran entre los detectados en la

planta fresca y seca.

Tanto en condiciones ex situ (aceite esencial), como in situ (MEFS-EC), los
volatiles principales fueron el D-limoneno, el decanol y (E)-2-dodecenal (Figura 9).
Como era de esperarse, la sensibilidad y selectividad de las fibras fue un factor
importante para la extraccion de cierto tipo de metabolitos. Por ejemplo, la fibra negra
(CAR/PDMS) mostré el mayor rendimiento en la extraccion del D-limoneno y el
decanal, pero no fue selectiva para (E)-2-dodecenal donde el contenido extraido fue

muy bajo en planta fresca y totalmente nulo en planta seca.

También, como se puede ver en los resultados y gracias a la implementacion de
la MEFS-EC, se lograron identificar otros compuestos volatiles que no se detectaron en
el aceite esencial como son el octanal, el mircenol, la trans-B-lonona y el
dihidroagarofurano. Esta es una ventaja destacable, porque, tanto la selectividad
debido a la afinidad hacia el recubrimiento de las fibras nos puede dar informacion real
del perfil olfativo de la planta.
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Tabla 8. Resultados de la extracciéon por MEFS-EC de los volatiles presentes en P.
linaria, planta fresca.

%

No Compuesto Ir sbms | DVBICAR/  PDMS/ CAR/ |
PDMS DVB PDMS
1 (2)-3-Hexen-1-ol 862 5.382
6  B-Mirceno 993 4.862 24.377 4.445 26.667
8 D-Limoneno 1035 10.978 17.015 49.695 24.386
12  1-Undeceno 1090 0.990 2.040 0.992
13 Nonanal 1105 1.784 4.558 2.114 4.832
18 Decanal 1206 4.174 10.381 7.388 9.273
21 1-Decanol 1271 2.699 4.575 3.525 3.691
24 2-n-Octilfurano 1298 2.119 1.496 1.064
36 (2)- 9-metil-5-undeceno 1283 1.886
37 3-Undecanona 1289 0.812
38 Safrol 1304 0.895
25 2-Undecenal 1368 0.828
39 (2)-5-Dodecenal 1394 0.734
40 (E)-2-Tridecenal 1401 7.950 3.544 0.736
26 Dodecanal 1412 2.141 1.644 0.476
27 Cariofileno 1447 1.431 1.529
29 4-Dodecen-1-ol 1462 27.293 16.417
30 (E)-2-Dodecenal 1473 19.040 8.381 2.297 1.292
41 trans-p-lonona 1502
42  2-pentil-2-ciclopenten-1-
ona 1511 1.057
43 Tetradecanal 1614 0.067
44  Pentadecanal 1718 1.274
45 CIS,CIS,CIS-7310,13- 1906 0.501
Hexadecatrienal
46  Palmitato de isopropilo 2024 0.104
Total 87.544 77.855 92.034 81.101
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Tabla 9. Resultados de la extraccion por MEFS-EC de los volatiles presentes en P.
linaria, planta seca.

no Compuestos Ir N ‘ DVB/CAR/ PDMS/ CAR/
PDMS DVB PDMS
5 B-Pineno 981 1.082 1.204
6 [B-Mirceno 991 2.259 9.221 12.772 11.606
7 Octanal 1001 0.607 1.338 2.416 2.078
8 D-Limoneno 1035 3.574 14.144 17.493 24.355
11 1-Octanol 1070 0.191 1.031 0.848 0.864
12 1-Undeceno 1089 0.305 1.429 1.860 2.058
47 Mircenol 1093 0.659
13 Nonanal 1104 3.694 7.108 7.826 8.650
48 Hotrienol 1118 0.320
49 cis-2-p-Menthen-1-ol 1127 0.362
50 2-Metil-6-metilen-1,7-octadien-3-ol 1159 0.489 0.380
15 1-Nonanol 1169 0.512 1.639 1.145 0.836
18 Decanal 1207 10.845 11.484 11.873 12.530
51 Carveol 1227 0.757 0.372
52 B-Ciclocitral 1233 0.396 0.262 0.299
53 D-Carvona 1256 0.980 0.585
21 1-Decanol 1274 10.842 11.470 9.483 9.013
22 1-Nonen-3-ol 1281 11.131
22 1-Dodecen-3-ol 1283 9.673 6.109
23 1-Trideceno 1289 3.201 3.265 2.737 2.490
24 2-n-Octilfurano 1296 1.064 1.136 0.730 0.584
54 trans-2-Undecen-1-ol 1369 2.108 1.175 1.213 0.464
55 Acetato de 4-terc-butilciclohexilo 1380 0.187
39 (2)-5-Dodecenal 1392 0.796 0.520 0.422
26 Dodecanal 1409 3.324 1.730 2.092 1.234
27 Cariofileno 1446 10.024 4,736 4.072 6.214
56 PB-llangeno 1454 0.302 0.140
29 4-Dodecen-1-ol 1459 6.962 0.759
30 (E)-2-Dodecenal 1470 7.972 1.034 1.877
57 Humuleno 1482 0.269
58 Isobutirato de timol 1491 1.289 1.629
41 trans-B-lonona 1501 4.614 1.691 1.240
121 Dihidroagarofurano 1517 1.861 0.448
59 cis-Calameneno 1548 0.432
33 Oxido de cariofileno 1617 3.672 0.443 0.325 0.233
60 Hexahidrofarnesil acetona 1846 0.711 0.190 0.177
61 1-Hexadecanol 1882 0.409
Total 90.678 90.976 82.769 94.234
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Los resultados sobre el contenido de los principales metabolitos en la MEFS-EC

se muestran en los graficos de radar de la Figura 9. Estos graficos permiten comparar

visualmente un dato con respecto a otro. En cada punto del radar destaca la categoria

que se quiere resaltar. En el caso de las cartas de radar de P, linaria, se muestran siete

de los componentes volatiles mayoritarios. La escala que se utilizé es en porcentaje

(0-25 %, planta seca y (0-50 %, planta fresca) y es la misma en la que se reportan los

metabolitos identificados. El D-limoneno destaca tanto en planta fresca como seca y las

cuatro fibras fueron sensibles en detectarlo. En el caso de los aldehidos como el

decanal y el (E)-2-dodecenal, la fibra roja (PDMS) mostr6 mejor selectividad en la

extraccion de este tipo de metabolitos. El B-mirceno se detecto en las fibras gris, azul y
negra (DVB/CAR/PDMS, PDMS/DVB, CAR/PDMS), sin embargo, la fibra negra tuvo

mayor eficiencia en la extraccion y fue selectiva para este metabolito.

P. linaria fresca
B-Mirceno
50
40
(E)-2- "
Dodecenal D-Limoneno
Cariofileno Nonanal
1-Decanol Decanal
—PDMS ——DVB/CAR/PDMS ——PDMS/DVB ——CAR/PDMS

P. linaria seca

B-Mirceno
25

20

(E)-2-

D-Limoneno
Dodecenal

Cariofileno Nonanal

1-Decanaol Decanal

—PDMS ——DVB/CAR/PDMS ——PDMS/DVB —CAR/PDMS

Figura 9. Gréficos de radar de las fibras utilizadas (PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB;
CAR/PDMS) que muestran la proporcion (%) relativa para siete analitos mayoritarios en P.

linaria
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5.1.3. Perfil quimico por resonancia magnética nuclear (RMN-'H) del aceite

esencial de P. linaria

Para complementar los analisis por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas, se decidié analizar a los aceites esenciales por resonancia
magnética nuclear (Figuras 10-13). Como lo menciona Cerceau et al. (2016), para
identificar los metabolitos en una matriz compleja (como los extractos de las drogas
crudas) aplicando la RMN, es necesario que al menos una de las sefales del analito no
se superponga (traslape) con ninguna otra sefal de la muestra. De esta manera la
separacion de las sefales se puede lograr ajustando parametros y condiciones como el
disolvente, el pH, la concentracion de la muestra, la temperatura y la adicion de
reactivos de desplazamiento de lantanidos y reactivos auxiliares como las
ciclodextrinas. En el caso de los aceites esenciales, estos son, en su mayoria
totalmente solubles en CDCIs y se pueden analizar a temperatura ambiente, lo que

representa una ventaja para componentes termolabiles.

Los resultados de los andlisis por RMN-'"H se muestran en la Figura 11. En los
aceites esenciales de la planta fresca y seca se pudo detectar inequivocamente en la
region de los protones de aldehido, una sefal diagndstica para el (E)-2-dodecenal,
formando un doblete en &1 9.5 ppm. Adicional a esta sefal, se detectd un triplete en dH
9.7 ppm, que podria corresponder a los aldehidos saturados presentes en los aceites.
También se detectan sefales para los protones del doble enlace conjugado con el
carbonilo en el (E)-2-dodecenal, en 61 6.0-6.2 y 6.8-7.0 ppm. La senal en &+ 4.5 que
corresponde a un singulete, confirma la presencia del D-limoneno, ya que esta sefal
corresponde a los protones del metileno terminal. También se confirma la presencia del

B-mirceno con la sefial en o1 6.4 ppm, que corresponde a su metileno terminal.
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Figura 10. Espectro de RMN-'H (CDCl3, 400 MHz, 5 mg) de los aceites esenciales de P. linaria

Como se puede observar, estas sefales se encuentran en regiones donde no hay
ninguna interferencia con otras sefiales en el espectro de RMN 'H del aceite esencial
de P. linaria, tanto en planta fresca como seca. En especial, las sefiales del (E)-2-
dodecenal, se pueden distinguir facilmente en el espectro del aceite esencial porque

representa el componente principal del mismo.

5.1.4. Aislamiento de uno de los metabolitos mayoritarios en el aceite esencial de

P. linaria: (E)-2-dodecenal.

Z

Figura 11. Estructura quimica de (E)-2-dodecenal (30)
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Del aceite esencial planta seca se logroé el aislamiento del (E)-2-dodecenal como
un liquido transparente, soluble en diclorometano, cloroformo y hexano y con fuerte olor
a cilantro. Su estructura fue confirmada por RMN, IR y espectroscopia de masas, baja

resolucion. Su elucidacién estructural se describe a continuacion.

Primeramente, el espectro de infrarrojo presentd las siguientes bandas
caracteristicas: una intensa en vmax 1692 cm™, que corresponde al carbonilo del
aldehido a,B insaturado; otra se aprecido en 2731 cm™ y es caracteristica para el
sistema H-C=0; la otra banda importante se encuentra en vmax 2924 cm™ vy

corresponde a la doble ligadura.

El espectro de RMN-'H presenté una sefial caracteristica para el protén del
aldehido en & 9.50 pm; este hidrégeno se acopla con el proton H-3 del doble enlace
conjugado formando un doblete (J = 7.8 Hz). La configuracién E (trans) se confirma por
la J = 15.0 Hz entre los protones H-2 y H-3. El proton H-2 este desplazado a campo alto
en comparacion con el H-3, esto debido a la anisotropia creada por los electrones n del
doble enlace del C=0. El espectro de carbono (RMN-'3C) presentd 12 sefiales, lo que
confirma el largo de la cadena. Una de estas senales se encuentra en & 194.5 ppm,
que corresponde al carbonilo del aldehido, y otras dos sefiales en 6 159.4 ppm y 133.2

ppm que corresponden para los carbonos C-3 y C-2 del doble enlace, respectivamente.

La posicion de la doble ligadura se confirmé por el analisis del espectro COSY,
asi como las correlaciones HMBC, donde se pudo constatar que se encuentra

conjugado con el carbonilo (Figura 27 y 28).

OM/\\/\/\/\
N

Figura 12. Correlaciones COSY H > Hy HMBC H—C del compuesto 30
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Figura 14. Espectro de RMN-"3C de (E)-2-dodecenal (30)
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5.2. Analisis del volatiloma de Porophyllum macrocephalum
5.2.1. Aceite esencial

A diferencia de P. linaria, el aceite esencial de P. macrocephalum ha sido objeto
de mas estudios y en la mayoria de todos estos, el D-limoneno ha sido el principal
metabolito identificado, con un rango que va del 44 % (Raggi et al., 2015; Fonseca et
al., 2015), hasta mas del 60 % del total del aceite esencial (Neto et al., 1994; Guillet et
al., 1998; Bezerra et al., 2002; Raggi et al., 2015).

Como se puede ver la tabla 10, la mayor proporcion del D-limoneno que se
detectdé fue en planta seca (54.6 %), a diferencia de la planta fresca, donde su
contenido fue menor (31.6 %). El alcohol terciario 3-hexen1-ol se detectd unicamente
en planta fresca (10.3 %), sin embargo, otro alcohol menos volatil, el 1-decanol, pudo
ser identificado tanto en planta fresca (8.5 %) como seca (3.8 %). Hubo algunos
metabolitos que desafortunadamente no pudieron identificarse, debido posiblemente a
que no se encuentran en la base de datos NIST. Este conjunto de metabolitos “no
identificados” (ND) corresponden al 9 % en el aceite fresco y al 17.1 % en el aceite

esencial seco.

Otro metabolito que también se reporta en la mayoria de los aceite esenciales
analizados de P. macrocephalum es el (E,E)-dodecadienal, sin embargo en los dos
trabajos donde se documenta su presencia no se precisa la posicion de los dobles
enlaces (Neto et al., 1994; Bezerra et al., 2002). De acuerdo con el espectro de masas
y al indice de retencién calculado (1453) se pudo determinar que se trata del 2,6-(E,E)-
dodecadienal, el cual solo se detectd en planta fresca (5.9 %). Tanto Neto et al. (1994),
como Bezerra et al. (2002) lo detectaron también en planta fresca, pero ninguno de

ellos hizo un analisis comparando su proporciéon en planta seca.
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Tabla 10. Metabolitos identificados en el aceite esencial de P. macrocephalum por CG-
EM e indices de retencién (/Ir).

Fresco Seco

No. Compuesto Ir %

62 (E)-2-Hexenal 864 0.918

63  (E)-3-Hexen-1-ol 867 10.373

64 B-Terpineno 981 1.065
6 B-Mirceno 994 0.328
65 2,3-Dehidro-1,8-Cineol 998 0.343
8 D-Limoneno 1037 31.624 54.608
10 Benceneacetaldehido 1055 0.192
66  Nonil-ciclopropano 1095 3.325

67  y-Terpineno 1066 0.097
12 1-Undeceno 1091 0.337
68 4-Etenil-1,2-dimetilbenceno 1097 0.176
69 Linalool 1104 1.294 0.900
70  Alcohol feniletilico 1123 0.226 0.380
71  trans-p-Ment-2-en-1-ol 1128 0.292 0.403
72  cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1143 0.414 0.251
73  p-Menta-1,5-dien-8-ol 1177 0.247
14  Terpinen-4-ol 1188 0.469 0.276
74 a-Terpineol 1200 1.072 0.592
18 Decanal 1209 1.107 0.381
75  (-)-trans-Isopiperitenol 1212 0.151
76  (E,E)-2,4-Nonadienal 1220 0.874 0.259
19  trans-Carveol 1230 0.403
51 Carveol 1241 0.254
77  (2)-3-Nonen-1-ol 1259 0.397

78  (Z2)-5-Decen-1-ol 1264 0.623 0.552
21 1-Decanol 1275 8.549 3.811
23 1-Trideceno 1293 1.543 0.350
79  p-Menta-1,8-dien-7-ol 1309 0.245

80  3-fenilpropionato de etilo 1360 0.132
81 1,1-dimetoxidecano 1375 1.605
27  Cariofileno 1439 3.233 0.993
82 2,6-Dodecadien-1-ol 1453 5.907

83  No determinado 1458 9.295

84 (2)-6-Pentadecen-1-ol 1461 2.104
41  trans-B-lonona 1503 0.166
85  4-epi-cis-Dihidroagarofurano 1509 1.358 0.673
86  Santolina Trieno 1589 0.540

87  No determinado 1592 4.377
88  No determinado 1599 12.754
89 Hexanoato de decilo 1607 1.574

33  Oxido de cariofileno 1619 0.414
920 1,E-11,Z-13-Octadecatrieno 1662 1.965

91  Caprilato de decilo 1974 0.292

35 Fitol 2113 4.907

92 Pentacosano 2500 0.414

Total 92.830 89.571
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Figura 15. Cromatograma iénico por CG-EM de los aceites esenciales de la planta fresca y
seca de P. macrocephalum. Nd: no determinado

5.2.2. Microextraccion en fase soélida con espacio de cabeza

Hasta la fecha, solo se ha reportado un estudio por microextraccion en fase
solida de P. macrocephalum utilizando la fibora DVB/CAR/PDMS (Fukalova et al., 2022).
Desafortunadamente, Fukalova y colaboradores no reportan que metabolitos
encontraron, si no solamente grupos de metabolitos, ya que solo mencionan que el
aceite esencial contiene principalmente monoterpenocides (48-55 %). Para
complementar y ampliar la informacién sobre lo reportado de los volatiles de este
género, se implementd un método utilizando cuatro fibras de extraccion. Los resultados
se presentan en la tabla 11 y 12 y como se puede observar, el D-limoneno se identifico
en cantidades altas en planta fresca; y de nueva cuenta, en menor proporcion en la
planta seca. La fibra negra (CAR/PDMS) fue de la que se obtuvo mejor rendimiento de
este metabolito, tanto en planta fresca como seca, por lo cual podria ser la fase
estacionaria mas adecuada para implementar algin método de cuantificacion para el

control de la calidad de P. macrocephalum.
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Tabla 11.

macrocephalum, planta fresca.

Resultados de la extraccion por MEFS-EC de los volatiles de P

%

no. Compuestos Ir PDMS ‘ DVB/CAR/ ‘ PDMS/ CAR/
PDMS DVB PDMS
1 (2)-3-Hexen-1-ol 860 6.832
6 B-Mirceno 9901 2.925 2.583
93  Acetato de cis-3-hexenilo 1006 2.749 1.557
8 D-Limoneno 1035 49.233 71.759 82.210 85.354
12 1-Undeceno 1089 1.211
18 Decanal 1205 3.520 5.637 2.731
53 D-Carvona 1256 0.315
21  1-Decanol 1271 1.056
94  2-Decilfurano 1296 2.550
95 Tiglato de 3-hexenilo 1325 0.207 4.212 4.252 2.454
96 Hexanoato de cis-3-hexenilo 1379 0.475
g7 Acetato de d-terc- 1381 3.143
butilciclohexilo
98  Acido cis-3-hexenoico 1382 0.310 0.339
40 (E)-2-Tridecenal 1399 0.316
28  2,6-Dodecadien-1-al 1455 0.447 0.517
29  4-Dodecen-1-ol 1460 1.301
30 (E)-2-Dodecenal 1470 9.004 0.187 0.279
41  trans-B-lonona 1502 1.267 0.262 0.360 0.373
100 2,4-Dodecadienal 1530 0.772
86  Santolina trieno 1591 0.363
101 Diisobutirato Qe 2,2,4-trimetil- 1606 13.685 0.342
1,3-pentanodiol
102 a- Hexilcinamaldehido 1767 6.148
46  Palmitato de isopropilo 2022 0.655
Total 88.075 95.748 96.522 93.838
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Tabla 12. Resultados de la extraccion por MEFS-EC de los volétiles de P. macrocephalum,

planta seca.
% .
no. Compuestos Ir s ’ DVB/CAR/ PDMS/ CAR/
PDMS DVB PDMS
103 B-Tujeno 979 1.517
104 Benzaldehido 968 0.241 0.689
105 1-Octen-3-ol 980
64 B-Terpineno 978 0.399
6 B-Mirceno 991 0.275 0.779 1.014
106 2-Menteno 1022 0.134
8 D-Limoneno 1033 13.692 29.265 33.603 34.319
67 y-Terpineno 1064 0.242
107 (E)-2-Octen-1-ol 1070 0.466 0.572
12 1-Undeceno 1089 0.494 4.961 3.597 2.650
69 Linalool 1100 0.517 2.221 1.614 1.121
13 Nonanal 1103 0.620 0.311
108 (+)-(E)-Oxido de limoneno 1146 1.015
109 (E)-2-Nonenal 1162 0.120
15 1-Nonanol 1169 0.207 0.237 0.357 0.304
17 (E)-4-Decenal 1194 0.332 0.337 0.430 0.305
74 a-Terpineol 1199 0.303 0.307
18 Decanal 1204 4.819 5.875 7.156 6.873
76 (E,E)-2,4-Nonadienal 1217 0.215 0.731 0.851 0.388
110 10-Dodecenol 1254 0.357 0.925
111 1-Dodecino 1259 0.550 1.382
112 (Z)-4-Decen-1-ol 1262 8.590
21 1-Decanol 1270 8.584 0.195 8.658 10.707
23 1-Trideceno 1287 3.225 0.115 6.328
113 n-Tridecan-1-ol 1290 5.087
114 Timol 1298 0.283
38 Safrol 1303 0.038 0.278
115 Hex-1-enilbenceno 1341 0.565
80 3-Fenilpropionato de etilo 1356 0.263 0.151 0.389 0.310
116 2-Metoxi-3-(2-propenil)-fenol 1370 0.771
117 Copaeno 1395 0.623
118 acetato de n-decilo 1405 1.949 6.529 1.538 1.674
119 Oxido de bifenilo 1422 0.127
27 Cariofileno 1444 9.204 2.443 7.619 9.524
28 2,6-Dodecadien-1-al 1455 5.123
29 4-Dodecen-1-ol 1459 8.178
120 cis-9-Tetradecen-1-ol 1464 0.772
57 Humuleno 1480 0.346
41 trans-B-lonona 1501 1.279 0.596 0.683 0.729
121 Dihidroagarofurano 1516 11.059 5.026 7.603
122 d-Cadineno 1543 0.509
123 Kessano 1558 0.358 0.201 0.184 0.258
86 Santolina trieno 1590 6.849 3.366
124 3-Careno 1593 3.750
125 3-(1-Metil-2-propenil)-1,5-ciclooctadieno 1597 10.586
33 Oxido de Cariofileno 1617 2.369 0.346 0.459 0.628
126 (1R,7S)-Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1B-ol 1687 0.374
127 exo-7-(2-Propenil)biciclo[4.2.0]oct-1(2)-eno 1732 1.083
60 Hexahidrofarnesil acetona 1846 0.024
128 Esterlzl-etilhexil octadecilico del acido 1962 0.080
carbdnico
46 Palmitato de isopropilo 2021 0.163
Total 87.949 78.406 82.566 89.519
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Figura 16. Cromatogramas ionicos de los volatiles extraidos en las cuatro fibras seleccionadas
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Figura 17. Cromatogramas ionicos de los volatiles extraidos en las cuatro fibras seleccionadas

por MEFS-EC de las partes aéreas secas de P. macrocephalum
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Para la construccion de los graficos de radar de P. macrocephalum (Figura 18),
se seleccionaron siete de los metabolitos que mas destacaron en las cuatro fibras. En
el caso de la planta fresca, la extraccion del limoneno fue la mas alta en la fibra negra
con mas del 80 % del total de componentes volatiles identificados. En la planta seca,
también destacd la presencia del D-limoneno, aunque en menor proporcién. Este
comportamiento ya se habia presentado en P. linaria, donde el limoneno también fue el
metabolito que se extrajo en mayor proporcion en la fibra negra. Un metabolito que no
se identificod en los aceites esenciales pero que se detectdé con la MEFS-EC fue el
dehidrohagarofurano, un sesquiterpeno que se encuentra principalmente en especies
de la familia Celastraceae (Gao et al.,, 2007), aunque también se ha reportado en
especies de la familia Piperaceae (Gasparetto et al., 2017) y Lamiaceae (Cavalli et al.,
2004).

P. macrocephallum fresca P. macrocephallum seca
Z)-Hex-3-en-1-ol :
( )100 D-Limoneno
10
diisobutirato de 2,2,4- 80 20
Trimeti-1,3- 60 p-Mirceno Santolina trieno Linalool
pentanediol 2
10
20 10
U\
(E)-2-Dodecenal D-imonene Dihidroo-B- Decanal
agarofurano
3-Hexenil tiglato Decanal Cariofileno 1-Decanol
—PDMS  ——DVB/CAR/PDMS  ——PDMS/DVE  ——CAR/PDMS ——PDMS ——DVB/CARIPDMS ——PDMS/DVB ——GAR/PDMS

Figura 18. Graficos de radar de las fibras utilizadas (PDMS; DVB/CAR/PDMS; PDMS/DVB,;
CAR/PDMS) que muestran la proporcion (%) relativa para los analitos mayoritarios en P,
macrocephalum
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5.2.3 Perfil quimico por resonancia magnética nuclear (RMN-'H) del aceite

esencial de P. macrocephalum

El espectro de RMN del aceite esencial de P. macrocephalum presentd dos

sefales diagnosticas facilmente distinguibles para el D-limoneno, lo que pone en
evidencia su alto contenido en la planta. A diferencia de P. linaria, no se detecto la

presencia de ningun aldehido en concentraciones altas (sefial entre 61 ~ 9.5 ppm), por

lo que con un espectro de proton se pueden distinguir las dos especies.

Limoneno —»

r
[ |
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Figura 19. Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 5 mg) de los aceites esenciales de P.
macrocephalum.
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5.3. Analisis quimico del extracto acuoso de P. linaria: Perfil cromatografico por
UHPLC-UV

Durante el desarrollo del presente trabajo se decidio preparar una infusion de la
planta seca de P. linaria. Este extracto fue analizado por cromatografia de liquidos de
ultra alta eficiencia acoplado a un detector de UV (UHPLC-UV, por sus siglas en inglés).
Debido a que la muestra corresponde a un extracto acuoso, se utilizé una columna de
fase reversa C-18 para llevar a cabo su analisis. El perfil cromatografico obtenido se
muestra en la Figura 19 y destaca un pico mayoritario en 6.7 min. Este pico
corresponde al 53.8 % del total de los detectados. El espectro de UV de este
compuesto presentod tres bandas principales: banda |, en 210 nm, banda Il, 255 nm y
banda Il en 347 nm. Con la finalidad de conocer a que compuesto corresponde el pico
en 6.7 min, se decidio aislarlo y su elucidacién estructural se discute en la siguiente

seccion.
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Figura 20. Perfil cromatografico por UHPLC del extracto acuoso de P. linaria. Columna BEH
C18 (1.7 ym, 100 mm). Fase movil, CH3CN-H20 (0.1 % Ac. Férmico).
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5.3.1. Aislamiento de avicularina (129) a partir del extracto acuoso

El extracto acuoso obtenido por infusién fue sometido a una separacion con
Diaion HP-20 usando como fase movil metanol-agua en gradiente. De este
fraccionamiento se obtuvieron cinco fracciones. La fraccion menos polar (metanol 100
%) se sometié posteriormente a una purificacion con Sephadex LH-20, de la cual se
obtuvo un so6lido amarillo, soluble en metanol y metanol-agua 50:50. Este metabolito
resultdé ser la avicularina. Los datos que permitieron confirmar su estructura se

describen a continuacion.

S
HO—X

Figura 21. Estructura quimica de la avicularina (129)

El espectro de ultravioleta presento tres bandas de absorcion idénticas a las del
pico en 6.7 min del extracto acuoso (Figura 28), y que son caracteristicas para
flavonoles. El espectro de IR (FT-IR) muestra frecuencias de absorcion caracteristicas
para el nicleo de flavonoide como son, una sefial en vmax 1652 cm™' que corresponde
al carbonilo del sistema y-pirona, y otra sefial en 1596 debido a los anillos aromaticos A
y C, asi como de grupos hidroxilos de un sacarido y fenoles (una senal ancha e intensa
en 3300 cm™ y otra sefial en 1110 cm™).

Su masa exacta se determin6é con en el ion observado en el espectro HRESI
modo negativo en m/z 433.0786 [M-H] consistente con la formula C20H17011~ (masa
cal.: 433.0771).
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El espectro de RMN-'H presentd diez sefales, las cuales integran para 11
protones, y que corresponden a 9 metinos y un metileno. Cinco metinos se encuentran
en la region aromatica 6 6-7.8 ppm y los otros cuatro metinos y el metileno, en la
region de los protones del residuo del sacarido en 6 5.5-3.4 ppm. La aglicona presentd
sefales caracteristicas para un nucleo de tipo quercetina, ya que las senales en 0 6.21
(d, J = 2.0 Hz, H6) y 6.39 (d, J = 2.3 Hz, H-8) presentan acoplamiento meta, y
corresponden al anillo A. Las sefales en 8 6.91 (d, J = 8.7 Hz, H-5"), 7.50 (dd, J = 8.4,
2.1 Hz, H-6') y 7.54 ppm (d, J = 2.3 Hz, H-2") corresponden al anillo B. El residuo de
sacarido corresponde a una pentosa, la cual, al analizar y comparar los datos con los
descritos en la literatura, se comprobd que corresponde a la a-L-arabinofuranosa. De
tal forma que el espectro presento las siguientes senales: un singulete ancho en & 5.47
ppm se le asignd al proton anomérico H-1"; un doblete en & 4,34 (d, J =2.8 Hz), se le
asigno al proton H-2"; otra sefial en 6 3.92 fue asignada al proton H-3" (dd, J = 5.2, 2.9
Hz); el multiplete en © 3.88 ppm fue asignado al proton H-4", y finalmente, el triplete en
0 3,51 (2H, J = 4.4, H-5") se le asignd al grupo metileno del residuo de azucar. Los
espectros COSY y HMBC permitieron confirmar que la estructura corresponde a la 3-O-

a-L-arabinofuranosido (avicularina).

300000

Banda |
250000 Amax 210 nm

200000

a

Banda |
Amax 255 nm Banda Il
Amax 347 nm

band

C
1500004

Abso

100006

50000

0

190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470
Longitud de onda {nm)

Figura 22. Espectro de UV de la avicularina (129)
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Figura 23. Espectro de RMN-'H de la avicularina (CH3OH-d4, 400 MHz).
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5.4. Analisis quimico proximal y nutrimental de P. macrocephalumy P. linaria

El valor nutrimental del papaloquetile (P. macrocephalum) ya ha sido
documentado. Castro y col. (2011), describieron el contenido de nutrimentos
inorganicos, vitaminas y su analisis proximal (Tablas 12, 13 y 14). Estos datos
reportados fueron obtenidos de las tablas de composicion de alimentos y productos
alimenticios (version condensada 2015), que son editadas y compiladas por el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Aunque las
tablas del INCMNSZ indican que estos datos pertenecen a P. tagetoides, Castro y col.
emplean estos datos y hacen referencia a P. macrocephalum. De igual manera,
Fukalova y col. (2022) analizaron especies cultivadas y silvestres recolectadas en la
costa de Valencia, Espaia. Los grupos mencionados realizaron el analisis proximal y
sus datos son muy similares, pero en lo que se refiere al contenido de nutrimentos
organicos, los datos de Fukalova et al., son mas completos ya que determinaron
también Mg, K, Na, Cuy Zn.

Tabla 13. Contenido de minerales reportado en P. macrocephalum

Porophyllum macrocephalum

Mineral Castro, Bye y Fukalova, et al., 2022
(mg) Mera (2011)
Seca Silvestre Cultivada

Calcio 361.00 439.29 +119.86 687.49 £ 19.22
Magnesio Nd 131.15+£9.22 185.54 £ 21.10
Potasio Nd 51528 +49.22 477.75 +40.99
Fosforo 31.00 56.48 + 3.31 84.57 + 3.96
Sodio Nd 7.19+1.21 8.21+1.60
Hierro 2.35 1.80 £0.12 1.70£0.17
Cobre Nd 0.17+ 0.01 0.37+ 0.01
Zinc Nd 0.51 £0.04 0.39 £0.03
Selenio 0.02 Nd Nd

Nd: No detectado
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Tabla 14. Analisis proximal de P. macrocephalum

Porophyllum macrocephalum

Castro, Bye y
Mera (2011)

Fukalova, et al., 2022

Componente _ .
Seca Silvestre Cultivada

Humedad * 93.20 84.70 £ 0.43 76.64 £ 0.02
Materia seca* Nd 15.30 £ 0.61 23.36 £ 0.17
Cenizas* 0.90 1.49 £ 0.02 2.33+0.02
Proteinas * 1.78 1.89 £ 0.00 1.19 £ 0.01
Grasas * 0.32 0.66 £ 0.00 0.41+£0.01
Fibra * 0.92 5.50 + 1.88 3.57 £ 0.66
Carbohidratos* 2.90 6.80 + 3.49 17.55 + 0.63
Contenido 25 4070 +1.16 78.65 + 0.22

energético *(Kcal)

*en g/100 g de

muestra; Nd: no detectado

Tabla 15. Contenido de vitaminas liposolubles e hidrosolubles en P. macrocephalum.

P. macrocephalum
Castro, Bye y Mera (2011)

Vitamina B1* (tiamina) 0.08
Vitamina B2*

(riboflavina) 0.20
Vitamina B3* (niacina) 0.31

S . fa

Vltal"mrfa C* (acido 18.80
ascorbico)

Vitamina A* 1122.21
B-Carotenos* 1.16

*Ul: unidades internacionales

Por lo que respecta a P. linaria, sus datos nutrimentales hasta la fecha no estan

reportados, por lo cual en este trabajo se realizé su analisis proximal, la determinacién

de vitaminas, minerales y macronutrientes.
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Tabla 16. Analisis quimico proximal y contenido de vitaminas y minerales de P. linaria

Analisis quimico proximal (g/Por cada 100 g)

Humedad

Cenizas

Grasa (extracto etéreo)
Proteina

Fibra dietética
Carbohidratos
digeribles totales*
Contenido energético
(kcal)**

7.17 £0.062
9.87 +0.166
3.78 +0.188
17.91£0.84
556.33+0.78

5.95

129.41

Contenido de minerales (mg)

Calcio
Magnesio
Potasio
Foésforo
Sodio
Hierro
Cobre
Zinc

862.78 + 37.28
230.93 £+ 3.94
71447 + 36.44
320.58 + 16.02
19.70 £ 0.27
4.42 +0.21
0.44 £ 0.001
0.86 = 0.04

Contenido de vitaminas (mg/Por cada 100 g)

Vitamina C
Niacina

Tiamina
Piridoxina
Riboflavina
Acido félico (ng)
Vitamina A
Vitamina D
Vitamina E

0.04 £ 0.001
30.13 £ 1.449
0.61 £0.029
79.71 £ 3.990
Nd

69.63 + 3.054
0.15 £ 0.0095
Nd

Nd

Nd: No detectado



5.5. Actividad anti-lipasa de P. linaria'y P. macrocephalum

Los resultados de la actividad inhibitoria contra la lipasa pancreatica in vitro se
muestran en la Tabla 17. Todos los extractos y fracciones evaluadas mostraron efecto
inhibitorio, a excepcion de la fraccion de hexano obtenida a partir del reparto de la
infusién de P. linaria, debido a su baja solubilidad en el medio. Se destaca la actividad
inhibitoria de los aceites esenciales de ambas especies (mayor al 60 %), asi como la
fraccion EAS obtenida del fraccionamiento primario del extracto acuoso de P. linaria
(96.42 %), las fracciones organicas de AcOEty CHCIs y el (E)-2-dodecenal.

Tabla 17. Actividad inhibitoria de extractos, fracciones y compuestos puros sobre la
lipasa pancreatica

Muestra % Inhibicién * DE
Aceite P. macrocephalum fresco (AMF) 71.02 £ 2.052
Aceite P. macrocephalum seco (AMS) 87.30 £ 2.15°
Aceite P. linaria fresco (ALF) 76.76 + 4.06°
Aceite P. linaria seco (ALS) 60.42 + 1.422
Extracto acuoso total de P. linaria (EAT) 65.00 + 3.20°
Fraccién EA1 100% H20 18.15 + 0.54°
Fraccién EA2 H,O-MeOH 75:25 54.82 + 1.37°
Fraccién EA3 H.O-MeOH 50:50 31.03 £ 0.91°
Fraccion EA4 H,O-MeOH 25:75 28.29 +1.872
Fraccion EA5 100% MeOH 96.42 + 2.04°
Fraccion de AcOEt de la infusién de P 92.10 £ 1.492
linaria

Fraccion de Hex de la infusion de P. linaria Nd¢
Fraccion de CHCI; de la infusién de P 88.52 +2.63°
linaria

Avicularina 3240 +£2.33
Limoneno Nd
Muestra Clso (MM)' £ LC
(E)-2-Dodecenal 293.85 + 23.95
Orlistat 1.160 + 0.062

aPorcentaje de inhibicion promedio de tres réplicas a una concentracion de 0.2 mg/ml; PPorcentaje de inhibicion
promedio de tres réplicas a una concentracion de 2.0 mg/ml; °Porcentaje de inhibicién promedio de tres réplicas a
una concentraciéon de 0.4 mg/ml; 9No determinado por solubilidad; ®Porcentaje de inhibicion promedio de tres
réplicas a una concentracion de 1.0 mg/ml; ‘Resultado de la evaluacion por triplicado.
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Respecto a la fraccion EA5, y como se aprecia en su analisis mediante CCD
(Figura 4), la avicularina se distingue como el compuesto mayoritario de esta matriz.
Sin embargo, su efecto contra la lipasa es significativamente inferior al de la fraccién
primaria. Por lo tanto, es probable que la actividad inhibitoria contra la enzima de esta

muestra se deba a otros componentes.

También se evaluo el D-limoneno como uno de los metabolitos principales del
volatiloma de las especies, sin embargo, este metabolito tampoco mostré efecto
inhibitorio sobre la lipasa (Clso > 1000 uM). Este resultado contrasta con los valores de
actividad de los aceites esenciales de P. linaria y en especial de P. macrocephalum
(planta seca), donde su proporciéon es mayor al 50 %. Estos resultados permiten
concluir que la actividad inhibitoria de los aceites puede deberse a un efecto de sinergia

entre los metabolitos presentes en este preparado.
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6. CONCLUSIONES

Se logré profundizar en el volatiloma de P. linaria 'y P. macrocephalum gracias al
analisis de sus aceites esenciales preparados con planta fresca y seca, asi como la

implementacion de la microextraccion en fase sélida con espacio de cabeza.

El analisis de los resultados permiti6 confirmar que el D-limoneno es un
metabolito en comun entre las dos especies, siendo mayoritario en P. macrocephalum.
Con respecto a P. linaria, los componentes volatiles que destacaron, adicional al D-

limoneno, fueron (E)-2-dodecenal, 3-mirceno y decanal.

Se logro el aislamiento de uno de los metabolitos mayoritarios de P. linaria. El
analisis de sus datos espectroscopicos y espectrométricos permitid confirmar su

estructura como (E)-2-dodecenal.

P. linaria es una fuente de magnesio, potasio, calcio y fosforo, asi como de

vitaminas B3, B6 y B9 (acido fdlico).

Los aceites esenciales mostraron buena actividad contra la enzima lipasa
pancreatica, en particular el aceite de la planta seca de P. macrocephalum (87.3 % de
inhibicion). Estos hallazgos proporcionan un valor agregado a estas especies del
género Porophyllum ampliamente utilizadas como condimentos, de tal forma que
deberia profundizarse en el estudio del consumo de estas plantas, hasta ahora
subvaloradas, y que parecen contribuir al metabolismo de lipidos de la poblacion

mexicana.

Este es el primer trabajo que integra el analisis de los volatilomas de dos quelites

importantes de la gastronomia mexicana.
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Figura 25. Espectro de infrarrojo (FTIR-ATR) del (E)-2-dodecenal (30)
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Figura 28. Espectro COSY del (E)-2-dodecenal (30)
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Figura 29. Espectro NOESY del (E)-2-dodecenal (30)
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Figura 30. Espectro de infrarrojo (FTIR-ATR) de la avicularina (129)
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Figura 32. Espectro de HSQC de la avicularina (129)
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Figura 33. Espectro de HMBC de la avicularina (129)
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Figura 35. Espectro NOESY de la avicularina (129)
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