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RESUMEN

Se cuantifico los fenilpropanoides libres:
acido clorogénico y acido cichdrico, glicosidicos
(equinacdsido); asi como las alcamidas presentes
en extractos de raices de las plantas medicinales
Echinacea purpurea y E. angustifolia, produci-
das en 3 localidades de Costa Rica: Los Santos a
1650 msnm, Santa Bérbara de Heredia a 1250
msnm y Ojo de Agua a 850 msnm. Conforme
disminuy6 la altitud de las zonas de siembra,
también disminuy la concentracion de los meta-
bolitos analizados. La concentracién de los fenil-
propanoides y del equinacésido (sintetizado ex-
clusivamente por E. angustifolia) producidos en
Costa Rica, fue 100 y 34% mayor, respectiva-
mente, que la concentracion reportada para una
muestra control proveniente de EE.UU. Lasalca
midas se produjeron en un rango de 0,89-2,31%
comparado con 0,004-0,36% reportado en
EE.UU. En Costa Rica |la presencia de alcamidas
fue similar para las 3 zonas en estudio. Sin em-
bargo, 2 de €llas presentaron un grado de isome-
rismo diferente a reportado en muestras de
EE.UU. Estos resultados indican que en condi-
ciones tropicales, no solo se puede producir
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ABSTRACT

Quantitative analyses of the main che-
mical constituents in the roots of Echinacea
purpurea and E. angustifolia produced in Cos-
ta Rica. Free phenylpropanoids (chlorogenic and
cichoric acids), and a glycosidic (echinecoside),
as well as the alkamides, present in root extracts
of the medicinal plants Echinacea purpurea and
E. angustifolia produced in 3 different locations
of Costa Rica (Los Santos at 1650 masl, Santa
Bérbara de Heredia at 1250 mas and Ojo de
Agua at 850 masl) were quantified. Results sho-
wed a decrease on secondary metabolites asso-
ciated to an altitude reduction of the growing zo-
ne. Concentration of free phenylpropanoids and
the echinecoside (produced exclusively for E.
angustifolia) were 100 and 34 % higher than the
concentration reported for a standard sample
from U.S.A. Alkamides concentration ranged
from 0.89-2.31%, as compared to 0.004-0.36%
reported from U.S.A. The alkamides produced in
Costa Rica were similar in the 3 growing zones.
In addition, 2 of them showed different isome-
rism than the ones reported in samples from
U.SA. These results indicate that in tropical
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Echinacea en un menor tiempo, sino también que
las cantidades de metabolitos secundarios son
mayores a las producidas por la planta en sus
areas de origen. La presencia de compuestos con
diferente grado de isomerismo podria presentar
nuevas aternativas de uso de esos metabolitos.

INTRODUCCION

Echinacea sp. conocida en los Estados
Unidos como “purple coneflower, coneflower y
black sampson”, es una de las plantas medicina-
les de mayor importancia en el mercado de hier-
bas Europeo, Canadiense y de los Estados Uni-
dos; esta entre las mas vendidas como medicina
herbolaria, representando un 9,9% de laindustria
de las hierbas medicinales (Rawls 1996). Son
plantas nativas del Norte de América, que han si-
do usadas por afios por los indigenas con propo-
sitos medicinales.

Diferentes partes de la planta son usadas ex-
ternamente contra las picaduras de insectos, mor-
deduras de serpiente y quemaduras (Busing 1952,
Hill et al. 1996), e internamente paralatos, € res-
frio, el dolor de garganta, lasinfecciones respirato-
rias cronicas e inflamaciones (Hobbs 1989, 1994,
Leung et al. 1996). También se ha confirmado la
actividad inmunoestimulatoria, antiviral y antibac-
teriana de E. angustifolia en humanos (Bauer y
Foster 1991, Bodinet y Beuscher 1991, Bodinet et
al. 1993). Extractos de Echinacea han sido tam-
bién usados en medicina veterinaria para aumentar
lafertilidad de hembras bovinas (Fischer 1976), en
el tratamiento delamastitis (Otto 1982) y enferme-
dades respiratorias en caballos (May 1994, Wolter
1997). Ademas, se ha demostrado que las acami-
das presentes en Echinacea sp. tienen actividad in-
secticida, habiéndose demostrado mayor actividad
contra Musca sp que algunas piretrinas (Jacobson
1954, Crombiey Krasinki 1962).

L os principal es metabolitos secundarios
identificados en diferentes partes de la planta
incluyen alcaloides (Hobbs 1994); alcamidas
(Perry et al. 1997, Schulthess et al. 1991);

conditions not only is it possible to produce
Echinacea, but also that the amount of metaboli-
tes is higher than those produced in the Echina-
cea’s origin areas. The presence of compounds
with different isomerism could provide an alter-
native use for those metabolites.

polisacaridos (Bauer y Wagner 1991, Bonadeo et
al. 1971); poliacetilenos (Bauer et al. 1988,
Schulte et al. 1967); flavonoides (Bauer y Wag-
ner 1991, Christ y Muller 1960); fenilpropanoi-
des (libres y glicosilados) (Bauer y Foster 1991,
Hobbs 1989, Stall et al.1950); y aceites esencia-
les (Delabays y Slacanin 1995).

Las 2 especies de Echinacea més cultiva
das mundialmente son E. purpurea (80%) y E.
angustifolia (20%), que también son plantadas
como ornamentales en jardines y producidas co-
mercialmente como flores de corta (Starman et
al. 1995).

En Costa Rica, durante los dltimos 10
afos se ha venido incrementando |la siembra de
E. purpureay E. angustifolia, presentandose am-
plias expectativas para su produccién a gran es-
cala; dado el tiempo tan corto en que la planta
completa su ciclo, 12 meses, comparado con 36
en EE.UU., el ato precio que se paga por las rai-
ces ($10-$40 kg) y por las hojas ($1-$2 kg?)
gue son producidas para exportacion.

Sin embargo, la falta de estudios sobre la
adaptabilidad del cultivo, la productividad y la
calidad del producto; han ocasionado que algu-
nas siembras fueron establ ecidas en zonas ubica
das a menos de 1500 msnm, afectando principal-
mente la acumulacién de los principales
metabolitos secundarios, esto ha causado una ba
ja calidad del producto, lo cua es un inconve-
niente para la comercializacion.

Por tal motivo, se planted como objetivo
principal de estainvestigacion identificar y cuan-
tificar los principales metabolitos secundarios,
mediante |a caracterizacion quimica de las raices
de Echinacea sp. producida en 3 diferentes zo-
nas de Costa Rica.
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MATERIALESY METODOS
Material vegetal

Se recolecté material vegetal de 12 meses
de edad, producido en 3 localidades de Costa Ri-
ca laprimera ubicadaen lazonadelos Santos en
San Pablo de Ledn Cortés a 1650 msnm; la se-
gunda en la zona de Santa Barbara, en San Pedro
de Heredia a 1250 msnm; y la tercera en Belén,
en Ojo de Agua a 850 msnm. El material vegetal
fueidentificado en el herbario Juvenal Valerio de
la Escuela de Ciencias Ambientales de la Univer-
sidad Nacional, en donde se depositd un gjemplar
de cada especie.

Preparacién y extraccion de las raices

Un kilogramo de raices de cada especie
fue seccionado a +2,5 cm y luego secado en un
horno con circulacion de aire a 45°C por 3 dias.
Posteriormente, el material seco fue molido utili-
zando un molino de martillos con unamalla de 6
mm. Una muestra de 300 g de este material fue
macerada con una mezcla 80:20 de etanol a
95%: agua, la muestra se mantuvo en la mezcla
por 2 semanas, a final delas cuaes sefiltrdy €
solido fue nuevamente macerado. Después de
realizar 3 maceraciones, €l extracto hidroal coh6-
lico fue concentrado en un evaporador rotativo a
presion reducida y 45°C, obteniéndose 1,5 litros
de extracto concentrado.

Deteccion y fraccionamiento
de los metabolitos secundarios

Con el uso de cromatografia de capa fina
(CCF) se verifico, en el extracto concentrado, la
presencia de los principales metabolitos: Fenil-
propanoides libres como €l &cido clorogénico y
el &cido cichdrico; el equinacosido que es un fe-
nilpropanoide glicosilado y las alcamidas. Un
tercio (500 ml) del extracto hidroalcohdlico
concentrado, preparado inicialmente, fue extrai-
do con disolventes de diferente polaridad: hexa-
no, diclorometano, acetato de etilo, obteniéndo-
se 4 fracciones, las cuales fueron concentradas
en el evaporador rotativo a presion reducida y
45°C. Posteriormente, mediante CCF analiticay

cromatografia de columna (CC), se purifico y
aislo los diferentes metabolitos secundarios: al-
camidas, de la fraccion hexanica, los fenilpropa-
noides libres de la fraccion de diclorometano; y
un fenilpropanoide glicosilado de las fracciones
de acetato de etilo y €l remanente acuoso.

Analisis por cromatogr afia liquida
de alta eficiencia (HPL C)

La deteccion y cuantificacion de los fenil-
propanoides libres y del fenilpropanoide glicosi-
lado, se realiz6 por medio de un cromatégrafo li-
quido de alta eficiencia (HP 1090 A), con un
detector de arreglo de diodos (HP 1040 A) y un
sistema integrador (HP 3392 A), todos de lamar-
ca Hewlett® Packard). Fue utilizada ademés, una
columna Hibar 125-4, Merck, Darmstadt LiCh-
rospher 100 Cqg (5um). Los fenilpropanoides
fueron separados utilizando un gradiente linea
de fase movil (20 min) de un 5% de acetonitrilo
agua® hasta un 25% de acetonitrilo. El flujo fue
de 1,0 ml min't. Ademés, la fase mévil contenia
un 1% (v/v) de &cido fosférico 0,1 N., paralograr
una mejor resolucién de los picos presentes en el
cromatograma. La separacion fue monitoreada a
330 nm. El volumen inyectado fue de 10 pl de
muestra.

Andlisis por cromatogr afia
de gases acoplado a masas (GC-MS)

Debido a su volatilidad, |a determinacion
de alcamidas se realizo por GC-MS. El equipo
analitico consistié de un sistema HP 6890
(Hewlett® Packard). Se empled una columnaca-
pilar Crosslinked Methyl Siloxane de 0,25 pm
de didmetro interno, HP 19091S-933, con una
temperatura inicial de 150°C y una final de
325°C; con un tiempo inicial de 3 miny un gra-
diente de 4°C min-t, paraun tiempo total de co-
rridade 60 min. El gasde arrastre fue helio gra-
do cromatogréfico a una presién de 13 psi. Se
utilizé un detector de masas selectivo No. 5973
y una computadora Vectra Xa de Hewlett® Pac-
kard. Se realizo 3 lavados post-inyeccion de la
jeringa con etanol y 3 con alcohol isopropilico
antes de lainyeccion de lamuestra. El volumen
deinyeccion fue de 1 pl. Las alcamidas fueron
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identificadas seguin los tiempos de retencién y
los espectros de masas de |os picos obtenidos en
los cromatogramas, comparados con los obteni-
dos con |as disoluciones de sustancias puras, pre-
viamente analizados y almacenados en una base
de datos. La cuantificacion se realiz6 con el mé-
todo de esténdar externo empleando patrones en
rango de concentracion de 0-1,5% en peso.

RESULTADOSY DISCUSION
Analisis de extractos de E. purpurea

En el cuadro 1 se muestra los porcentgjes
de &cido clorogénico y acido cichdrico presentes
en muestras representativas de 3 zonas de produc-
cion de esta especie en Costa Rica. Lamayor con-
centracion fue de 5,16% y se obtuvo enlazonade
los Santos (1500 msnm.), la muestra contiene
1,12% mas acido clorogénico y cichérico que la
muestra reportada de EE.UU. También el cuadro
1 presenta como la concentracion de estos meta-
bolitos disminuye drasticamente en las otras 2 zo-
nas evaluadas, con 3,23 % para Santa Barbara'y
0,82 % para Ojo de Agua. Podrian ser mdltiples
las causas que provocaron este comportamiento;
sin embargo, la atitud es considerada como una
de las principales variables que estaria afectando
la acumulacion de estos metabolitos. Lo anterior
podria deberse a problemas de adaptabilidad del
cultivo, dado que Echinacea sp. es una planta Cg
gue necesita habitats aptos para que pueda reali-
zar un proceso fotosintético normal. El hébitat

natural de esta planta, se encuentra a atitudes
iguales o mayores alos 1500 msnm.

Por o que se podria esperar que conforme
disminuya la dtitud del lugar de cultivo, condi-
ciones climéticas como la temperaturay lalumi-
nosidad varien, con lo cual, esta planta reduce su
capacidad fotosintética y aumenta la fototranspi-
racion (Delabays y Scalamin 1995), o cual con-
duce a unamenor acumul acion de fotoasimilados
y por ende a una disminucién de la concentracion
de los metabolitos secundarios.

En e cuadro 2 se presenta los tipos y por-
centgjes de las alcamidas identificadas en muestras
representativas de las 3 zonas productoras de Cos-
taRica, en comparacion con lostipos reportadosen
unamuestrade EE.UU. L osresultados indican que
en las muestras de Costa Rica solo se detectaron 3
tipos de alcamida en comparacion con las 12 pre-
sentes en la muestra estandar de EE.UU. Més aln,
2 delas 3 alcamidas encontradas en las muestras de
Costa Rica presentan un patron de isomerismo
(2E,4E) (2E,42) y (2E, 42,8Z,10E) diferente a re-
portado por Bauer et al. (1988, 1989).

La concentracién de alcamidas encontrada
en las muestras de Costa Ricafue de 2,31 + 0,02%
para la zona de los Santos, 1,12 + 0,02% para
SantaBarbaray 1,73 + 0,02% para Ojo de Agua,
en comparacion con 0,004-0,039% reportado
para muestras estdndar de EE.UU., 0,013-
0,102% para muestras de Australiay 0,08-0,36%
para muestras de Nueva Zelandia (Rogers et al.
1998). Aln cuando la cantidad de alcamidas en-
contrada en las plantas producidas en Costa Ri-
ca fue mayor que la reportada para E. purpurea

Cuadro 1. Contenido de fenilpropanoides libres en muestras de Echinacea purpurea provenientes de 3 zonas dtitudinales de

Costa Rica. (% por peso seco deraiz).

Metabolito EE.UU.2 (%) Costa Rica? (%)
Los Santos Santa Bérbara Ojo deAgua
(1650 msnm.) (1250 msnm) (850 msnm.)
Acido clorogénico 0,56+0,02¢ 1,15+0,03 0,77+0,03 0,66+0,03
Acido cichorico 3,48+0,02 4,01+0,03 2,46+0,03 0,16+0,03
Total 4,04+0,02 5,16+0,03 3,23+0,03 0,82+0,03

Ver Rogers et al. 1998.
b Promedio de 3 repeticiones.
¢ Datos + error estandar
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Cuadro 2. Contenido de alcamidas en muestras de Echinacea purpurea provenientes de 3 zonas altitudinales de Costa Rica. (%

por peso seco de raiz).

Alcamida Los Santos? Santa Bérbara? Ojo de Agua?

(1650 msnm) (1250 msnm) (850 msnm)
% % %
Olefinica
1. (M)N-Isobutil-(2E,4Z,8Z,10E)- 0,592+0,01° 0,742+0,02 0,749+0,01
dodecatetraenamida

Acetilénica

2. (M)N-Isobutilundeca-(2E,4E)- 1,050+0,02 0,066x0,01 0,526+0,02

dieno-8,10-diinamida

Acetilénica

3. (M)N-(2-Metilbutil) undeca 0,673+0,03 0,311+0,03 0,451+0,03

(2E,4E)-dieno-8,10-diinamida

TOTAL 2,315+0,02 1,12+0,02 1,73+0,02

Seglin Rogers et al. 1998, las alcamidas reportadas en EE.UU. son: Undeca, dodeca, Isobutil y Metilbutil amidas. Olefinicasy

acetilénicas. Cuyos grados de isomerismo son:
(2E, 42),(2Z, 4E),(2E-4E, 8Z, 10Z,),(2E-4E, 8Z, 10E)
3Promedio de 3 repeticiones b Datos * error estandar

creciendo en otras partes del mundo, esta cantidad
pudo ser todavia mucho mayor; sin embargo, hasi-
do informado que la determinacion de acamidas,
en este tipo de planta, podria verse afectada por las
condiciones de mangjo de la muestra en €l labora-
torio, entre las que se puede mencionar € seccio-
nado, € secado, laextracciony € tipo de solventes
utilizados, ademas, de los periodos de amacena
miento de los extractos, lo cual provoca la forma-
cidn de compuestos extrafios y la pérdida de cier-
tas alcamidas ya formadas (Rogers et al. 1998).

Contenidos altos de alcamidas son muy
deseables debido no solo a efecto positivo de es-
tos compuestos sobre el sistemainmunol 6gico en
seres humanos, sino también por su actividad in-
secticida contra la mosca doméstica (Musca do-
mestica L.) (Greger 1984).

Andlisisde extractos de E. angustifolia
La zona de los Santos fue donde se obtu-

vo la mayor produccién de metabolitos, por tal
motivo se determind la cantidad de los metaboli-

tos en una muestra representativa de esta zona 'y
se compard con los datos reportados de una
muestra estandar proveniente de EE.UU. Se ob-
servé que en la zona de los Santos la acumula-
cion promedio de los &cidos clorogénico y cicho-
rico y del equinacdsido fue 100% y 25% mayor,
respectivamente, que la de EE.UU. (Cuadro 3).
Estos resultados corroboran que las condiciones
climéticas, alaatura que se encuentrala zonade
los Santos, son propicias para la produccion de
fenilpropanoides en alta cantidad tanto de E. pur-
purea como de E. angustifolia. Cabe resaltar que
el interés de cultivar ambas especies de Echina-
cea en Costa Rica obedece a que E. angustifolia
produce, en adicion a los metabolitos encontra-
dos en E. purpurea, un equinacosido, el cual pre-
senta una comprobada actividad inmunoestimu-
latoria en los seres humanos (Bauer y Wagner
1991). En este sentido la zona de los Santos no
solo produce mayor cantidad del equinacésido en
comparacion con EE.UU. sino que de las 3 zonas
evaluadas en Costa Rica estaesla Unica donde la
planta lo sintetiza (datos no mostrados).
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Cuadro 3. Contenido de fenilpropanoides en una muestra de
Echinacea angustifolia, representativa de la zona
los Santos, Costa Rica. (% por peso seco de raiz).

Fenilpropanoides EE.UU.2 Zona de los Santos °
% (1650 msnm.)
%
Acido clorogénico 0,03%+0,01° 0,21%+0,05
Acido cichérico 0,18%+0,01 0,21%+0,05
Equinacdsido 1,40%:+0,01 1,87%+0,05

a8 Ver Rogerset al. 1998
b Promedio de 3 repeticiones.
¢ Datos * error estandar

En el cuadro 4 se presenta las 3 alcamidas
identificadas en una muestra representativa de la
zona de los Santos, a igua que en el caso de E.
purpurea, se encontré que de los 3 tipos de alca-
mida, 2 de ellas presentan un patrén de isomeris-
mo (2E,4E) y (2E, 4Z,8Z,10E), diferente a re-
portado por Bauer et al. (1988).

Cuadro 4. Contenido de acamidas en una muestra de
Echinacea angustifolia, representativadelazonade
los Santos, Costa Rica. (% por peso seco de raiz).

Alcamida Zona de los Santos®

(1650 msnm)
%

Olefinica

1. (M)N-Isobutil-(2E,4Z,8Z,10E)- 0,646+0,01°

dodecatetraenamida

Acetilénica

(2): (M)N-Isobutilundeca-(2E,4E)- 0,109+0,02

dieno-,8,10-diinamida

Acetilénica

(3): (M)N-Metilbutilundeca-(2E,42)- 0,135+0,03

dieno,8,10-diinamida

TOTAL 0,89+0,02

Seglin Rogers et al. 1998, Las 15 alcamidas reportadas en
EE.UU. son:

Undeca, dodeca, Isobutil y Metilbutil amidas. Olefinicas y
acetilénicas cuyos grados de isomerismo son: (2E, 42),(2Z,
4E),(2E-4Z, 8Z, 10Z) (2E-4Z, 8Z, 10Z)

a8 Promedio de 3 repeticiones.

b Datos * error estandar

La cantidad de acamidas encontrada en la
muestra de Costa Rica fue de 0,89+0,02% en
comparacion con 0,12+0,02% para muestras de
EE.UU. y 0,06+0,02% para muestras de Austra-
lia (Rogers et al., 1998). Estos resultados corro-
boran unavez mas el gran potencia delazonade
los Santos como region productora de Echinacea
sp. de alta calidad. Nuevamente, los datos sobre
la acumulacién de alcamidas, podrian estar in-
fluenciados por las condiciones de manejo de la
muestratal y como se comenté parael caso de E.
purpurea.

En resumen se obtuvo que los contenidos
de metabolitos secundarios producidos tanto en
Echinacea purpurea como en E. angustifolia,
en condiciones de Costa Rica, son mayores que
los reportados en los EE.UU., de donde es ori-
ginaria esta planta. Se encontré que E. angusti-
folia, ademés produce un equinacosido que no
sintetiza E. purpurea y que es de suma impor-
tancia por ser uno de los principales compues-
tos paramejorar el sistemainmunolégico delos
seres humanos. También es importante resaltar
gue en el caso de las alcamidas aunque solo se
encontré 3 en comparacion con 12 reportadas
en EE.UU., 2 de ellas presentan diferente grado
de isomerismo, esta caracteristica es importan-
te evaluarla con més detalle pues podria modi-
ficar el efecto del metabolito. En general, las
condiciones tropicales que ofrece Costa Rica al
cultivo de esta especie no solo reducen el tiem-
po en que la planta completa su ciclo de vida,
sino que también ofrecen la posibilidad de cul-
tivarla en zonas donde la alturay el climale
brindan condiciones muy favorables para au-
mentar la cantidad de los metabolitos de inte-
rés, tal es el caso de la zona de los Santos a
1500 msnm.
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