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RESUMEN

TITULO*: INTERVENCION DE TRABAJO SOCIAL EN LA CONFORMACION DE
COOPROSOYA COMO UNA ALTERNATIVA PARA MEJORAR  CONDICIONES
NUTRICIONALES Y GENERAR INGRESOS EN EL BARRIO MARIA PAZ DE
BUCARAMANGA.

AUTORA: MORALES TOLOSA, ADRIANA ANDREA™.

PALABRAS CLAVES: Estilos de Vida Saludable, Desarrollo Humano, Capital Social,
Calidad de vida, Cooperativismo, Cooperativa de Soya

CONTENIDO

En el presente informe se describe el desarrollo de la practica de Trabajo Social en la
Corporacion para la Promocién de Estilos de Vida Saludable SURGIR, realizada con el
objeto de fortalecer el proceso de formacion de COOPROSOYA una cooperativa que
procesa soya conformada por habitantes del barrio Maria Paz de la ciudad de
Bucaramanga con el fin de convertirse en una fuente generadora de ingresos y de
mejorar las condiciones nutricionales y a la vez generar estilos de vida saludable y
contribuir al mejoramiento de su calidad de vida.

La intervencion es fundamentada tedricamente con la siguiente tematica: Estilos de Vida
Saludable, Calidad de Vida, Desarrollo Humano, Capital Social y finalmente sobre
Cooperativismo. La metodologia utilizada para la actualizacion del diagnéstico y
formulacion del proyecto productivo se realizé de forma participativa mediante la
aplicacion de formularios, entrevistas grupales, reuniones informativas y talleres; lo cual
permitié la caracterizacion y descripcion demogréfica y el analisis de la situacion actual
del sector.

A través de la practica se logré dar inicio a un proceso social en el ambito comunitario
con algunos de los habitantes del barrio Maria Paz de Bucaramanga, constituyéndose la
Cooperativa de Procesadores de Soya COOPROSOYA dirigida a promover el bienestar
social y mejoramiento de su calidad de vida. Asi mismo permitié la confrontacién entre
practica y teoria permitiendo evaluar los conocimientos adquiridos en la academia y la
utilidad de aplicacion en la realidad.

* Informe Mejorado
** Facultad de Ciencias Humanas. Director MILTON ORTIiZ PICON Trabajador Social



ABSTRACT

TITLE: Social work intervention in COOPROSOYA shaping as an alternative to improve
nutritional status and generate profits in Maria Paz neighborhood in Bucaramanga. *

AUTHOR: MORALES TOLOSA, ADRIANA ANDREA™.

KEY WORDS: Healthy Lifestyles, Human Development, Social Capital, Quality of Life,
Cooperatives, Soybean Cooperative.

CONTENT

The present report describes the development of the practice of Social Work at the
Corporation for Promotion of Healthy Lifestyles SURGIR, conducted with the aim of
strengthening the process of forming COOPROSOQOYA cooperative, soybean processing
formed by residents of the neighborhood Maria Paz in Bucaramanga, in order to become
a source of revenue and improve nutritional status and simultaneously generate healthy
lifestyles and help improve their quality of life.

The intervention is grounded in theory with the following theme: Healthy Lifestyles,
Quality of Life, Human Development, Social Capital and finally on Cooperatives. The
methodology used to update the diagnosis and development of productive project, was
conducted in a participatory manner through the application forms, group interviews,
briefings and workshops, which allowed the characterization and demographic
description and analysis of the current situation.

Through the practice was reached to initiate a social process at community level with
some of the inhabitants of the Maria Paz neighborhood in Bucaramanga, becoming the
Soybean Processors Cooperative COOPROSOYA aimed at promoting social welfare and
improving their quality of life. Likewise allowed the confrontation between theory and
practice allowing assess the knowledge acquired in the academy and the usefulness of
application in reality.

*Report Improved.
** Faculty of Human Sciences. Director MILTON ORTIZ PICON Social Worker



INTRODUCCION

Muchas plantas aromaticas poseen caracteristicas farmacologicas o sea,
se les atribuyen propiedades benéficas para curar enfermedades. Es
necesario, desde el punto de vista cientifico establecer una relacion entre
la medicina tradicional y las actividades quimica, bioldgica y terapéutica

de las plantas [1].

Los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas de compuestos
naturales que tienen su origen en las plantas aromaticas; son
extremadamente volatiles y poseen un intenso olor. Muchas plantas que
producen AE, pertenecen a diversas familias, entre las cuales figuran:
Asteraceae, Lamiaceae, Apiaceae, Rutaceae, Lauraceae, Mpyrtaceae,

Magnolialaceae, Pinaceae vy Lilaceae [2].

Los AE se utilizan ampliamente en cosmética, perfumeria, fitoterapia y en
alimentos como saborizantes, por esta razén, poseen una gran demanda
internacional, principalmente, en los paises desarrollados. Su obtencién
se realiza principalmente por hidrodestilacion o arrastre con vapor,

métodos industriales, relativamente econdmicos y faciles de implementar.

El valor econémico y la aplicabilidad industrial de las esencias estan
directamente relacionados con su composiciéon quimica, que determina
todas las propiedades (fisicoquimicas, organolépticas, etc.) y las
actividades (antioxidantes, antimicrobiales y antifungicas). Es por ello, que
el establecimiento de la composicion de los aceites esenciales es una
tarea importante y requiere de la combinacion de métodos de extraccion
de los metabolitos secundarios de la planta [3]; algunos de estos métodos
son: hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD),
extraccion con fluido supercritico (SFE) y destilacidn-extraccion

simultanea con solvente (SDE).



Las técnicas instrumentales para analizar los aceites esenciales varian
desde espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) e infrarroja (IR) hasta
separaciones por cromatografia de gases (GC) e identificacion por

espectrometria de masas (MS).

Lippia origanoides H.B.K. pertenece a la familia Verbenaceae, cuyas
plantas se caracterizan por la produccion de aceite esencial. La existencia
de quimiotipos es una caracteristica notable en esta familia y, en
particular, para el genero Lippia [4]. Debido a ésto, en el presente trabajo
se realizd un amplio estudio, empleando distintas técnicas extractivas y
cromatograficas, de los AE provenientes de dos quimiotipos de L.
origanoides encontrados en el Cafon del rio Chicamocha y cultivados
mediante esquejes en parcelas experimentales, ubicadas en el Complejo
Agroindustrial Piloto del CENIVAM, UIS.

Es de gran interés la actividad antibacterial de los compuestos naturales
debido a su utilizacidn para preservar los alimentos. Los AE de las plantas
son una fuente potencial de agentes antimicrobianos de origen natural.
Algunos aceites esenciales de plantas, incluyendo Thymus vulgaris
(Tomillo) y Ocimum basilicum (Albahaca) [5], inhiben totalmente el
desarrollo de hongos en los granos de maiz. La actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales de las especias utilizadas en cocina, esta
asociada a la presencia de compuestos fendlicos. La especie L.
origanoides puede ser propuesta como fuente alternativa de estos fenoles
debido a su alta concentracion en el AE, y el rendimiento alto del mismo
(ca. 2%). Ademas, el AE de uno de los quimiotipos es rico en timol, posee
una alta actividad biologica [6-8], perfilandose como posible ingrediente
activo en cosmecéuticos, productos que, ademas de ser cosmeéticos,
tienen la propiedad de curar alguna enfermedad causada por
microorganismos. El otro quimiotipo de L. origanoides que se estudio,
posee un AE de aroma amaderado-citrico por la presencia de compuestos

como p-cimeno y trans-B-cariofileno [9] y puede ser usado en perfumeria



0 como aromatizante de productos de limpieza doméstica y enmascarador

de olores de algunos materiales.

Para incorporar en el ambito nacional una especie vegetal con fines
agroindustriales, se necesita estudiar exhaustivamente la planta en
cultivos experimentales, con el fin de determinar la composicién del aceite
esencial y extractos en distintos estados fenoldgicos y asi determinar los
periodos de mayor productividad. Por tanto, COLCIENCIAS, a través del
Laboratorio de Cromatografia, CIBIMOL, y otros grupos de investigacion
de cuatro Universidades publicas del pais, buscan responder a esta
necesidad creando la Union Temporal, Centro de Investigacion de
Excelencia, CENIVAM, cuyo objetivo es la puesta en marcha a nivel piloto

de la cadena productiva de aceites esenciales en Colombia.

La infraestructura que poseen el Complejo Agroindustrial Piloto de
CENIVAM vy el Laboratorio de Cromatografia, ubicados en el campus
principal de la Universidad Industrial de Santander, UIS, ofrecieron
condiciones Optimas para llevar a cabo el proyecto propuesto,
implementar la metodologia, desde la siembra de la especie a estudiar,
hasta la identificacion de sus metabolitos secundarios por GC-MS. Los
costos del proyecto fueron cubiertos por COLCIENCIAS vy el Laboratorio
de Cromatografia a través del contrato CENIVAM-Colciencias RC-432-
2004.

Se obtuvieron resultados interesantes sobre la composiciéon de la planta
en distintos estados fenoldgicos, por ejemplo, que en el AE y en los
extractos obtenidos de plantas durante la floracién se aumento6 la cantidad
de timol y p-cimeno, compuestos con actividad biolégica [10]. También se
encontré que el rendimiento del AE al final de la floracion fue mayor, pero
no la biomasa representada por el peso de las hojas. La medicion de
algunas propiedades fisicoquimicas segun los protocolos de las normas

ISO, fue otro de los objetivos alcanzados en esta investigacion.



Dentro de los objetivos de la agroindustria de plantas aromaticas y aceites
esenciales, esta el de contribuir al desarrollo regional y nacional, mediante
el estudio de los recursos naturales que ofrecen las variedades geografica
y térmica de nuestro pais, y el aprovechamiento de tecnologias limpias y
asequibles al trabajador rural y al empresario nacional. Este trabajo siguio
estos principios, puesto que la planta es nativa y se siguieron buenas
practicas agricolas en el establecimiento de su cultivo, ademas se
obtuvieron subproductos reutilizables después de las destilaciones, i.e. el

compost.

Algunos de los resultados obtenidos durante la investigacion se
publicaron en las memorias del IX Congreso Colombiano de Fitoquimica,
Pereira 2007 y de ISEO, Gratz, Austria 2007. También se publicaron dos
articulos, uno en la revista Scientia et Tecnologia de la Universidad

Tecnologica de Pereira y el otro, en Natural Product Comunications.

Este trabajo contiene 25 tablas, 28 figuras y se citan 106 referencias

bibliograficas.



1. ANALISIS DE LA LITERATURA

1.1 ACEITES ESENCIALES

Hace siglos que se descubridé que los principios activos, responsables por
las fragancias de las plantas se podian aislar por su calentamiento con
agua. Estos principios, fases oleosa y acuosa, se obtuvieron por su
condensaciéon en una superficie fria. A los aceites separados de la fase
acuosa se les llamé “aceites esenciales” o “aceites etéreos”, debido a su
alta volatilidad [11]; aunque hay algunas excepciones como los AE de
Cognac y Cornmint [12]. Gran parte del presente estudio se dedica a los
AE, que se definen como “parte del metabolismo de un vegetal,
compuesto generalmente por terpenos (mezclas liquidas en su mayoria,
que forman una sola fase), que estan asociados o no a otros
componentes, la mayoria de ellos volatiles, y que generan en conjunto el

aroma de dicho vegetal” [13].

Los AE representan solo una pequeia fraccién de la planta de la cual se
derivan, pero le dan un olor caracteristico a toda la planta [14]. Existe una
gran gama de AE, los hay desde los que poseen aromas finisimos y son
empleados en perfumeria (e.g. AE de vetiver), hasta los que no poseen
tan agradables olores, pero si otras cualidades, por ejemplo, pueden
usarse como agentes antibacteriales o antifungicos (e.g. AE de oregano);
otros aceites pueden ser toxicos para los humanos, por ejemplo, AE de
Boldo, algunos, se utilizan en aromaterapia como el de ylang-ylang o
como saborizantes de bebidas gaseosas como los de los citricos y del

jengibre.

Los AE se pueden clasificar de acuerdo con su consistencia, origen y
naturaleza quimica de los compuestos mayoritarios [15] (Véase la Tabla
1). Acorde con la consistencia, existen esencias fluidas liquidas a

temperatura ambiente (AE de Lippia origanoides); balsamos, que son de
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consistencia muy espesa (balsamo del Peru); oleorresinas que tienen la

fragancia de la planta en forma muy concentrada y son liquidos muy

viscosos o0 semisolidos (e.g. oleorresina de pimienta negra).

Tabla 1. Clasificacion de los aceites esenciales.

CRITERIO CLASIFICACION

EJEMPLOS

FLUIDOS

Liquidos muy volatiles a
temperatura ambiente:
Esencias de menta, salvia,

limén y albahaca.

CONSISTENCIA BALSAMOS

De consistencia espesa,
poco volatiles y propensos
a polimerizarse: Balsamos

de copaiba y de Peru.

OLEORRESINAS

Liquidos muy viscosos o
sustancias semisdlidas:
Caucho, gutapercha vy

oleorresina de paprica, etc.

NATURALES

Se obtienen directamente
de la planta y no se
someten posteriormente a
ninguna modificacién fisica
0 quimica: Esencias de

plantas aromaticas y flores.

ORIGEN

ARTIFICIALES

Se obtienen a través de los
procesos de
enriquecimiento de la
misma esencia con uno de
sus componentes
principales, o son la
mezcla de varias esencias
naturales, e.g. esencia de
anis enriquecida con

anetol.

SINTETICAS

Mezclas de diversos
productos quimicos
obtenidos sintéticamente.




Tabla 1, Continuacion

Esencias de albahaca,
salvia, menta, etc, en las
TIPO MONOTERPENOIDE cuales prevalecen

monoterpenos, Cyo.

Esencias de ciprés,

copaiba, pino, etc, en las

NATURALEZA QUIMICA TIPO
cuales abundan
DE LOS COMPONENTES SESQUITERPENOIDE
sesquiterpenos, Cys.
MAYORITARIOS
Esencias de geranio,
jazmin, lavanda, ylang-
COMPUESTOS ylang, ricos en compuestos
OXIGENADOS oxigenados, ésteres,

alcoholes, aldehidos.

Respecto a su origen, los AE se clasifican como naturales, artificiales o
sintéticos. Los artificiales son AE que son enriquecidos con algun
componente (AE de geranio enriquecido con linalool), los sintéticos son

mezclas de componentes que han sido obtenidos quimicamente [16].

1.1.1 Métodos industriales de obtenciéon de los AE. Para obtener los
AE a escala industrial, existen los siguientes dos procedimientos, que se
utilizan de acuerdo con los requerimientos del material vegetal [17]: A.
Expresion en frio, que consiste en presionar el material vegetal hasta
obtener el AE que se arrastra con agua a temperaturas bajas, este
meétodo se utiliza para obtener AE de la cascara de citricos, que es
inestable a temperaturas altas y es dificil de extraer, porque se encuentra
contenido en glandulas duras; B. Métodos destilativos, sobre los cuales

se tratara a continuacion.

o Métodos destilativos. Se utilizan principalmente tres métodos
para obtener los AE a partir del material vegetal. El primero consiste en
sumergir material vegetal parcialmente en agua dentro del alambique,
este proceso se denomina hidrodestilacion o destilacion con agua. En
el segundo método, conocido como destilacion agua-vapor, se coloca
una cantidad de agua en el fondo del destilador y sobre ésta en un
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falso fondo se pone el material vegetal. Los anteriores procesos
requieren de una fuente de calor que puede ser gas natural, y un
sistema de condensacién que utiliza agua como refrigerante, ésta se
recircula con ayuda de una bomba hacia el sistema de enfriamiento y
de nuevo al condensador; por estas razones los costos son
relativamente bajos. Un tercer proceso denominado destilacion con
vapor o arrastre con vapor, requiere de una caldera que produce el
vapor, el cual se introduce en el alambique donde se encuentra el
material vegetal, esto hace mas costoso el método y mas dificil de
implementar, pero a cambio de esto, se obtienen los AE de mayor

calidad, en un periodo de tiempo mas corto.

En los métodos destilativos el agua penetra los tejidos de la planta
disolviendo parcialmente los componentes volatiles, difundiéndose por
las membranas celulares y vaporizandose desde la superficie, luego el
AE se arrastra por el vapor de agua hasta el condensador v,
finalmente, se separa por decantacion; este proceso continua hasta
que se agote el AE en los tejidos [13, 18]. Como el agua es el solvente
de extraccion, en la fase inicial del proceso los compuestos oxigenados
(polares), se destilan mas rapido que los compuestos terpénicos no
oxigenados que destilan después, en orden creciente de su punto de

ebullicién [19].

1.1.2 Control de calidad de los AE y su adulteracion. Se requiere
establecer la composicidon quimica y algunas propiedades fisicoquimicas
de los AE para clasificarlos de acuerdo con la calidad que se desee para
determinada especie. Como ejemplo ilustrativo esta el aceite de ylang-
ylang, pues de acuerdo con el contenido de compuestos oxigenados (i.e.
acetato y benzoato de bencilo), el valor del aceite esencial se incrementa,
asi como su posicion en la escala de calidad que va desde la tercera (la
mas baja), cuando el AE es rico en sesquiterpenos no oxigenados, hasta
la “Extra”, cuando el AE es rico en compuestos oxigenados como ésteres
[20]. El control de calidad de un aceite esencial tiene como objetivo

garantizar que éste tenga unas determinadas caracteristicas
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composicionales y organolépticas definidas, y que éstas se mantengan de
un lote de produccidon a otro. A través de un analisis quimico se puede

evaluar:

e El cumplimiento de las normas de calidad;

e Deteccion de adulteraciones;

e Diferenciacion de calidades;

o Normalizacién de calidades, e.g. estandarizacion de una esencia
de menta por mezclado de distintas partidas con diferentes calidades;

e Determinacion que el producto es realmente natural.

Para rechazar un determinado lote de produccion de AE se utilizan
diferentes parametros analiticos y los valores obtenidos para una muestra
se comparan con los establecidos en la correspondiente norma [13]. Los
principales parametros analiticos empleados en el control de calidad de

los AE se resumen en la Tabla 2.

La cromatografia es el método que mas se usa para analisis de AE en los
ultimos anos; por ejemplo, la cromatografia de gases acoplada a
espectroscopia infrarroja se utilizé para la determinacion de
adulteraciones, es el caso del AE de tomillo Francés conocido como
“Thyme de Provence”, el cual tiene un precio elevado comparado con el
aceite esencial de tomillo de Marruecos, que se agrega al Francés como
adulteracion, pero ningun AE de tomillo tiene como compuesto mayoritario
borneol excepto el de Marruecos (ca. 26.22%); de esta manera, se puede
descubrir la adulteracion del “Thyme de Provence”, realizando la

cuantificacion de borneol por GC-IR [21].



Tabla 2. Parametros analiticos empleados en el control de calidad de los
AE.

1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Oilor, color, apariencia

Densidad, poder rotatorio, indice de

, refraccion, miscibilidad con etanol, punto de
2. DETERMINACIONES FISICAS
congelacion, punto de inflamacion, rango de

destilacion.

. . indices de acidez, de éster, de saponificacion,
3. INDICES QUIMICOS
de acetilo y de fenoles.

4. CARACTERISTICAS Perfil cromatografico, cuantificacion de los
CROMATOGRAFICAS componentes principales.

5. CARACTERISTICAS Espectros ultravioleta-visible, Infrarrojo,
ESPECTROSCOPICAS espectrometria de masas.

6. OTRAS DETERMINACIONES Residuos de pesticidas, métales pesados.

De la misma manera, el analista quimico hoy en dia acude a la
cromatografia como la técnica de separacion y a la espectrometria de
masas para identificar los compuestos presentes en las mezclas. El poder
de GC-MS radica en los avances de la técnica de separacion y en el
desarrollo de la deteccion sensible por espectrometria de masas; asi
como en los nuevos sistemas de tratamiento de datos que son de gran
importancia en el area de los aceites esenciales [22]. Ademas de la
combinacion GC-MS, hay otras importantes técnicas en la industria
perfumistica como lo es la cromatografia de gases con deteccion olfativa,
puesto que la relacidn entre la concentracion del componente e intensidad
de su olor puede variar para diferentes compuestos, y no siempre los
componentes mayoritarios detectados por FID (detector de ionizacidén en
llama) o MSD (detector selectivo de masas) son los mayores
contribuyentes en el olor del aceite, en cambio, con asistentes humanos
como “detectores” (narices), su significado si se puede determinar mejor
[23].
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1.2 MERCADO DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son productos de alto valor comercial en el

mercado mundial, que aunque no se consumen directamente, en forma

pura, tienen multiples aplicaciones en las industrias de fragancias, aromas

y sabores, medicamentos y otros productos con diferentes usos quimicos;

cada industria requiere distintos AE [13, 24], lo que se puede resumir en

la Tabla 3.

Tabla 3. Principales usos de los AE.

Sector econémico Industria

Areas de aplicacion

Perfumes

Cosmeéticos

Fragancias

Aseo y limpieza

Plasticos y Pinturas

Acentuar notas de superficie, medias y
bajas de perfumes y aguas de perfume, de
tocador etc.

Hacer mas agradable, o impartir identidad
a los productos cosméticos, i.e. jabones,
champues, cremas.

Otorgar fragancia a los productos de
limpieza para pisos, bafios, cocinas, etc.
Enmascaradores de olores que poseen los

cauchos y algunos pigmentos.

Alimentos Confiteria: menta, anis, eucalipto, jengibre.
Carnicos como jamon y salchichas: tomillo
orégano. Condimentos: mostaza, albahaca,

Aromas y Sabores tomillo.

Bebidas Refrescos vy licores: lUpulo, anis, sasafras,
jengibre, citricos.

Cigarros Menta y vainilla.

Antisépticos Tomillo, clavo, menta y orégano.

Con efecto sobre el
SNC

Medicamentos
Efecto sobre el

(medicina

alternativa
) Efecto sobre el

aparato digestivo

Aromaterapia

aparato respiratorio.

Neroli y lavanda, sedantes; limén, euforico;
valeriana y lupulo, tranquiliantes.
Tomillo, eucalipto y pino

Manzanilla, anis, romero y coriandro.

Vetiver, Ylang-ylang.
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Tabla 3, Continuacion

Petroquimica Utilizacion de  terpenos
como vehiculo de flotacién

y lubricantes

Disolventes Disolventes para oleos vy
Otras actividades pinturas, y para limpiadores
quimicas de chips de computadores

Biocidas Bactericidas: tomillo, clavo,

orégano y menta.
Insecticidas: coriandro,

citronela, limonaria, tomillo.

Los sectores econdmicos que mas utilizan los AE son de alimentos,
aromas, sabores y de fragancias; estas actividades facturaron en 2004
cerca de 11 billones de Euros, de los cuales el 6% se destind a
investigaciones concernientes al desarrollo de tecnologia [25]. El 50 % de
la produccion mundial se destin0 a aromatizantes, el 25% a las
fragancias, el 10% a aromaterapia, el 5% a fitoterapia y a la obtencion
productos de mayor valor agregado (citral, eugenol, anetol, timol, carvona
entre otros) utiles, entre otras cosas, en quimica organica fina [26, 27].
Las empresas europeas que mas se destacan en el consumo de AE y
oleorresinas con fines cosméticos son Unilever del Reino Unido, Wella y
Beresdorf de Alemania, y L"Oreal y Sanofi de Francia [28].

Los Estados Unidos y la Uniéon Europea (EU) son los mayores
consumidores de los AE en el mundo; los paises de la Union Europea en
2004 consumieron 48.600 toneladas de los AE, por un valor de 501
millones de Euros [25]. Entre 2002 y 2004 hubo un incremento en el
volumen de consumo en el 3%, aunque los precios mostraron
fluctuaciones, paises como Francia, Inglaterra y Alemania mantuvieron un
aumento promedio del 3% en el volumen de consumo; sin embargo,
paises como Hungria y Republica Checa, que son nuevos socios de la
EU, junto con Finlandia, aumentaron el consumo de los AE en porcentajes

que van del 18% (Finlandia) hasta el 99% (Hungria). Paises
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Latinoamericanos como Argentina, Brasil y México, junto con otros en via
de desarrollo rapido, como India, Marruecos e Indonesia, representan el
60% de las importaciones de aceites esenciales de la EU [25]. La Figura
1 representa la participacién de algunos paises en el mercado mundial de

aceites esenciales [29].

Importadores
PAISES BAJOS CAMADA
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CHIMNA EE.LIL.
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ERASILV
EE.UU.
CHINA

FRAMCIA

Figura 1. Principales paises importadores y exportadores de aceites

esenciales en el mundo.



En el 2007 EE.UU. export6é una cifra récord de 1,19 billones de ddlares,
incrementando en 13 % lo registrado en 2006; Canada y la Union
Europea son los principales importadores con un 26 y 24 %,

respectivamente [30].

Por su parte, Colombia importd en el afio de 2002, cerca de 163 millones
de dolares, siendo EE.UU. y México los principales proveedores, esta
demanda esta representada principalmente por empresas multinacionales
con sedes en Colombia [24]. El valor de las importaciones en dodlares
disminuyo6 durante el periodo de 1998-1999, presentando el aumento de
2001 a 2002, que fue en c.a. 100% (Ver Figura 2). Aunque nuestro pais
no es un productor de los AE y otras mezclas odoriferas, en 2002 exportd
cerca de 20 millones de ddlares por este concepto, en su mayoria a
paises del area Andina, pero esto fue producto de la actividad
comercializadora (compra-venta) de multinacionales radicadas en nuestro
pais [24]; de ahi, se vislumbra la necesidad de crear una industria

nacional de los AE.
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Figura 2. Dinamica de las importaciones colombianas de aceites

esenciales y mezclas odoriferas durante el periodo 1998-2002.
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1.21 Aspectos del mercado del AE de tomillo y productos
relacionados. Dentro de los usos principales del aceite esencial de
tomillo figuran los siguientes: como saborizante en carnicos reemplazando
a la hierba seca, ingrediente de salsas u otros condimentos, agente
antibacterial y antioxidante en alimentos semiprocesados; los AE vy
extractos ricos en este compuesto como los de algunos quimiotipos de
orégano, tomillo e inclusive el de Lippia origanoides se han usado como

biocidas organicos [31].

Dentro de otros usos, no menos importantes, esta el de preparados
homeopaticos contra afecciones respiratorias y digestivas. También el AE
de tomillo lo usan como fungicida ecoldgico, y el timol presente en el AE
de tomillo es utilizado como acaricida contra el parasito Varroa en

apicultura [32].

Empresas francesas como Essences Naturelles Corses, se especializan
en la produccion de aceite de tomillo [33]; algunas otras empresas como
Laksmi Traders y Rajesh Trading de India, se ocupan de la separacion de
timol de los AE, que lo contienen, para su posterior comercializacion [33,
34], pues éste es un producto costoso, aunque no se disponga de cifras
fiables en este concepto. En Argentina el precio del AE de tomillo llega a
costar 94,8 ddlares por un kilogramo [29]. Segun el directorio comercial
espanol Kompass [35], hay 159 empresas en el mundo que comercializan
el AE de tomillo, la mayoria de ellas estan en paises como la India (27),
Francia (32), Polonia (21), Suiza (8) y Espafia (4). De otro lado, hay en el
mundo 35 que se dedican a comercializar el timol, la mayoria esta

radicada en Francia (8), Espaina (6), y en la India (2).

El AE de L. origanoides por poseer una composicion similar al del tomillo,
podria sustituirlo en algunos usos. Ademas el AE de L. origanoides ya ha
mostrado actividad biologica, y se han encontrado cantidades altas de
timol en el. Aprovechando el mercado del AE de tomillo el AE de L.
origanoides podria competir con este teniendo en cuenta su rendimiento,

la mayor produccion de biomasa y su facil adaptacion en climas calidos.

15



1.3 TECNICAS DE EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES VEGETALES EN EL LABORATORIO

Comunmente se utilizan tres técnicas para extraer metabolitos
secundarios volatiles en el laboratorio, a saber: hidrodestilacién asistida
por microondas (MWHD), destilacidén-extraccion simultanea con solvente
(SDE) y extraccion con fluido supercritico (SFE). Stashenko E. y
colaboradores [36] han investigado diferentes técnicas -entre las cuales
se encuentran las tres anteriores-, para la extraccion de los metabolitos
secundarios de Lepechinea schiedeana, mostrando que SFE permitio
aislar compuestos mas pesados y menos volatiles, i.e. diterpenoides y
fitoesteroles, que no fueron extraidos por las demas técnicas (SDE y
MWHD); mientras que SDE recuperé principalmente mono- vy
sesquiterpenoides y sus analogos oxigenados. MWHD es una técnica que
extrae los AE con un perfil cromatografico similar al obtenido de aceites

extraidos por técnicas a escala industrial.

1.3.1 Hidrodestilacion asistida por microondas. Esta técnica fue
patentada por J. Paré [37], es de gran utilidad para la extraccion de los AE
a escala de laboratorio, pues es rapida, sencilla y relativamente
econdmica. En su modificacién, que se usé en este trabajo, el material
vegetal se sumerge al agua dentro de un matraz de 2 L; luego, bajo el
efecto de la radiacion, el agua se calienta hasta ebullicién disolviendo
parcialmente el AE alojado en los tejidos vegetales. Estas estructuras
celulares se rompen por la presién de vapor elevada y la esencia se

libera, y se arrastra por el vapor de agua, que luego se condensa.

En el Laboratorio de Cromatografia de la UIS se han realizado numerosos
trabajos, usando esta técnica y optimizando las variables de extraccion,
para un mejor rendimiento, como lo describen Stashenko y colaboradores
[38] y Tsarkova [39]. En estas investigaciones, el balén que contiene el
material, se introduce al horno microondas comercial, el material vegetal y
el agua se calientan en el matraz, asi se permite aislar el aceite,

evaporarlo y luego condensarlo en una trampa tipo Dean-Stark. El tiempo
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de extraccion es de aproximadamente 40 min, que es mucho menor que

las 3 6 4 horas necesarias para la hidrodestilacién convencional.

Craveiro y colaboradores [40], también describen un método de
extracciéon por microondas para AE como el de Lippia sidoides, en el cual
con ayuda de una bomba de vacio y una trampa de frid, se logra obtener

el extracto en tan solo 5 min.

1.3.2 Destilacion-extraccion simultanea con solvente. Godefroot y
colaboradores [41], en 1981 reportaron el disefio de un equipo modificado
a micro-escala de destilacion-extraccién simultanea con solvente, a partir
del descrito en 1964 por Likens y Nickerson [42]. Este método permite
operar con solventes de alta densidad, sin necesidad de concentrar el
extracto por evaporacion, que se recoge en 1 mL de solvente, siendo el
diclorometano el mas utilizado por su densidad y su compatibilidad con
los compuestos presentes en el AE. Al trabajar con estos volumenes de
solvente y pequefas cantidades de material vegetal se reducen los costos
del analisis, la contaminacion, asi como el tiempo, pues un estudio
completo, incluyendo la preparacion de la muestra y el analisis
cromatografico, dura 4 h [41]. Ademas, el método permite también
cuantificar sustancias que se encuentran a nivel de trazas en

concentraciones del orden de ppb.

En el Laboratorio de Cromatografia se han realizado estudios con esta
técnica, utilizando un montaje similar al descrito por Godefroot, siguiendo
una metodologia descrita por Stashenko y colaboradores [3], en la cual se
introducen 10 g del material vegetal (MV) con 30 mL de agua, 2 mL de
diclorometano; la extraccidén dura 2 h, y se inyecta en el cromatdgrafo 1

mL de extracto.

1.3.3 Extraccion con fluido supercritico (CO;). En la actualidad, la
extracciéon con fluido supercritico es cada vez mas usada para la
extraccion de esencias de las plantas [43]. Esta técnica ha ganado

aceptacion porque es considerada segura para la salud de las personas y,
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los extractos obtenidos han sido reconocidos por su calidad de olor y
sabor sobre otro tipo de extractos, aunque la SFE sea costosa; estas
caracteristicas son los que se tienen en cuenta en el momento de elegir
esta técnica [44, 45]. Ademas es un método funcional ya que variando las
condiciones de temperatura y presion se pueden obtener selectivamente
diferentes clases de extractos. El uso de ciertas sustancias, a presiones y
temperaturas cercanas a las criticas, se basa en que éstas podrian ser
consideradas como solventes adecuados para la extraccion de

metabolitos volatiles y semivolatiles de las plantas [46-48].

La técnica, patentada por Walter Jennings de J & W Scientific [49], incluye
un montaje tipo Soxhlet, el cual se introduce, junto con el CO; sélido (hielo
seco), en un cilindro metalico que soporta presiones altas (hasta 1500
psi), y que mantiene las condiciones requeridas para que el CO, se
comporte como fluido supercritico. De esta manera se puede realizar una
extraccion en Soxhlet convencional, pero en condiciones sub- y super
criticas [50]. Ademas, la alta densidad del CO, supercritico hace que éste
sea un solvente adecuado para una gran variedad de sustancias. En el
Laboratorio de Cromatografia se han establecido condiciones para
extraccion de metabolitos secundarios volatiles, i.e. 10 g de MV, 320 g de
CO, y 2 h de extraccion, asi lo reportan Stashenko y colaboradores en

sus trabajos [3, 50].

1.4 SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE
UN EXTRACTO

En la actualidad, los métodos modernos de analisis de aceites esenciales
estdn basados principalmente en la cromatografia de gases capilar,
usando detectores convencionales, e.g. de ionizacién en llama (FID) y
selectivo de masas (MSD) [19].

El estudio de la composicién y el control de calidad de las esencias se
realizan a través de diferentes métodos de separacion, identificacion y

cuantificacion, entre los cuales se destacan los siguientes [51]:
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e Meétodos quimicos de separacion (obtencidn de derivados);

e Destilacion fraccionada;

e Cromatografia de capa fina;

e Cromatografia en columna (obtencion de fracciones);

e Cromatografia liquida de alta eficiencia (fraccionamiento);

e Cromatografia de gases (separacibn de componentes y su
cuantificacion);

e Espectrometria de masas (identificacion de los compuestos);

El presente estudio, principalmente, esta sustentado en la cromatografia
de gases capilar, que es la técnica mas usada en el analisis de los AE. A

continuacion, se trataran brevemente los puntos mas importantes.

1.4.1 Cromatografia de gases capilar. A principios del siglo XIX Mikhail
Tswett, botanico ruso, que trabajoé en la Universidad de Varsovia, separé
pigmentos naturales en zonas coloreadas, por el paso de extractos
vegetales a través de columnas adsorbentes empacadas. Mas tarde, él
designé como “cromatografia” (escritura del color), al fendmeno
observado [47]. Desde entonces, se ha empleado este término para
referirse a todos los procesos que conlleven distribucion de compuestos
entre dos fases, una movil y otra, estacionaria, asi no sean coloreadas las
zonas separadas, que son analizadas por cromatografia de gases. De
esta manera, la cromatografia de gases es un método de separacion en el
cual los componentes de una muestra se reparten o distribuyen entre dos
fases: una de éstas es estacionaria, con un area superficial relativamente
grande, y la otra es un gas el cual se percola a través de la fase
estacionaria [44]. La muestra es vaporizada y arrastrada por una fase
gaseosa movil a través de la columna muy delgada. La reparticion de las
sustancias entre las fases estacionaria liquida y movil (equilibrio), se
presenta de acuerdo con sus solubilidades a determinada temperatura.
Los componentes de la muestra, llamados solutos o analitos, se separan
de los otros basados en sus presiones de vapor relativas y por la afinidad

por la fase estacionaria. Este tipo de proceso cromatografico se llama
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elucion [52]. Este, y otros procesos, se llevan a cabo en un cromatografo
de gases que consta de inyector, columna, detector y un sistema de

datos, asi como se muestra en la Figura 3.

; _ Camarade
S-IStem?de ionizacidn
inyeccion Interfase

Analizador

n— I;<I

Controladores
de
flujo o presién

Detector

-------

Columna

CROMATOGRAFO DE GASES :
ESPECTROMETRO DE Py

MASAS Yivedteesaas

Sistema de datos

______

Gas portador

Figura 3. Diagrama de bloques principales de un cromatégrafo acoplado

a espectrometro de masas.

La columna cromatografica es la parte mas importante del sistema
cromatografico, cuya eleccion esta guiada por la naturaleza de la muestra
a analizar. La polaridad de la fase estacionaria, diametro y longitud de la
columna influyen directamente sobre la eficiencia de la separacion y el
tiempo de analisis [53]. Las columnas usadas actualmente estan
constituidas por un tubo de silice fundida que es flexible, de diametro muy
pequefno (estandar, 0.25 mm) y variadas longitudes (desde 15 a 100 m);
éstas proporcionan resolucion alta y permiten separar analitos en funcion
de sus diferentes polaridades, volatilidades y pesos moleculares. Entre las
columnas mas usadas se encuentran la DB-WAX, que posee una fase
polar de poli(etilenglicol) y la DB-5MS de fase estacionaria apolar de 5%-
fenil-poli(dimetilsiloxano); estas fases estan soportadas sobre las paredes
de la columna. Como fases moviles comunes se encuentran los gases
helio, argdén, nitrogeno e hidrégeno siendo el primero el gas mas

empleado en la cromatografia capilar. Por otra parte, también existe una
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serie de detectores con principios fisicoquimicos de funcionamiento
distintos, que se eligen de acuerdo con la naturaleza de los analitos; entre
los mas comunes estan el detector de nitrégeno-fésforo (NPD), que es un
detector selectivo, de captura de electrones (ECD), de ionizacién en llama
(FID) y selectivo de masas (MSD), entre otros. Los modos de inyeccién
también varian en funcion de la naturaleza de los solutos y su

concentracion en la matriz; a saber: split, splitless, on-column.

1.4.2 Espectrometria de masas. La espectrometria de masas con
ionizacion por impacto de electrones, esta basada en la generacion de
iones en fase gaseosa a partir de las moléculas de analito, seguida de la
separacion de esos iones y su deteccion. El espectro de masas resultante
es un grafico de la abundancia relativa de los iones producidos en funcion
de su relacion m/z. Hoy en dia, la espectrometria de masas es una
técnica altamente desarrollada, gracias a los modernos sistemas de
tratamiento de datos, entre otras caracteristicas. Esta técnica comprende
cinco pasos: (1) Introduccién de la muestra; (2) lonizacion de los analitos
en fase gaseosa, a presion reducida; (3) Separacion de iones segun sus
masas (mas exactamente, m/z); (4) Deteccion de los iones (medicion de
corrientes idnicas) y, (5) Procesamiento y analisis de los datos. MS es una
técnica de separacion y deteccién de iones fragmento, cuyo analisis
permite establecer la estructura molecular de una sustancia ionizada y
disociada [48].

MS es una técnica de aplicacion analitica en muchos estudios cualitativos
y cuantitativos. Las aplicaciones cualitativas comprenden la elucidacion
estructural de compuestos desconocidos, entre los cuales figuran
productos naturales, metabolitos de drogas y otros xenobidticos, vy
compuestos sintéticos, entre otros. En este campo, MS es importante
para la determinacion de la férmula molecular o composicién elemental
(MS de alta resolucion) y elucidacion estructural. MS es la técnica
espectrométrica mas sensible para el analisis molecular, comparado con
otras técnicas como espectroscopias NMR o IR. En el analisis cuantitativo

MS se aplica en el desarrollo definitivo de métodos de referencia y en la
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validacidon de procedimientos para el analisis minucioso de algunas
muestras, e.g. policlorodibendioxinas y drogas en matrices bioldgicas,

agentes para doping, entre otras [54].

1.4.3 Cromatografia de gases — espectrometria de masas. El primer
reporte de esta combinacion realizada por Holmes y colaboradores,
aparecié en 1960 [44], desde entonces pasaron cinco afios hasta que se
dispuso comercialmente de un equipo que acoplara las dos técnicas. Hoy
en dia GC-MS es la técnica que goza de gran importancia y valor para
analisis de los AE. La caracteristica esencial de la espectrometria de
masas aplicada a su analisis es que los espectros de masas son
particularmente unicos para muchos componentes de aceites esenciales
e.g. terpenos. Sin embargo, la combinacién del tiempo de elucion del
compuesto con su espectro de masas, hacen que la calidad de los datos y
la confiabilidad de la identificacibn aumenten considerablemente [22,
47,48]. Los tiempos de retencion de la sustancia y de los de hidrocarburos
lineales se utilizan para determinar los llamados indices de Kovats (Ver la
férmula en la pagina 50), que sirven para identificar tentativamente los
compuestos, pues todas las sustancias que se analizan por GC tienen Iy
diferentes, aunque raramente pueden tener los Ik muy cercanos. La
identificacion por MS se hace por comparacion del espectro de la
sustancia con los espectros de distintas bases de espectros e.g. NIST,
Wiley, Adams, o con los de los patrones certificados; siendo el analista
quimico quien verifica las rutas posibles rutas de fragmentacién y los

fragmentos caracteristicos de ciertos grupos de moléculas.

1.5 PLANTAS AROMATICAS

Desde hace mucho tiempo el hombre ha utilizado plantas aromaticas para
aliviar algunas de las dolencias que lo aquejaban y para aromatizar los
sitios de sus rituales o los lugares donde moraba. Desde entonces, su
memoria se enriquecid con sabores y olores, que fueron formando parte
de su cultura e idiosincrasia [13]. Desde los antiguos Egipcios en 2300

a.C., que utilizaban tomillo, hasta los grandes conquistadores que
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narraban de olores y esencias como la pimienta, canela o cacao, se
tienen nociones sobre planta aromaticas y su uso. Se estima que hay
unas 25000 plantas aromaticas de las cuales solo se conocen
quimicamente el 10% [55]. Otras estimaciones se pueden encontrar en la
literatura, donde el numero de plantas aromaticas se acerca a 3000 de

ellas s6lo se comercializan 250 [21].

Existen muchas especies vegetales con propiedades aromaticas, desde
plantas superiores, hasta algas o liquenes. Algunas familias botanicas
como las Pinaceas, Verbenaceas, Mirtaceas, Lamiaceas, Rutaceas,
Lauraceas, Piperaceas, Apiaceas y Asteraceas son fuente de productos
aromaticos. Se estima, que aproximadamente el 65% del mercado de
esencias proviene de especies cultivadas, el 1% de especies silvestres y
el 33% de arboles, mayormente, explotaciones forestales [13]. Otro punto
importante es que para especies cultivadas siempre se espera una
produccion constante de composicion estable, lo que no han podido lograr

algunas empresas pequenas en nuestro pais [24].

1.5.1 Metabolitos secundarios en plantas. Todas las células vegetales
realizan procesos metabdlicos comunes que conducen a la formacién de
compuestos como azucares simples, aminoacidos, nucleétidos, acidos
grasos y polimeros derivados de ellos, polisacaridos, proteinas, acidos
nucleicos y lipidos, entre otros, esenciales para la vida celular y, en
general, de la planta. Estos procesos se denominan metabolismo primario
y los compuestos formados se designan como metabolitos primarios.
Ademas de estos procesos, las plantas desarrollan otras rutas que
conducen a la formacién de compuestos usualmente peculiares de ciertos
grupos taxonémicos, que hacen parte del metabolismo secundario, a los

que se les conoce como metabolitos secundarios [56-59].

Anteriormente, los metabolitos secundarios de las plantas se
consideraban sustancias de “desecho” para los vegetales, carentes de
una funcioén fisiolégica definida; en la actualidad, se conoce que, si bien

los compuestos secundarios no tienen, como los metabolitos primarios,
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una importancia para la célula productora, si pueden poseer importancia
fisiolégica para el organismo productor como un todo. Dentro de todos
estos compuestos se encuentran los isoprenoides 'y, mas
especificamente, los terpenoides, que son compuestos abundantes en los
AE [56].

La biosintesis de los metabolitos secundarios suele hallarse restringida a
fases especificas del desarrollo tanto del organismo como de la células
especializadas, y a periodos de estrés causados, por ejemplo, por la
deficiencia de nutrientes, factores ambientales, o el ataque de
microorganismos o insectos, entre otros [55] y se lleva a cabo en tres
rutas, principalmente, la del acetato-malonato, del acetato mevalonato y
del acido shiquimico. Los metabolitos secundarios juegan un rol ecoldgico

muy importante en la planta.

1.5.2 Terpenos. Los terpenos o isoprenoides constituyen uno de los
grupos mas grandes de compuestos secundarios presentes en el reino
vegetal. En las plantas, igual que en los mamiferos, los isoprenoides se
sintetizan a partir del compuesto Cs isopentenil pirofosfato (IpPP), que se
puede considerar como el isopreno activo, compuesto “hipotético” de
Ruzi¢ka [51, 57]. Los isoprenoides se clasifican, segun el numero de
unidades de isopreno, asi: monoterpenos (2 unidades); sesquiterpenos (3
unidades); diterpenos (4 unidades), triterpenos (6 unidades), tetraterpenos

(8 unidades) y politerpenos (mas de 8 unidades).

En la fase preliminar de la formacion de IpPP, participa el acetilcoenzima
A, como precursor el cual, por la mediacién de una enzima, se convierte
al acido mevalonico, que por la intervencion de otra enzima, origina el
IpPP; a partir de éste, se forman el geranil pirofosfato, que da origen a los
monoterpenos, el farnesil pirofosfato que da origen a los sesquiterpenos y
el geranil geranil pirofosfato, a partir del cual se forman los diterpenos [55,
57].

24



1.5.3 Monoterpenoides. Estas sustancias constituyen una amplia familia
de alcoholes, hidrocarburos, cetonas monoterpénicas, etc., los cuales son
un grupo importante de compuestos presentes en los aceites esenciales
obtenidos a partir de las raices, hojas y tallos de varias plantas. Ellos
poseen olores agradables y algunos son de suma importancia industrial,
ya sea aislados o0 como una mezcla. Los monoterpenos se dividen en tres

grupos: aciclicos, monociclicos, biciclicos y triciclicos [11, 60].

Dentro de los monoterpenoides aciclicos se encuentran diferentes grupos
funcionales; e.g. citral (neral y geranial) y linalool. Los monoterpenos
ciclicos también presentan funciones, dentro de las mas interesantes se
encuentran o6xidos y epoxidos, e.g. eucaliptol. Los monoterpenos
biciclicos pueden ser divididos en cinco grupos: grupo de los tujanos, del

carano, del pinano, del canfano y grupo del fenchano [60].

1.5.4 Sesquiterpenoides. En los AE los sesquiterpenos son una fraccion
mas pesada y menos volatil, que los monoterpenoides. Ellos se forman
por la unién de tres unidades de isopreno. Estos compuestos son
relativamente mas “nuevos”, que los monoterpenos, pues soélo hasta
finales del siglo XIX fueron descubiertos y sélo hasta 1920 se logro
conocer mas a fondo sobre su estructura. Los sesquiterpenos se dividen
en aciclicos, monociclicos, biciclicos y triciclicos; hay un grupo muy
interesante de sesquiterpenos que se denominan azulenos, los cuales
poseen colores azules y violetas [11, 31]. Estos compuestos también
tienen una importancia industrial, pues se utilizan como enmascaradores

de olores y fijadores de fragancias y aromas.

1.5.5 Quimiotipos. Quimiotipos son variaciones quimicas naturales que
suceden en el metabolismo secundario de las plantas, inducidas, quiza
por factores ambientales (e.g. tipo de suelo, altitud, exposicién al sol,
lluvia, época de colecta, variaciones estacionales) [61, 62], que someten
al individuo o a un grupo a una condicion de estrés, lo que hace que su

metabolismo produzca algunos metabolitos en mayor cantidad que otros.
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Esto no siempre puede ser cierto en su totalidad y las variaciones

observadas puedan estar influenciadas también por factores genéticos.

Hay plantas que pueden presentar diferencias muy marcadas en la
composicion de su aceite con respecto a un compuesto en particular. Por
ejemplo, el contenido de carvacrol en Lippia origanoides puede variar del
0,1 al 60% [63]. En otros casos, la misma planta puede cambiar su
apariencia, como Lantana camara, la cual presenta una variacion en el
color de sus flores amarillo-naranja y rosado-violeta, asi como en la
composicion de su AE [14]. Otros dos interesantes estudios en Brasil y en
el Sur de Africa, se llevaron a cabo con el objeto de dividir numerosas
muestras de Lippia glandulosa y Lippia javanica respectivamente, en
grupos quimicos para saber cuantos quimiotipos se encuentran en las
zonas bajo estudio; las extracciones de AE se realizaron en los dos casos
por hidrodestilacion convencional y la separacion e identificacion de
componentes por GC-MS. En el primer caso, se describieron dos
quimiotipos encontrados en una carretera de 120 km de longitud en un
terreno plano, en el segundo caso, se identificaron cinco grupos quimicos
en un area de 40000 m? [64, 65].

1.5.6 Familia Verbenaceae. Las plantas que pertenecen a la familia
Verbenaceae, que incluye tanto plantas herbaceas como lefiosas, reunen
cerca de 800 especies. Las verbenéceas poseen flores hermafroditas,
que tienen forma bilabiada, con el tubo largo y encorvado, cuatro
estambres, dos de ellos mas largos [66]. Los frutos varian en tamano,
siendo vistosos como en las Lantana y pequefios u ocultos en el caso de
las Lippias, y se descomponen en la madurez [67]. Su distribucion es casi
mundial y sobresalen por sus cualidades medicinales los géneros
Lantana, Lippia, Aloysia y Verbena. El estudio de sus aceites esenciales
estda ampliamente reportado por métodos instrumentales, GC-MS,
confirmado por el uso de técnicas de espectroscopia infrarroja y

resonancia magnética nuclear de carbono-13 [4, 68].
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e Género Lippia. Este género comprende mas de 200 especies de
plantas entre las que se encuentran hierbas, arbustos y pequefnos
arboles. Estas especies se distribuyen principalmente a través de
paises de Centro y Sur América, y territorios de Africa tropical. Muchas
de estas plantas se utilizan para enfermedades respiratorias y
gastrointestinales, presentan diferentes actividades antibacteriales,
antifungicas y antivirales. Las partes aéreas de Lippias se utilizan como
condimentos, y algunas revisten gran importancia econdmica, pues sus
AE tienen aplicaciones industriales, e.g. los aceites de Lippia citriodora

y Lippia graveolens [4, 68, 69].

1.5.7 Aspectos del cultivo y la cosecha de plantas aromaticas. EI
aprovechamiento de especies silvestres ha tenido en las ultimas décadas
un mal manejo, debido a esto hay especies cercanas a la extincion, se
observan problemas relacionados con degradacion de suelos, y en
comunidades rurales la pérdida de trabajo y la reduccion del recurso
economico proveniente del campo. Las poblaciones de plantas de interés
pueden trasladarse a cultivos a través de procesos de domesticacion, lo
que muy probablemente conlleve un aumento en la produccion por unidad
de superficie y en la rentabilidad. Para llevar una especie a cultivos, hay
que elaborar un paquete tecnoldgico apropiado para su manejo agricola,
lo que permitira obtener rendimientos altos con costos de produccion mas

bajos, o sea, con indices de rentabilidad altos [13].

El manejo agricola va desde técnicas apropiadas para la preparacion de
la tierra, seleccion del material genético a sembrar, labores culturales
como riego, desmalezado, control de plagas, hasta técnicas de cosecha y
postcosecha. EI momento de la cosecha o recoleccion del material tiene
una importancia clave para la maximizacion de la concentracion de los
componentes esenciales (metabolitos) valiosos. También es importante
conocer qué organo contiene la mayor cantidad de “principio activo” o
esencia en el momento de la cosecha, ello, para obtener un producto final

con la concentracion adecuada. Paralelamente, estos “principios activos”
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se desarrollan en determinados momentos del ciclo de la planta, por lo

que es indispensable conocerlo, para su manejo y aprovechamiento [70].
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2. ANALISIS CIENCIOMETRICO

La vigilancia tecnoldgica es un proceso sistematico, que permite analizar
y difundir informacién, mediante métodos legales con el animo de
identificar y anticipar oportunidades o riesgos y tomar decisiones
oportunas. Este proceso sistematico utiliza herramientas como bases de
datos, patentes y buscadores de Internet que ayudan en el proceso de
organizacion de la informacion, que es el objetivo primordial de la
cienciometria [71, 72]. La cienciometria es el analisis cuantitativo de la
actividad cientifica y técnica, ella permite situar a: un individuo, una
disciplina cientifica, una institucion y a un pais dentro del contexto de

productividad cientifica.

El estudio fue basado en la busqueda de publicaciones recopiladas en
dos bases de datos, a saber: Elsevier (SCOPUS) y Web of Science (IS/
Web of Knowledge, Thomson), usando palabras clave “Lippia
origanoides”, y “Timol”. Fueron cinco las publicaciones encontradas en las
dos bases de datos, usando la palabra “Lippia origanoides” como se
muestra en las Tablas 4 y 5; la busqueda se realizé teniendo en cuenta
todos los articulos publicados y referenciados en estas bases de datos.
En el caso de la palabra “timol” el periodo de busqueda fue de 2001 a
marzo de 2008, y se encontraron 791 publicaciones en Web of Science
(IS Web of Knowledge, Thomson) y de 1091 en Elsevier (SCOPUS).

2.1 BASE DE DATOS WEB OF SCIENCE (ISI WEB OF KNOWLEDGE,
THOMSON)

2.1.1 L. origanoides. En la Tabla 4 se observa que las publicaciones
disponibles en esta base de datos son de origen suramericano: dos de
Brasil, dos de Venezuela, y una de Colombia, en la ultima por primera vez
se comparan la composicion y la actividad antioxidante de dos

quimiotipos. Estudios de la composicion y propiedades del AE solo hay
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tres, las cuales prueban que el AE, rico en carvacrol y timol, inhibe el
crecimiento de bacterias y hongos, y posee una actividad antioxidante

significativa, de ahi, derivan sus aplicaciones en alimentos.

Tabla 4. Publicaciones sobre L. origanoides en la Base de Datos Web of
Science (ISI Web of Knowledge, Thomson) [Periodo de observacion:
1970-2008. Fecha de consulta: 25 de abril de 2008. Ecuacion de
busqueda: TS= (“Lippia origanoides”)].

Area de
Autores Ao Revista Pais
aplicacion
Stashenko, Natural
Ruiz, Munoz, 2008 Products Quimica Colombia
etal. Comunications
Oliveira,
Leitao, Bizzo, 2007 Food Chemistry Alimentos Brasil
etal.
Rodriguez, vy .
] 2005 Interciencia Alimentos Venezuela
Sanabria
Guevara,
Rosales, y 2005 Interciencia Ambiental Venezuela
Sanoja
Dos Santos, Journal of
Quimica de ]
Lopez, 2004 Essential Oil ] Brasil
alimentos
Gragas, et al. Research

2.1.2 Timol. Debido a que en este estudio en la composicion del AE de
uno de los quimiotipos entra timol como componente mayoritario (c.a.
66%) y que es una planta de alto rendimiento del AE, se realizé una
busqueda de publicaciones, sobre este compuesto, y se encontré un
numero grande de estudios, reflejando que el tema relacionado con el
timol y sus propiedades es actual. En la Figura 4, se muestra la
distribucion de estudios en los diferentes paises con énfasis en los nueve,
que mas publicaron. Los EE.UU. es el pais que mas estudios presenta,

seguido de Iran y de cuatro paises mas, i.e. ltalia, Francia, Espana y
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Turquia; en estos ultimos paises el timol a partir de los cultivos de tomillo
y orégano. Se destaca también la presencia de Brasil entre los paises con

mas publicaciones sobre este compuesto.

EE.UU

DEMAS
PAISES

ITALIA
ESPARA
FRANCIA
BRAZIL
INDIA JAPGN  TURQUIA

Figura 4. Paises con mas publicaciones sobre el timol. [Base de datos:
Web of Science (ISI Web of Knowledge, Thomson). [Periodo de
observacion: 2001-2008. Fecha de consulta: 25 de abril de 2008.

Ecuacion de busqueda: TS= (“timol”)].

El aumento en el numero de publicaciones de 2001 a 2005 y el buen
repunte en lo afios 2006 y 2007 (Figura 5), muestran como cada vez se
encuentran nuevas fuentes naturales del compuesto y coémo las
aplicaciones se van incrementando y de ahi la posibilidad que la demanda
del producto también; en los tres primeros meses de 2008 se encontraron
41 estudios sobre el timol, con la posibilidad de que esta cifra se

mantenga o aumente.
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Figura 5. Dinamica de las publicaciones sobre el timol en los ultimos siete
afnos. [Base de datos:Web of Science (ISI Web of Knowledge, Thomson).
[Periodo de observacion: 2001-2008. Fecha de consulta: 25 de abril de
2008. Ecuacion de busqueda: TS= (“timol”)].

En la Figura 6, se muestra que en la revista Journal of Essential Oil
Research se publicd la mayoria de estudios sobre el timol o sobre los AE
de plantas que lo contienen. La aplicacion que tiene el timol en el campo
de los alimentos, como agente fungicida y bactericida, hace que revistas
como Journal of Agricultural and Food Chemistry y Journal of Food
Protection publiquen un buen numero de estudios sobre este compuesto.
Otras publicaciones interesantes aparecen en revistas como American
Bee Journal y Caries Research, reflejando que el timol posee aplicaciones
como acaricida contra Varroa jacobsoni, que causa grandes pérdidas a

los apicultores; y como agente antiséptico y antibacterial en la salud oral.
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Figura 6. Relacion entre publicaciones sobre el timol y las revistas
cientificas. [Base de datos: Web of Science (ISI Web of Knowledge,
Thomson) [Periodo de observacion: 2001-2008. Fecha de consulta: 25 de
abril de 2008. Ecuacion de busqueda: TS= (“timol”)].

2.2 BASE DE DATOS ELSEVIER (SCOPUS)

2.2.1 L. origanoides. En esta base de datos se encontraron, al igual que
en Web of Science, cinco publicaciones, de las cuales cuatro son las
mismas. Aparece también una publicacion alemana, que no comprende
el area de los AE sino la de otros compuestos i.e. los catalponoles, que
son alcoholes sesquiterpénicos. Este articulo es el mas antiguo

encontrado en las dos bases de datos (Ver Tabla 5).
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Tabla 5. Publicaciones sobre L. origanoides en la Base de Datos Elsevier
(SCOPUS) [Periodo de observaciéon: 1970-2008. Fecha de consulta: 25
de abril de 2008. Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY (Lippia

origanoides)].

Area de
Autores Ano Revista Pais
aplicacion
Oliveira,
Leitao, Bizzo, 2007 Food Chemistry Alimentos Brasil
et al
Rodriguez,
) 2005 Interciencia Alimentos Venezuela
Sanabria
Guevara,
Rosales, 2005 Interciencia Ambiental Venezuela
Sanoja
Dos Santos, Journal of
Lopez, 2004 Essential oil Quimica Brasil
Gragas, et al. Research
Brieskorn, vy Archiv. der
) 1976 Farmacos Alemania
Pohlmann Pharmazie
2.2.2 Timol. En esta base de datos se encontr6 un numero

significativamente mayor de publicaciones, sobre el timol que el
encontrado en Web of Science. En la Tabla 6, se listan los apellidos vy el
numero de publicaciones realizadas por los diez autores, con mayor
productividad sobre este tema. De estos investigadores, la mayoria son
turcos y franceses y también se destaca la presencia de un autor irani. En
la gran mayoria de estos estudios, se investigo el efecto del timol sobre
diferentes microorganismos, y en los demas, se trabajoé con plantas que

contienen timol en cantidades altas.
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Tabla 6. Autores con el mayor numero de estudios publicados sobre el
timol. [Base de Datos: Elsevier (SCOPUS) Periodo de observaciéon: 2001-
2008. Fecha de consulta: 25 de abril de 2008. Ecuacién de busqueda:
TITLE-ABS-KEY (Lippia origanoides)].

Autor Pais N° de publicaciones
Chalchat, J.C. Iran 13
Sefidkon, F. Turquia 11
Isman, M.B. Francia 10
Baser, K.H.C. Francia 9
Varel, V.H. EE.UU. 9
Daferera, D. Croacia 8
Milos, M. Turquia 8
Polissiou, M. Francia 8
Figueredo, G. Espafia 7
Morelli, I. Turquia 7

Como ocurre en la mayoria de busquedas, los recursos que mas se
encuentran disponibles en las bases de datos, son los articulos
cientificos, y esta busqueda no es la excepcién (Tabla 7). Se destaca el
numero alto de revisiones sobre el timol (51), ratificando la gran variedad
de sus propiedades y aplicaciones. Otra clase de publicaciones
importantes son las memorias de conferencias, realizadas en congresos

Paper Conference.
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Tabla 7. Tipo de publicaciones sobre el timol. [Base de Datos: Elsevier
(SCOPUS). Periodo de observacion: 2001-2008. Fecha de consulta: 25
de abril de 2008. Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY (Lippia

origanoides)].

Tipo de documento N° de publicaciones
Articulos 981
Revisiones 51
Paper conference 30

(memorias de congresos)

Letter 6
Notas 6
Articulos in press 4
Short survey 2

(comunicaciones cortas)

Editoriales 1

Las areas de investigacion son de los indicadores mas dicientes de la
actividad cientifica, puesto que ellas proporcionan una idea sobre los
campos de aplicacion. En la Figura 7, se observa, que el timol presenta
aplicaciones en la agricultura, asi como en areas de alimentos, quimica,
farmacéutica, microbiologia, entre otras. Ademas, tiene un uso importante
en odontologia por su actividad antibacterial, siendo usado en la curacidn
de enfermedades bucales producidas por bacterias; se encuentra en

productos de higiene oral como los enjuagues bucales.
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Figura 7. Publicaciones sobre el timol, segun las diferentes areas de
investigacion. [Base de Datos: Elsevier (SCOPUS). Periodo de
observacion: 2001-2008. Fecha de consulta: 25 de abril de 2008.
Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY (Lippia origanoides)].

2.3 Lippia origanoides

La planta Lippia origanoides es una especie endémica de la region que va
desde México a Brasil [63]. En Colombia se puede encontrar en zonas
con ambientes secos o semidesérticos. Esta planta también se conoce
con nombres populares como “Orégano cimarrén” y “Orégano de monte”;
es un arbusto de 1 a 3.5 m de alto, muy ramificado con hojas aovadas y
opuestas, y con inflorescencias axiales de color blanco y muy aromaticas.
Para los usos medicinales estan aprovechadas sus propiedades como
expectorante, antiespasmodico y emenagogo, siendo utilizadas para

estos fines sus hojas [4].

2.3.1 Habitat. En el Candn del Rio Chicamocha (Santander, Colombia),
se pueden encontrar plantas de L. origanoides formando alianzas y

asociaciones vegetativas con otras plantas que presentan en forma
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general, rasgos como espinas y aguijones, y, en algunos casos
sustancias toxicas que las protegen de cabras e insectos [8, 73]. Esta
planta crece en terrenos con inclinaciones de 5 a 45° que van desde
terrazas aluviales hasta laderas con suelos entisoles poco evolucionados.
Las terrazas aluviales donde crece mas frecuentemente L. origanoides,
presentan las siguientes caracteristicas: pedregosas, bien drenadas, pH
neutro, contenido bajo de materia organica y pobres en fésforo soluble
[73].

La zona presenta un monto anual de lluvias de 730.8 mm; se identifican
dos épocas de lluvias, una que va de abril a junio y la otra de septiembre
a octubre, siendo este ultimo periodo el mas lluvioso (124.4 mm).
También son dos los periodos secos del afio, uno que va de noviembre a
marzo y el otro de julio a agosto, siendo enero el mes mas seco (11.2
mm). La temperatura media anual es de 24.5°C, la media maxima es de
35.7°C y la media minima es de 15.8°C [73].

2.3.2 Composicion y propiedades del aceite esencial. Son pocos los
estudios que se pueden encontrar sobre la composicion y propiedades de
esta planta, si se compara con el volumen de publicaciones que existen
sobre otras plantas del mismo genero Lippia, como, por ejemplo, Lippia
alba, Lippia dulcis, Lippia glandulosa, etc. La mayoria de los estudios
sobre L. origanoides, publicados en revistas de alto impacto cientifico, se
realizaron en Venezuela, Alemania y Brasil. En Colombia, se han llevado
a cabo sobre todo estudios bioldgicos; las investigaciones sobre la
composicién quimica de los metabolitos secundarios volatiles aislados por
diferentes técnicas extractivas en diferentes estados vegetativos no se

conocen, o, por lo menos, éstas no fueron publicadas.

La composicion de los AE de L. origanoides colectadas en Cabeceiras,
Campo Maior y Jose Freitas, tres localidades del Brasil, presenté como
compuestos mayoritarios carvacrol (37.3, 42.9 y 35.5%); p-cimeno (12.1,
458 y 11.9%) y timol (6.1, 5.1 y 8.4%), respectivamente. Los aceites

esenciales se obtuvieron por hidrodestilacion convencional y se

38



analizaron por GC-MS, éstos mostraron actividad contra bacterias Gram-
positivas, como Staphylococus aureus, y Gram-negativas como
Escherichia coli, y contra hongos como Candida albicans [1].
Actualmente, se conoce que el carvacrol y el timol presentan actividades
antifangica, antibacterial y antioxidante [7, 10, 16, 74]. La actividad
antimicrobiana de aceites esenciales de especies aromaticas aparece
asociada generalmente a los compuestos fendlicos [59, 69], como queda
demostrado en un estudio donde compuestos como carvacrol, eugenol y
timol aislados de aceite esencial, inhiben el crecimiento de varios

microorganismos [10].

Otro estudio sobre el aceite esencial de esta planta [63], colectada en
Oriximina, Brasil, obtenido por hidrodestilacion convencional y analizado
por GC-MS, muestra que el carvacrol fue el compuesto mayoritario
(38.6%), seguido del timol (18.5%) y del p-cimeno (10.4%). En esta
investigacion, de nuevo, se evaluaron las actividades antibacterianas y
antifungicas, encontrandose que este aceite inhibe, en la mayoria de los
experimentos, el crecimiento de los microorganismos en mayor grado de
que lo hacen los farmacos de control, Amfotericina B, Vancomycina vy

Meticilina.

Hay dos estudios no tan recientes, que tratan de la composicidon del AE de
L. origanoides, que resultan interesantes porque se demuestra que hay
otros dos quimiotipos de la especie, a saber uno posee el timol, que es el
componente mayoritario, ca. 60%, con la presencia de carvacrol a nivel de
trazas [75]; en otro estudio se concluye, que dentro de los cuatro

principales componentes no se encuentran ni el timol ni el carvacrol [76].

2.3.3 Otros estudios. Un estudio interesante sobre especies con
potencial forrajero para cabras [77] mostrd, que L. origanoides es una
especie apetecida por las cabras en épocas de verano. Estos rumiantes
comen sus hojas y tallos jévenes, cuyo valor nutricional se estudio y se

determind que L. origanoides es una planta con poco contenido de

39



proteina cruda (9.42%), alto porcentaje de fibra cruda (38.87%) y bajo

porcentaje de cenizas (4.25%).

Hay otros dos estudios sobre L. origanoides, realizados en Venezuela y
publicados en la revista Interciencia [31, 78]. En el primero, se estudia el
efecto del extracto etandlico sobre dos hongos que provocan la
rizoctoniosis del maiz, lo que causa grandes pérdidas. Este extracto
eatndlico en bajas concentraciones caus6é la total inhibicion de
Rhizoctonia solani y Bipolaris maydis [31]. La aplicacion de resultados de
este estudio radica en que estos extractos reemplazarian a productos
agroquimicos sintéticos que son contaminantes y nocivos para los
humanos. El segundo estudio [78], evalua el potencial de especies nativas
de la regién Guayana para repoblar terrenos degradados por la mineria;
se demostré que especies como L. origanoides, sirven para ser
sembradas en estas zonas, pues ademas de ser nativas, toleran gran

cantidad de metales pesados en los suelos.

2.4 TIMOL

El timol es un sdlido cristalino, de olor pungente, y pertenece a los
metabolitos secundarios vegetales de tipo fenilpropanoide [79]. De masa
molecular 150,22 g/mol una densidad de 0,97 g/mL y un punto de fusién
de 50°C, presenta una gran ventaja al aislarlo, de sus fuentes naturales.
Presenta. Este compuesto se usa mucho para la fabricaciéon del mentol,

por hidrogenacion. Se disuelve facilmente en bases formando sales [80].

2.4.1 Aceites esenciales que contienen timol. Hay un variado numero
de plantas que contienen este compuesto fendlico en sus AE, pero
principalmente el timol se encuentra en los AE de Thymus vulgaris y
Thymus zygis, los cuales se comercializan en el mercado [17]. También
hay otras especies como Thymus serpyllum o tomillo silvestre, y Thymus
satureoides conocido como tomillo Marroqui, que poseen timol. En todas
estas especies se encuentra el timol como compuesto mayoritario, junto

con el a-terpineol, linalool y borneol; pero es el timol el que hace
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preciados estos aceites en los mercados de esencias [17, 21]. También
se puede hallar este fenilpropanoide en quimiotipos de Origanum vulgare
encontrado en Grecia, Lituania e ltalia [81-83], y en algunas plantas del
genero Lippia, como Lippia sidoides, Lippia graveolens, Lippia microphilla

y Lippia origanoides [4, 84].

2.4.2 Bioactividad del timol y de los aceites esenciales que lo
contienen. Muchas sustancias de origen animal y vegetal se han usado
por el hombre desde hace tiempo, por esto, hoy en dia son objeto de
numerosas investigaciones encaminadas a su aislamiento, estudio e
implementacion como posibles agentes farmacéuticos, cosméticos,
aromatizantes de distintos productos de aseo humano y doméstico,
preservantes de alimentos y plaguicidas con un efecto negativo reducido
sobre el ambiente. Algunas de estas sustancias se encuentran en los
aceites esenciales, pero para poder aprovecharlos de una manera
rentable, tienen que encontrarse en concentraciones relativamente altas
[85]. EIl timol, sustancia de tipo fendlico, se puede obtener de manera
sintética a partir del m-cresol y propileno [86]. Sin embargo, el timol se
halla en varias plantas mencionadas anteriormente, las cuales tienen un
uso ethnobotanico definido, y sus AE son ricos en timol y se han evaluado
contra diversos microorganismos patdégenos con resultados interesantes,
puesto que inhiben el crecimiento de los microorganismos de una manera

comparable con la de medicamentos control [4, 69, 84].

Una de las propiedades mas conocidas del timol y de los AE que lo
contienen, es su marcada actividad antioxidante. Este compuesto tiene
efectos sobre los mecanismos de generacion del anion-radical superéxido
(O2), radical hidroxilo (OH) y el oxigeno molecular singulete ('Oy),
causantes de varias patologias, entre otras, cancer [74]. También se ha
comprobado el efecto del timol y del aceite de tomillo contra el crecimiento
de bacterias como Shigella sp., Pseudomonas aeruginosa 'y
Staphylococcus aureus, implicadas en la contaminacién y dafio de
algunos alimentos [10]; en algunos estudios [7, 10] se concluyd, que esta

sustancia se puede adicionar, en concentracion baja, a alimentos
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semiprocesados, sin afectar su sabor, para inhibir la accion de las

bacterias evaluadas.

Otro estudio [5], destaca una mayor actividad de los aceites esenciales de
tomillo y orégano, en comparacion con la de 50 aceites esenciales de
otras especies comunes, probados contra diez microorganismos que
causan una variedad de enfermedades, y contaminan alimentos; este
poder se midi6 como la cantidad minima inhibitoria (%v/v) de AE; se
destaco el AE de tomillo como uno de los pocos inhibidores de
Pseudomonas aeruginosa; con dosis menores de este aceite respecto a
los demas, se inhibieron microorganismos como Candida albicans vy
Escherichia colli. Adicionalmente, se ha evaluado con resultados positivos
el efecto protector del timol en linfocitos humanos contra un derivado
aminado del imidazol y la mitomicina C, que son sustancias mutagénicas
[87].

La planta Lippia origanoides que tiene un AE rico en compuestos
fendlicos como el timol, exhibe propiedades antioxidantes, antifungicas
contra Candida albicans y Candida tropicalis y antibacteriales contra
Staphylococcus aureus y Escherichia colli, ademas, ha sido evaluada su
citotoxicidad en células Vero, concluyéndose que es un AE no toxico [6,
9l.

De la busqueda realizada en las dos bases de datos se concluye que la
planta bajo estudio no habia sido objeto de muchas investigaciones, por lo
tanto su AE no tiene una aplicacion definida, pero si, interesantes
propiedades. Segun al analisis cienciometrico realizado al timol, este es
un compuesto con una buena actividad biolégica, que tiene variadas
aplicaciones, aunque no se cuenten con cifras fiables respecto a la

comercializacion del mismo.
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Con base en la revision bibliografica se planted la metodologia del trabajo,
para cumplir los principales objetivos propuestos, a saber: 1. Estudiar la
composicién de los AE y extractos obtenidos de dos quimiotipos de L.
origanoides, 2. Utilizar las técnicas MWHD, SDE y SFE para llevar a cabo
el estudio, 3. Comparar la composicion de AE y extractos, y el rendimiento
del AE en tres épocas de cosecha, y, 4. Realizar una ficha técnica de los
AE. Ninguno de los anteriores objetivos, que fueron alcanzados con esta
investigacién, se habian reportado en la literatura, pero a partir de la
cienciometria y la revision bibliografica, surgieron las ideas que

condujeron al planteamiento de los mismos.
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3. METODOLOGIA

3.1 RECOLECCION Y PROPAGACION DEL MATERIAL VEGETAL

Los segmentos nodales de L. origanoides fueron recolectados en el
municipio de Jordan Sube (Santander), y cortados a una longitud entre 12
y 15 cm, verificando que en ellos se presenten dos nudos como minimo
para asegurar un adecuado crecimiento de la futura planta; también se
recolectd MV para realizar una extraccion por el método MWHD vy con el
proposito de comprobar la identidad de cada posible quimiotipo. Los
segmentos nodales se sembraron a una profundidad de 4 cm en el
sustrato que consistid en una mezcla 50:50 de arena:lombrinaza (materia
organica), sobre bandejas de 50 puestos. Se agregaron micorrizas para
ayudar al desarrollo de las raices, luego, se colocaron en un vivero con
malla polisombra que permitia el 50% de radiacion incidente, hasta los 65

dias de edad, cuando las plantulas se trasplantaron a campo.

Las plantas se sembraron en camas de 3.8 m a 5.0 m de longitud,
dejando 40 cm entre cada planta y 90 cm entre camas. En la Figura 8, se
muestran las etapas seguidas en el establecimiento del cultivo. Los
cuidados del cultivo consistieron en la eliminacion de malezas cada 30
dias y riego cada 2 dias durante los primeros dos meses, luego de este
periodo, se regaban 2 veces por semana. Al suelo se le practicé un
analisis de micro- y macronutrientes y de materia organica, para conocer

su estado nutricional y corregir las falencias.

Los anteriores procedimientos se llevaron a cabo en el Complejo
Agroindustrial Piloto de CENIVAM, y en el Laboratorio Quimico de Suelos,
ubicados en el campus principal de la Universidad Industrial de

Santander.
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ESQUEJES (12-15 cm) PLANTULAS (90x40 cm) CULTIVO

Figura 8. Etapas en el establecimiento del cultivo experimental.

45



3.2 IDENTIFICACION BOTANICA

La identificacion botanica del material vegetal de trabajo, se llevé a cabo
en el Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia (sede Bogota), y fue realizada por el
doctor J. L. Fernandez-Alonso, a quien el autor expresa su
agradecimiento. Los pliegos testigos de las plantas quedaron depositados
como muestras permanentes en el Herbario Nacional Colombiano (COL,
Bogota) y en el Herbario de CENIVAM.

3.3 MUESTREO DEL MATERIAL VEGETAL Y TRATAMIENTO PREVIO.

Los muestreos se llevaron a cabo en las horas de la mafana (6:30 am),
durante tres estados fenoldégicos de la planta, a saber: primera floracion
(70 dias), post-floracion (115 dias) y segunda floracion (155 dias). Se
seleccionaron y recolectaron aleatoriamente 8 plantas por cada muestreo,
las hojas de todas las plantas se mezclaron para homogeneizar la
muestra, se descartaron las hojas dafnadas y amarillas. Las hojas que se
utilizaron en las réplicas de las extracciones se colocaron en bolsas
Ziploc® y se guardaron en un refrigerador a 4°C. Adicionalmente, se
midieron la altura de las plantas, tamafo de hojas y peso de la biomasa
total. A las hojas de Lippia origanoides se les retiraron los elementos
extrafios como insectos y residuos de tierra. Estas se limpiaron, se
lavaron y se cortaron en pequefios pedazos de aproximadamente 1 cm?.
En la Figura 9, se muestra un diagrama con la disposicion de las plantas

en al cultivo.

3.4 EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
VOLATILES DE Lippia origanoides H.B.K.

Con el fin de obtener una informacién mas completa sobre cuales son los

metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles presentes en cada uno

de los quimiotipos de L. origanoides, éstos fueron extraidos por tres
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técnicas diferentes. Las extracciones se realizaron por triplicado, para los

tres estados fenolégicos nombrados anteriormente.
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Figura 9. Ubicacién de los quimiotipos en la parcela experimental.

3.4.1 Obtencion de los aceites esenciales por el método MWHD. Las
hojas, previamente limpias y pesadas (ca. 200 g), se sometieron al
proceso de extraccion en un equipo tipo Clevenger con reservorio de
destilacion Dean-Stark adaptado a un sistema de calentamiento por
radiacion de microondas, en un horno convencional LG Intelowave,
modelo MS-1242ZK (Seul, Corea), con potencia de salida 1200 W y
frecuencia de radiacion 2.5 GHz [38, 88]. Se adicionaron 300 mL de agua
destilada. El tiempo total de extraccion fue de 40 min, divididos en 4
turnos (4X10 min) a intervalos entre ellos de 1 min. La potencia del horno
(720 W) se fijo al 60 % de la potencia total del equipo. En la Figura 10 se

puede observar el montaje para MWHD.

Los AE obtenidos se secaron con Na,SO, anhidro de JT Backer
(Phillisburg, NJ, EE.UU.), para evitar su dafo por humedad. Los AE
aislados se pesaron en una balanza METTLER TOLEDO PB 1502-S
(Kasnacht, Suiza), los pesos se promediaron y el rendimiento de esencia

se calculé con base en el peso de MV inicial.
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Condensador

_ Dean-Stark

Figura 10. Montaje para hidrodestilacion asistida por microondas.

3.4.2 Obtencion de extractos por el método SDE. Para este propdsito,
se utilizé6 un equipo de extraccién a micro-escala para solventes de alta
densidad, similar al equipo de Likens y Nickerson, modificado por
Godefroot y colaboradores y descrito en [41], y siguiendo la metodologia
de Stashenko y colaboradores [61, 64]. EI material vegetal preparado (ca.
10 g), se introdujoé a un balén de 50 mL (A) y se adicion6 agua hasta que
ésta cubriera en su totalidad el material vegetal (ca.30 mL), el balén se
sumergié en un bafio de aceite a 120 °C. En el otro balén de 10 mL (B),
se agregaron 2 mL de diclorometano de Sigma-Adrich (Bellafonte, EE.UU)
junto con dos perlas para regular la ebullicién , éste se sumergié en un
bafio de agua a 70°C. En el cuerpo de extraccion (C) se agregaron
volumenes iguales de 1.5 mL de diclorometano y agua, como lo ilustra la
Figura 11. El proceso de destilacién-extraccion fue de 120 min. El
extracto obtenido (aproximadamente 1.5 mL) se concentr6 a 1 mL, con

ayuda de una corriente de Na.
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Figura 11. Equipo de destilacién-extraccion simultanea a microoescala
para solventes de alta densidad. A. Balon con el material vegetal y agua
sumergido en un bafio de aceite mineral, B. Balon con CH,Cl, calado en
un bafno de agua y C. Extremo inferior del cuerpo del montaje, donde se

lleva a cabo la extraccion liquido-liquido.

3.4.3 Obtencion de extractos por el método SFE (CO;). Para este tipo
de extraccion se utilizd un equipo Soxhlet de alta presion (J & W
Scientific, U.S. Pat. N° 4.006.062, 4.265.860). Se introdujeron 10 g de
material vegetal en el cuerpo del equipo Soxhlet, y se pesaron ca. 320 g
de CO; sdlido, que se agregaron a un reactor metalico entre las paredes
de éste y el cuerpo Soxhlet inmerso en él. El sistema se sell6 rapidamente
para evitar que se escapara el CO, sublimado y la parte inferior del
reactor se sumergio a un bano termostatado Biuchi W20 (Suiza) con agua
a una temperatura de 50 °C. Con esta temperatura del bafo térmico se
logré6 que la presion interna del reactor alcanzara los 1100 psi, este
proceso de extraccion tuvo una duracidn de 2 h; una vez alcanzado este
tiempo, se enfrid el reactor en un bafio refrigerante circulatorio Cole
Palmer (Chicago, IL, EE.UU.) hasta que la presion interna llegd a los 500

psi, se procedié a despresurizarlo y se retird el extracto. A continuacion,
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en la Figura 12, se muestran en detalle, los reactores metalicos que

contienen en su interior los cuerpos Soxhlet para la extracciéon SFE.

Skl

Montaje Extraccién Despresurizacién

Figura 12. Etapas de la extraccion con fluido supercritico.

3.5 PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS POR GC-MS

De los extractos y los AE obtenidos se retirdé el agua que pudo haberse
adicionado durante el proceso, antes de su analisis por GC-MS. Para
esto, se utilizé sulfato de sodio anhidro, el cual se afadié al recipiente que
contenia el aceite o el extracto. Para los AE obtenidos por MWHD, se
disolvieron 50 uL en 1 mL de diclorometano, y se agrego 1 uL de patron
interno (n-tetradecano). Al extracto obtenido por SFE se agregaron 1.5
mL de diclorometano y se concentré con una corriente de nitrégeno (AGA
Fano S.A, Bucaramanga, Colombia.) hasta un volumen de 1 mL, luego, y
se adiciond 1 uL de patrén interno. Los extractos en diclorometano (ca.1.5
mL), que se obtuvieron por SDE, se concentraron con nitrégeno hasta
menos de 1 mL, se afiadié la misma cantidad de patron interno que en los

casos anteriores y se afor6 a 1 mL.
3.6 ANALISIS DE LAS MUESTRAS POR GC-MS

El analisis de las muestras de AE de L origanoides se llevo a cabo por

cromatografia de gases capilar en dos cromatdgrafos con columnas de
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fases estacionarias polar y apolar, acoplados a detectores selectivos de
masas. Lo anterior con el fin de tener una mayor certeza sobre

composicién quimica de los extractos y aceites esenciales.

3.6.1 Cromatografia de gases en columnas con fase estacionaria
apolar. Una vez preparadas, las muestras se sometieron a un analisis
por cromatografia de gases, en un equipo Agilent Technologies 6890 Plus
(Palo Alto, CA, EE.UU.) acoplado a un detector selectivo de masas
Agilent Technologies MSD 5975 Network, equipado con puerto de
inyeccioén split/splitless (250°C, relacion split, 1:30), e inyector automatico
Agilent 7863. El cromatégrafo utilizado se observa en la Figura 13.

Figura 13. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus
acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD
5975 Network.

Para separar lo metabolitos secundarios volatiles (MSV) se empled una
columna capilar de silice fundida DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA,

EE.UU.), de 60 m x 0.25 mm, D.l. x 0.25 ym, ds, con fase estacionaria de
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5 %-fenil-poli(metilsiloxano). Como gas de arrastre (fase movil) se utilizo
helio (He, 99.9995%, AGA Fano, S.A.), con una presion de entrada en la
cabeza de la columna de 16.47 psi, velocidad lineal de 26 cm.s™, y flujo
constante de 1 mL.min™". La temperatura del horno se programo desde 45
°C (5 min), luego se aumenté @ 4 °C/min hasta 150 °C (2 min), después
@ 5 °C/min hasta 250 °C (5 min) y, finalmente, @ 10 °C/min hasta 275 °C
(15 min).

3.6.2 Cromatografia de gases en columnas con fase estacionaria
polar. Igualmente, todas las muestras se analizaron por cromatografia de
gases en un equipo Agilent Technologies 6890N Network Series GC (Palo
Alto, CA, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5975 Inert XL, equipado con un puerto de inyeccidn
split/splitless (250 °C, relacion split, 50:1), e inyector automatico Agilent
Technologies 7863B, Series Injector. En la Figura 14, se aprecia el

cromatoégrafo utilizado para este analisis.

La separacién de los MSV se llevo cabo en una columna de silice fundida
DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), con fase estacionaria
entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol) de 60 m x 0.25 mm, D.I. x
0.25 pm, d. Como gas de arrastre (fase movil) se utilizo helio (He,
99.9995%, AGA Fano, S.A.), con una presion de entrada en la cabeza de
la columna de 20.15 psi y flujo constante de 1 mL.min™". Se programé la
temperatura del horno de la siguiente manera: desde 45 °C (5 min) hasta
150 °C (3 min) @ 3°C/min, y hasta 220 °C (5 min) @ 4°C/min.

3.6.3 Sistema de deteccidén y adquisicion de los datos. Los espectros
de masas y corrientes idnicas reconstruidas (TIC), se obtuvieron mediante
impacto de electrones de energia de 70 eV. Las temperaturas de la
camara de ionizacion y de la linea de transferencia se mantuvieron a 230
y 285°C, respectivamente. Los espectros de masas y las corrientes
ionicas totales (TIC) se obtuvieron en un analizador cuadrupolar, por
medio de barrido automatico de frecuencia (full scan), a 4.75 scan.s™, en

el rango de m/z 40-350. Los datos cromatograficos y espectrométricos,
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fueron adquiridos y procesados por el sistema de datos Hewlett-Packard
ChemStation G17001DA (Versién D 00.01.27, 2002).

JI INYECTOR

Figura 14. Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890N Network
Series GC acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5975 Inert XL.

3.6.4 Identificacion. La identificaciéon de los metabolitos secundarios
volatiles se llevd a cabo wusando criterios cromatografico y

espectrométrico.

e Parametros cromatograficos. Utilizando los tiempos de retencion
tr de los compuestos se calcularon los indices de retencién de Kovats,
. Estos se calcularon teniendo en cuenta los tr de una serie homoéloga
de sustancias de referencia, hidrocarburos lineales desde Cg hasta Cys
corridos en cada uno de los cromatografos bajo los mismos parametros
operacionales utilizados para los AE y extractos. Para su calculo se

utilizé la siguiente Ecuacién 1 [89, 90]:
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tRn Ecuacion 1.

|, =100 x n+100 Ll

tRN o tRn

Donde n<Ny:

n= Numero de atomos de carbono del hidrocarburo que eluye antes del
compuesto de interés;

trx= Tiempo de retencion del compuesto de interés (min);

trn= Tiempo de retencion del hidrocarburo que eluye antes del
compuesto de interés (min);

trn= Tiempo de retencién del hidrocarburo que eluye después del

compuesto de interés (min).

Los lx calculados para las fases estacionarias polar y apolar fueron se
compararon con los Iy, reportados en la literatura [91]. Ademas, se
compararon los tg de algunos compuestos presentes en los extractos y
AE, con los tgr de sustancias de referencia, (patrones de terpenos
certificados) que se corrieron bajo los mismos parametros

cromatograficos operacionales.

e Parametro espectrométrico. Los fragmentogramas obtenidos de
cada uno de los compuestos presentes en los extractos y aceites
esenciales, se compararon con los almacenados en las bases de datos
NIST 02, Willey 138K o Adams 2005. Esta ultima especializada en
terpenos y otros compuestos presentes en los AE y extractos de

diferentes plantas.

3.7 CUANTIFICACION DE LOS COMPONENTES MAYORITARIOS DEL
AE DE L. origanoides.

Los metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles, que estaban en

mayor proporcion en los AE de las plantas bajo estudio se cuantificaron

aplicando dos métodos. El primero de ellos se realizé para obtener las

concentraciones aproximadas de los compuestos en cuestion. La
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reproducibilidad del método utilizado en la obtencion de los AE se evaluo
en términos del porcentaje de la desviacidn estandar o coeficiente de
variacion (CV) de la sumatoria de areas de todos los compuestos
presentes en los AE obtenidos al realizar tres replicas de las extracciones.
Con el segundo método se obtuvieron las concentraciones definitivas de

los metabolitos secundarios.

3.7.1 Evaluacion de la reproducibilidad de la técnica de extraccion de
AE. La reproducibilidad de la técnica MWHD, se evaluo en términos de la
sumatoria de las areas de todos los compuestos, y del area del patron
interno n-tetradecano (Ecuacion 2). Para este propdosito se realizaron tres
extracciones independientes, conservando el material vegetal en bolsas
Zlploc®, y a una temperatura de 4°C, para evitar dafos. Se utilizé el
mismo montaje Clevenger y horno microondas, utilizando los mismos

parametros de extraccion descritos en la Seccion 3.4.1.

2A_y

A | Ecuacion 2.
std

Para el tratamiento estadistico de datos se calcularon: el promedio, la
desviaciéon estandar y el coeficiente de variaciéon. Las ecuaciones

empleadas [92] fueron:

=}

v o i=l
X = n Ecuacion 3.
n 2
_ i=1
o= n—1 Ecuacion 4.
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/ N Ecuacion 5.

CV =

Ecuacion 6.

Donde:

X = Valor promedio;

A, = Area de cada pico cromatografico;

X; = Valor parametro (Ecuacion 2.);

n = Numero de replicas;

o = Desviacién estandar;

S = Desviacion estandar para 3 réplicas;

t = 4,30 (t de Student para un nivel de confianza del 95%);
CV = Coeficiente de variacion (%).

3.7.2 Cuantificacién interna. Este método se realizé teniendo en cuenta
el area del estandar interno, ISTD, n-tetradecano (Merck, Reference
Substance for Gas Chromatography). Las caracteristicas del estandar se
reportan en la Tabla 8. El estdndar se adiciond a los AE y extractos (1 L)
durante la preparacion de la muestra para el analisis cromatografico
(Seccion 2.5). Este analisis se llevé a cabo en un cromatografo de gases
Agilent Technologies 6890 Plus (Palo Alto, CA, EE.UU.), cuyas

caracteristicas se describieron en la Seccién 2.6.1.

Las areas de cada uno de los compuestos se compararon con el area del
patrén interno. Suponiendo, que la respuesta del detector del ISTD y de
los compuestos son similares, las concentraciones de cada uno de los

metabolitos se determinaron con base en la Ecuacion 7, asi:
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C :CAXA<

X A Ecuacion 7
A

Donde:

Cx: Concentracion del compuesto de interés (ppm);
Ca: Concentracion del estandar interno (ppm);

A,: Area del compuesto de interés (Cuentas);

An: Area del estandar interno (Cuentas).

Tabla 8. Patrones de hidrocarburos lineales y patrones de terpenos

certificados utilizados para determinar los I.

Compuesto Productor Pureza
trans-p-Cariofileno Sigma Aldrich 98%
p-Cimeno Sigma Aldrich 98%
a-Felandreno Sigma Aldrich 98%
y-Terpineno Sigma Aldrich 98%
Timol Sigma Aldrich 99%
n-Tetradecano AccuStandard 99.5%

Serie homoéloga de
AccuStandard -
hidrocarburos Cg-C»s5

3.7.3 Cuantificacidén externa. De acuerdo con los resultados obtenidos
en la estandarizacion interna, se construyeron curvas de calibracion de
cada uno de los compuestos, cuyas caracteristicas aparecen en la Tabla
9. Se prepararon soluciones Stock para cada uno de los metabolitos; a
partir de estas soluciones se prepararon diluciones de concentraciones
menores que la concentracion obtenida por la cuantificacion interna,
teniendo en cuenta que estas curvas sirvieran para las concentraciones
encontradas del compuesto en los AE de cada uno de los dos

quimiotipos.
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Tabla 9. Volumenes de soluciones preparadas para llevar a cabo la

cuantificacién interna.

Volumen. Concentraciéon, ppm
solucion p-Cimeno y-Terpineno Timol trans-B-Cariofileno
stock (ML)
0,5 - 21 25 -—--
1 - 41 50 -
2 85 82 99 89
5 213 206 248 222
10 426 412 495 444
15 639 618 743 666
20 851 825 990 888
50 2129 2061 2476 2221
100 4257 4123 4952 4442
150 6386 6184 7428 6663
200 8514 8245 9904 8885
300 12771 12368 14856 13327
400 17028 16490 19808 17769
600 25542 24735 29712 26654
42570 41225 49520 44424

Después de la preparacion de soluciones, se procedié a analizarlas bajo
los mismos parametros cromatograficos empleados para el analisis de los
AE. Con los datos obtenidos, se construyeron las curvas de calibracion
(Areas Vs. Concentracion) para cada uno de los metabolitos de interés.
Las curvas se ajustaron por regresion lineal teniendo en cuenta que la
respuesta del detector en el rango de concentraciones preparadas fue
lineal. Los factores de respuesta del equipo, R, para cada uno de los

compuestos analizados se determinaron con base en la pendiente

obtenida para cada recta, asi:

Rf — Concentracion( g /mL)
Area(cuentas)

Ecuacion 8.
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Las concentraciones de los metabolitos presentes en los AE, finalmente,
se calcularon con base en los Rf de las sustancias de referencia
certificados. Estas concentraciones se expresaron en g compuesto/g
material vegetal y en kg compuesto/Ha. Esta forma de expresar los datos
es de gran utilidad, puesto que con ésto se pueden realizar calculos
preliminares para el cultivo en extensiones de terreno mucho mas

grandes.

3.8 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Con el objeto de hacer una ficha técnica del AE colombiano de L.
origanoides, para quimitipos “imol” y “p-cimeno”, se realizé la
determinacién de su densidad, indice de refracciéon y solubilidad en

etanol.

La densidad de los AE se determinaron en un picnometro de 9.814 mL
que se calibréo a 20°C (BRAND, Wertheim, Alemania), y la temperatura
requerida se obtuvo con ayuda de un bafio refrigerante circulatorio Cole
Palmer (Chicago, IL, EE.UU). El procedimiento, que se aplico, estuvo de
acuerdo con la norma ISO 279:1998 (E) [93].

Para determinar la solubilidad de los AE en etanol, se utilizé etanol
absoluto (99.8%, Sigma-Aldrich, Seelze, Alemania), y se adoptd la
metodologia de acuerdo con la norma ISO 875:1999 (E) [94].

Los indices de refraccion a 20°C se midieron en un refractometro tipo
Abbe ATAGO NAR-1T, (Tokio, Japdn), segun la norma ISO 280:1998 (E)
[95]. La temperatura se controld, usando un bafo refrigerante circulatorio

Cole Palmer.

En la Figura 15 se muestran los equipos usados para la medicion de

densidades e indice de refraccion.
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Hrraw

Refractometro Densidad

Figura 15. Equipos para la realizacién de mediciones segun las normas
ISO 279y 280 (E).
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4. RESULTADOS

4.1 RECOLECCION Y PROPAGACION DEL MATERIAL VEGETAL

La recoleccion del material vegetal se realiz6 en el Canon del Rio
Chicamocha. Durante el proceso de propagacion se analizaron los
porcentajes de rebrote, las composiciones de los AE obtenidos a partir de
las hojas de los quimiotipos | y Il colectados en Jordan Sube y el analisis

de suelos.

4.1.1 Anadlisis cualitativo del AE obtenido de las hojas de los
quimiotipos de L. origanoides colectados en Jordan Sube.
Paralelamente a la recoleccion del MV para propagacién, se llevaron a
cabo las extracciones de las hojas de cada uno de los quimiotipos por el
método MWHD vy el posterior analisis por GC-MS. El analisis de los AE
servira como confirmacion a la forma como se clasificaron las plantas en
campo, segun su olor. A continuacion, en las Tablas 10 y 11, se muestran
las cantidades relativas de los principales componentes de AE de los
quimiotipos recolectados y sus respectivos cromatogramas obtenidos en
la columna apolar se encuentran en el Anexo 3. En los QI y Qll se
detectaron 96 y 51 compuestos, respectivamente, con cantidades
relativas mayores de 0,06%; en QI se identificaron positivamente 82

compuestos y en Qll se identificaron 46.

Los metabolitos secundarios que se encontraron en mayor proporcion en
el AE del QI, obtenido de las hojas de plantas recolectadas en Jordan
Sube, fueron los mismos que se analizaron en los AE obtenidos en los
tres muestreos posteriores realizados al cultivo experimental. Como se
aprecia en la Tabla 10 el a-felandreno se encuentra en mayor proporcion,
mientras que durante la primera y segunda floraciones y post-floracion el
p-cimeno fue el componente mayoritario. Otros compuestos importantes
fueron el p-cimeno (11%), limoneno, B-felandreno y trans-B-cariofileno
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(9.3%). A las plantas propagadas de este quimiotipo se les llamo

quimiotipo I.

Tabla 10. Compuestos principales (>1,0%) del AE, obtenido de hojas de

L. origanoides, QI colectada en Jordan Sube.

Ik :
N° Pico® Compuesto rzlaar::/daa‘(’;
DB-5 DB-WAX '
4 a-Pineno 934 1028 2,0
8 B-Mirceno 990 1152 1,6
10 a-Felandreno 1010 1158 11,0
12 p-Cimeno 1026 1273 9,7
13 Limoneno 1031 1196 12,5
+B-Felandreno 1164
15 y-Terpineno 1060 1240 21
58 trans-B-Cariofileno 1428 1597 9,3
60 B-Copaeno 1440 1067 1,0
64 a-Humuleno 1464 1674 5,5
72 trans-Muurola-4(14),5-dieno 1507 1786 1,8
+o-Muuruleno 1784
+o-Selineno 1721
75 §-Cadineno 1530 1788 2.1
85 Oxido de cariofileno 1593 2008 2,5
+Viridiflorol 2112
95 epi-a-Cadinol 1657 2141 2,7
+epi-o-Muurolol 2211
+o-Cadinol
96 a-Eudesmol 1677 2250 6,3
+B-Eudesmol 2239

& Numero de pico en la Figura 1 del Anexo 3

La composicién del AE de las hojas del Qll proveniente del Cafion del Rio
Chicamocha no presenté variaciones significativas respecto a lo que se
encontrd6 en los tres muestreos posteriores realizados al cultivo
experimental. El timol (57,3%) fue el compuesto mayoritario seguido del p-
cimeno (6,5%) y del y-terpineno (4,4%). El estudio que se les practico a
las plantas sirvié para diferenciarlas de acuerdo con los componentes
mayoritarios; a las plantas propagadas de este quimiotipo se les llamé

quimiotipo Il.
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Tabla 11. Compuestos principales (>1,0%) del AE, obtenido de hojas de

L. origanoides, Qll colectada en Jordan Sube.

Cantidad relativa,

N° Pico® Compuesto %
DB-5 DB-WAX
o-Pineno 935 1028 1.0
7 B-Mirceno 990 1153 2,7
§-2-Careno 1013 1.8
11 p-Cimeno 1025 1269 6,5
15 y-Terpineno 1061 1239 5.9
16 trans-Hidrato de sabineno 1107 1462 0,69
25  Metil timil éter 1226 1590 11
29 Timol 1292 2182 57,3
30 Carvacrol 1305 2210 1,5
32 Acetato de timilo 1350 1866 0,91
36 trans-p-Cariofileno 1428 1598 3,0
41 a-Humuleno 1464 1674 1.9

& Numero de pico en la Figura 2 del Anexo 3

4.1.2 Porcentajes de rebrote.

De los quimiotipos encontrados en el

lugar de recoleccién se sembraron segmentos nodales, asi: quimiotipo I,

QI-50 y del quimiotipo Il, QII-250, respectivamente. Los porcentajes de

rebrote (Tabla 10) son un reflejo de lo encontrado en el sitio de

recolecciéon donde en promedio por cada 10 plantas del Qll se encontraba

solo una del Ql. Aunque estos dos fendmenos puedan o no estar

relacionados.

Tabla 12. Porcentajes de rebrote de los quimiotipos QI y QIll L.

origanoides.
Quimiotipo Segmentos nodales Segmentos nodales Rebrote
sembrados germinados %
Ql 50 39 78
Qll 250 228 91.2
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Posteriormente, en campo se establecio el cultivo con aproximadamente
30 plantas de Ql y 82 de Qll.

4.1.3 Analisis de suelos. Antes de sembrar las plantas de L. origanoides
en un terreno con buenas condiciones nutricionales, se realizé un analisis
de suelos. Las muestras se tomaron de 5 puntos diferentes en el terreno,
cavando hoyos de 40 cm y tomando cortes de tierra de todas las capas.
El andlisis fue realizado en el Laboratorio Quimico de Suelos, que dirige el
profesor Jaime Camargo. Se encontrd, que el suelo presentd baja acidez
(pH 5.6), con contenido bajo de materia organica, nitrégeno total, asi
como algunos elementos menores (Mg, B, Fe, Mn, Cu, y Zn); se
presentaron altos niveles de fosforo y azufre, mientras que calcio, potasio
y sodio se encontraron en niveles normales. La textura del suelo es
adecuada. En el Anexo 4, se adjunta el resultado detallado de estos
analisis. La interpretacion de los resultados y los correctivos necesarios

se realizaron con ayuda del técnico agronomo, Juan Manuel Neira.

4.2 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS QUIMIOTIPOS DE L.
origanoides.

Los resultados de la identificacion botanica mostraron que las plantas,
que poseen AE de diferente composicion, pertenecian a la misma especie
0 sea eran quimiotipos. Las plantas presentaban hojas opuestas de color
verde oscuro por el haz y verde claro-grisaceo en el envés,
inflorescencias racimosas de color blanco y tallos cafés lignificados en la
base. Los numeros asignados en el Herbario Nacional Colombiano (COL)
se muestran a continuacion en la Tabla 13 La identificacion fue llevada a

cabo por el Dr. José Luis Fernandez.
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Tabla 13. Numeros de COL asignados a los quimiotipos | y Il de L.

origanoides.
Especie Quimiotipo Familia N° COL
Lippia origanoides H.B.K. Ql Verbenaceae 519798
Lippia origanoides H.B.K. Qll Verbenaceae 519799

4.3 RENDIMIENTOS DE LOS AE DE L. origanoides OBTENIDOS POR
MWHD

Se obtuvieron los rendimientos de los aceites esenciales de plantas
colectadas en tres estados fenoldgicos. Luego, se calcul6 el rendimiento
para AE para 1 Ha de cultivo, para estimar lo que se puede esperar en

cuanto a rentabilidad de esta especie.

El rendimiento de esencia se hallé dividiendo el peso del AE obtenido
sobre el peso de MV introducido en el balén. Los rendimientos no se
mantuvieron constantes a lo largo del estudio, lo cual refleja la variacion
en la producciéon de AE (R), asi como también en los pesos promedio (W)

y alturas promedio (H) de las plantas como se muestra en la Tabla 14.

La variaciones en el peso de las hojas permiten observar, que L.
origanoides es una especie que es susceptible al ciclo vegetativo, en
cambio, la altura de las plantas no se afecté. La produccion de AE
también muestra una dependencia del ciclo vegetativo, puesto que
aunque hay menos biomasa al final de floracion (representada por el peso
de hojas), la concentracién de AE en las células es mayor. La diferencia
en el rendimiento de AE entre los dos quimiotipos es significativa, para los
tres estados fenoldgicos. Todas estas caracteristicas influyen sobre la
produccion de AE por Ha (Ver Tabla 14).
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Tabla 14. Alturas, pesos y rendimientos (AE) promedio de L. Origanoides,

obtenidos para tres estados fenoldgicos de la planta.

DIA 70 DIA 115 DIA 155
(Primera floracion) (Post-floracion) (Segunda floracion)
Parametro

Ql Qll Ql Qll Ql Qll
H (cm) 120 + 21 120 £ 27 130 £ 41 120+28 130+28 140+ 39
W (g)/planta 90 £ 23 390 + 81 70 £ 21 180+52 90+ 21 260+ 63
R (%) 0,39+ 0,08 1,6+0,5 0,51 £ 0,09 22+0,2 0,47 +0,09 16+0,2
R
(kgAE/Ha) 9,7 173,2 9,9 109,9 11,7 115,4

Nota: Los valores de altura de las plantas y peso de hojas fueron obtenidos promediando
8 mediciones. Los valores de rendimiento (%) resultaron después de promediar tres

medidas.

En el Figura 16 se observa mas claramente la relaciéon entre el
rendimiento de esencia y el estado fenologico. Se puede resaltar que al
final de floracién, la cantidad de AE en las hojas aumenta. Esto es una
caracteristica propia de cada planta, puesto que de acuerdo con el
estudio de Senatore, F [96], cuando se cosechaban hojas de Thymus
pulegiodes a lo largo de un afo, la cantidad de AE aumentaba durante la
floracién plena, mientras que para la palmarrosa el incremento se observa

al final de la floracion.

Los rendimientos encontrados difieren de los obtenidos por Oliveira y
colaboradores [63], que reportan 1,0%, para el quimiotipo rico en
carvacrol. La regulacién en la producciéon AE en las plantas se debe a
multiples factores, y entre los mas importantes estan el estado vegetativo

y/o ontogenia, tal como lo explica Sangwan et. al [97].
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Figura 16. Rendimientos de los aceites esenciales de L. origanoides,

obtenidos de plantas colectadas en tres periodos de crecimiento.

4.4 ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS AE Y
EXTRACTOS DE L. origanoides

Los extractos y AE fueron analizados por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, GC-MS, usando los parametros
operacionales expuestos en las Secciones 3.6.1 y 3.6.2 de la parte
experimental. En los extractos y AE de los Ql y Qll se detectaron 123 y 81
compuestos respectivamente, con cantidades relativas mayores al 0,06%,
de los cuales se identificaron positivamente 101 (82%) en QlI, la mayoria
monoterpenos y en QIl se identificaron positivamente 69 (85%), la
mayoria fueron fenilpropanoides. Los aceites esenciales de los
quimiotipos estudiados presentan 48 compuestos en comun. Las Figuras
17 y 18, muestran los perfiles cromatograficos tipicos de los AE y
extractos obtenidos por MWHD, SDE y SFE, de las plantas QI y Qll. Se
observan claramente las diferencias en la composicion de cada uno de los

extractos, para ambos quimiotipos.
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Figura 17. Perfiles cromatograficos tipicos de los AE vy extractos
obtenidos de hojas de L. origanoides, Ql, en la primera floracion, por: A.
MWHD, B. SDE, C. SFE. Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (El, 70

eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 15.
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Tabla 15. Cantidad relativa (%) e identificacion de los metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles de L. origanoides,

quimiotipo | aislados por diferentes técnicas de extraccion.

Cantidad relativa, % * s (n=3)°

N° Pico® Compuesto Tipo
DB-5 DB-WAX MWHD SDE SFE
1 trans-2-Hexenal oC 848 1213 0,068 + 0,009 0,09 £ 0,01 N.D.
+ cis-3-Hexenol ocC 1387
2 n-Hexanol OoC 859 N.D. 0,084 + 0,006 N.D.
3 a-Tujeno M 925 1023 0,8+0,1 0,39 £ 0,02 0,95 + 0,07
4 a-Pineno M 934 1028 2.4+ 0,5 3,1+0,1 1,33+ 0,04
5 Canfeno M 948 1073 0,6 +0,1 0,67 = 0,06 N.D.
6 Sabineno M 971 1125 0,25 + 0,08 0,41 +£0,03 0,60 + 0,08
7 1-Octen-3-ol M 974 1448 1,0£0,1 0,81 £ 0,07 0,92 + 0,03
+ B-Pineno M 1112
8 B-Mirceno M 990 1152 1,6+£0,1 1,9+0,1 1,37 £ 0,09
trans-Acetato de hexen-3-ilo oC 1006 0,13 +£0,02 0,083 + 0,001 N.D.
10 a-Felandreno M 1010 1158 10,3+0,3 7,0+0,2 2,32 £ 0,09
11 a-Terpineno M 1019 1164 0,58 + 0,07 0,56 + 0,07 N.D.
12 p-Cimeno** FP 1025 1272 14,6 £ 0,6 16+2 3,9+0,1
13 Limoneno M 1032 1196 15+2 16 +1 4,9+0,1
+ B-Felandreno M 1164
+ 1,8-Cineol MO 1210
14 trans-p-Ocimeno M 1049 1251 0,68 £ 0,07 0,73 £ 0,09 0,78 £ 0,02
15 y-Terpineno M 1060 1240 2,1+ 0,1 22+0,2 1,55 + 0,09
16 cis-Hidrato de sabineno MO 1071 1550 0,66 + 0,05 1,6 £ 0,1 N.D.
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Tabla 15, Continuacion.

17
18
19
20
21
22
23

24

25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38

Terpinoleno

Linalol

trans-Hidrato de sabineno
trans-p-Menta-2,8-dienol
cis-p-2-Mentenol
cis-p-Menta-2,8-dienol
trans-p-2-Mentenol

+ trans-Sabinol

Alcanfor

+ Oxido de pineno*
Pinocarvona

8-Terpineol

Borneol

cis-Butanoato de hexen-3-ilo

Terpinen-4-ol
Criptona

+ p-Cimen-8-ol
a-Terpineol
cis-Piperitol
cis-Sabinol*
trans-Piperitol
trans-Carveol
m-Cumenol*
cis-p-Menta-(7),8-dien-2-ol
cis-Carveol

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
oc
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
FP
MO
MO

1091
1102
1105
1125
1128
1140
1142

1149

1166
1169
1173
177
1181
1186

1193
1195
1201
1206
1215
1220
1227
1229

1280

1543

1463

1613

1601

1496

1630

1718

1598
1888

1685

1673

1757

1797

0,21 £ 0,06
0,62 + 0,03
0,40 £ 0,08
0,21 +0,02
0,45 £ 0,07
0,099 £ 0,005
0,62 + 0,06

0,19 £ 0,01

0,076 + 0,003
0,34 £ 0,02
0,78 £ 0,03
0,13 + 0,01
1,52 £ 0,03
0,54 + 0,07

0,66 + 0,04
0,18 £ 0,02
0,43 +£ 0,06
0,21 £0,03
0,09 £ 0,01
0,10 £ 0,02
0,21 +0,02

tr

0,25 0,03
0,8+0,1

0,37 £ 0,04
0,18 + 0,02
0,49 £ 0,06
0,21+ 0,02
0,67 £ 0,05

0,24 £ 0,03

0,10 £ 0,03
0,262 + 0,009
0,52 £ 0,08
N.D.
1,2+£0,2
0,47 +0,05

1,11+ 0,09
0,15+ 0,02
0,51+ 0,04
0,21 £ 0,04
0,09 + 0,01
0,09 £ 0,01
0,18 + 0,01
0,10 £ 0,01

N.D.

0,43 +0,04
N.D.

N.D.
0,5+0,2
N.D.
0,6+0,1

N.D.

N.D.
0,36 +£ 0,07
0,56 + 0,01
N.D.
0,79 £ 0,02

tr

0,67 £ 0,08
N.D.

0,40 £ 0,09
tr

N.D.

N.D.

tr

N.D.
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Tabla 15, Continuacion.

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

Neral

Acetato de B-sabinilo*
Cuminal*

Carvotanacetona

Geranial

Felandral*

Timol**

Carvacrol
3-Metil-4-isopropilfenol®
Isomero timol, C1oH140 (N.1.)
Sesquiterpeno, CqsHz4 (N.1.)
a-Cubebeno

Eugenol

Compuesto oxigenado, C1oH1202 (N.1.)
a-Ylangeno

a-Copaeno

B-Bourboneno
B-Gurgujeno*
Sesquiterpeno, CisHas (N.1.)
trans-B-Cariofileno**
a-trans-Bergamoteno
B-Copaeno

Aromadendreno
cis-Muurola-3,5-dieno
trans-Muurola-3,5-dieno

w0 no no nuonononononon

1230
1241
1242
1246
1268
1275
1291
1302
1309
1316
1320
1351
1359
1364
1379
1384
1393
1414
1424
1428
1438
1440
1448
1453
1456

1671

1718

2168
2202
2160

1466
2163

1488
1493
1524
1521

1597
1594
1607
1660

tr

0,32 + 0,04
0,30 + 0,06
tr

0,135+ 0,003
N.D.
1,4+0,1
0,25 + 0,05
tr

N.D.

N.D.

0,44 + 0,06
0,11 +£0,02
tr

0,21 £ 0,04
0,87 + 0,03
0,083 + 0,003
N.D.

tr

58+0,3
0,18 £ 0,02
0,66 + 0,07
0,20 £ 0,05
N.D.

tr

0,14 £ 0,06
0,51 +0,09
0,24 £ 0,01
0,16 + 0,02
0,084 + 0,004
0,7+0,1
0,11 £ 0,02
0,18 0,02
0,115 + 0,009
N.D.

N.D.

0,30 + 0,04
0,12 £ 0,02
0,35+ 0,07
0,20 £ 0,03
0,77 £ 0,04
0,13 £ 0,01
0,18 £ 0,02
0,14 £ 0,02
6,8+0,3
0,20 £ 0,03
0,65+ 0,08
0,22 £ 0,02
0,11 +£0,01
0,17 £ 0,01

N.D.

0,78 + 0,09
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

tr

tr

N.D.
0,7+0,1
0,54 £ 0,05
0,7+0,1
0,38 + 0,01
0,6 £0,1
0,53 + 0,07
0,81+ 0,02
tr

N.D.

0,42 + 0,04
45+0,5

tr

0,83 £ 0,07
0,54 £ 0,08
N.D.

tr
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Tabla 15, Continuacion.

64
65
66
67
68
69
70
71
72

73
74
75
76

77
78
79
80
81
82
83
84

a-Humuleno
cis-Muurola-4(14),5-dieno*
trans-Cadina-1(6),4-dieno
y-Muuroleno

a-Amorfeno

Germacreno D
cis-Cadina-1,4-dieno
Valenceno
trans-Muurola-4(14),5-dieno
+ a-Muuroleno

+ a-Selineno

8-Amorfeno

y-Cadineno

8-Cadineno
cis-Calameneno

+ Zonareno
trans-Cadina-1,4-dieno
a-Cadineno

Elemol

trans-Nerolidol

B-Calacoreno

Sesquiterpeno 6xigenado, C1sHz60, P.M. 222

Carofilenilol*

Espatulenol

w0 no no nuonnononuonuonenenuonuoneonunon

n 0N n 00
O O O O O

1464
1471
1481
1486
1490
1492
1501
1504
1507

1515
1521
1530
1535

1541
1545
1556
1565
1569
1576
1589
1591

1674

1698
1687
1710
1799
1716
1786
1784
1721
1687
1786
1788
1843
1741
1796
1804
2085
1994

2139

29+0,1

0,79 £ 0,09
0,18 £ 0,02
0,93 +0,02
0,23 £ 0,02
0,40 +£ 0,08
0,08+ 0,01
0,53 £ 0,05
1,42 + 0,03

0,21 +0,04
0,72 £ 0,06
1,9+0,2
0,95+0,2

0,19 £ 0,04
0,14+ 0,02
0,22 £ 0,04
0,16 +£ 0,02
N.D.
0,91+0,09
0,097 + 0,002
0,48 + 0,06

3,95+0,09
0,73 +0,08
0,17 £ 0,02
0,81 +0,04
0,15+ 0,01
0,50 + 0,02
0,14 £ 0,02
0,29 + 0,04
1,1+£0,1

0,14 £ 0,02
0,52 £ 0,08
1,6+0,1

0,55+ 0,08

0,15+ 0,02
0,11+ 0,02
0,13 £ 0,01
0,10 £ 0,02
0,11 £ 0,02
0,12+ 0,02
0,09 £ 0,02
0,38 + 0,11

3,1+£0,3
0,9+0,1

tr

1,0+0,1

tr

0,80 £ 0,05
tr

0,46 £ 0,02
0,84 + 0,06

tr

0,70 £ 0,08
0,94 + 0,06
0,69 + 0,08

0,67 £ 0,08
tr

tr

N.D.

N.D.

tr

0,53+ 0,01
0,63 £ 0,07
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Tabla 15, Continuacion.

85

86
87
88
89

90
91
92
93
94
95

96

97
98
99
100
101
102
103
104

Oxido de cariofileno

+ Viridiflorol

Guaiol

Sesquiterpeno 6xigenado, C15H260
2,(7cis)-Bisaboladien-4-ol
Epdxido de humuleno Il

+ 1,10-di-epi-Cubenol*®
Junenol*
Muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol
epi-Cuben-1-ol

y-Eudesmol
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5a.-ol
epi-a-Cadinol

+ epi-o.-Muurolol

+ a-Cadinol

B-Eudesmol

+ o-Eudesmol

Bulnesol

Cadaleno

Sesquiterpeno éxigenado C1sH260
Criptomeridiol

Tricosano

Metoxichalcona*

Pinocembrin*

Heptacosano*

SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
SO
o)
SO
SO
SO
Slo)
SO
SO
SO
SO
FP
SO
SO

ocC
oC

1593

1601
1614
1618
1622

1628
1639
1637
1540
1648
1657

1677

1682
1687
1799
1806
2306
2418

2008
2112
2100

2060

2079
2184

2141

2211

2250

2239

2233

1,80 £ 0,08

1,12+ 0,06
0,116 £ 0,008
0,19 +0,03
1,1+£0,1

0,13 +0,02
0,35+0,05
0,43 +£ 0,06
1,03+ 0,04
1,12 £ 0,07
2,74 £ 0,06

7,3+0,3

tr

0,28 £ 0,06
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

2,83 +0,05

0,73 £0,04
0,09 + 0,01
0,13 +£0,01
1,2+ 0,01

0,09 + 0,02
0,26 £ 0,02
0,38 + 0,07
1,6 £0,02
0,8+0,1
2,56+0,02

51+0.2

0,09 + 0,01
0,10 £ 0,02
0,18 0,03
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

2105

0,67 £ 0,02
N.D.

tr

1,15+ 0,09

tr

0,41+ 0,06
0,47 £ 0,09
1,1+0,2
0,58 + 0,08
1,0+£0,2

1,34 £ 0,09

N.D.

0,40 £ 0,08
0,43 + 0,06
3,7+0,3
0,56 + 0,03
0,49 £ 0,08
36,5+0,3
0,86 + 0,08
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Tabla 15, Continuacion.

105 N.1:* ocC N.D. N.D. 1,38 £ 0,09
106 Octacosano* H N.D. N.D. 0,93 + 0,08
107 Nonacosano* H N.D. N.D. 0,54 + 0,05
108 Untriacontano* H N.D. N.D. 0,8+0,1
Hidrocarburos monoterpénicos M 354 3412 14,7+0,6
Monoterpenos oxigenados MO 8,5+0,7 1141 4,6+0,7
Hidrocarburos sesquiterpénicos S 20+2 20.9+1 19+2
Sesquiterpenos oxigenados SO 1941 1718 141
Fenilpropanos FP 17,0+0,9 1742 5,4+0,3
Otros compuestos oxigenados ocC 0,33+0,04 0,61+0,09 39,0+0,6
Hidrocarburos lineales H 0 0 3,740,3

@ Numero de pico en la Figura 17.

® indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

¢ Promedio de tres extracciones independientes, % + g*t / \/n; n=3; t=4,30; o=desviacién estandar.

N.D. No detectado.

N.1. No identificado.

tr Detectado en trazas (<0,06%).

*Identificado tentativamente.

**|dentificado por espectrometria de masas usando patrones certificados.
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Figura 18. Perfiles cromatograficos tipicos de los AE y extractos
obtenidos de hojas de Lippia origanoides, Qll en la primera floracién, por:
A. MWHD, B. SDE, C. SFE. Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (ElI, 70

eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 16.
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Tabla 16. Cantidad relativa (%) e identificacion de los metabolitos volatiles y semivolatiles de L. origanoides, quimiotipo II,

aislados por diferentes técnicas de extraccion.

Cantidad relativa, % * s°

N° Pico? Compuesto TIPO
DB-5 DB-WAX MWHD SDE SFE

1 trans-2-Hexenal ocC 848 1213 0,26 + 0,02 0,27 £ 0,01 0,36 £ 0,05
+ cis-3-Hexenol ocC 1387

2 a-Tujeno M 925 1023 0,97 + 0,04 1,1+£0,2 0,28 + 0,03

3 a-Pineno M 934 1028 0,29 + 0,04 0,46 £ 0,04 N.D.

4 Canfeno M 948 1073 tr 0,064 + 0,004 N.D.

5 Sabineno M 971 1125 tr 0,061 +0,002 N.D.

6 3-Octenol M 974 1448 0,18 £ 0,04 0,27 £ 0,03 tr
B-Pineno M 1112

7 B-Mirceno M 990 1152 22+0.2 2,17 £ 0,04 1,3+0,1
a-Felandreno M 1010 1158 0,16 £ 0,02 0,17 £ 0,03 N.D.
8-2-Careno M 1013 0,17 £ 0,02 0,173+ 0,009 N.D.

10 a-Terpineno M 1019 1164 1,83+ 0,08 1,57 £ 0,05 tr

11 p-Cimeno** FP 1025 1269 72+0,9 740,22 51+0,2

12 Limoneno M 1031 1196 0,50 + 0,03 0,486 + 0,006 0,30 + 0,04

13 B-Felandreno M 1033 1165 0,23 + 0,02 0,39 £ 0,03 0,33 0,02

14 1,8-Cineol MO 1035 1223 tr 0,065 + 0,007 N.D.

15 trans-pB-Ocimeno M 1049 1251 0,190 £ 0,006 0,30 £ 0,09 N.D.

16 y-Terpineno M 1060 1240 4,4+0,2 4,7+0,1 25+0,1

17 cis-Hidrato de sabineno MO 1071 1550 0,13 £ 0,01 0,46 £ 0,03 0,31 £0,02

18 Terpinoleno M 1091 1280 0,11 £ 0,01 0,14 £ 0,02 N.D.
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Tabla 16, Continuacion.

19

20
21
22

23

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

6,7-Epoxido de mirceno

+ p-Cimeneno

Linalol

Alcanfor

4-Terpineol

+ Compuesto oxigenado, C1oH1s0 (N.I.)
p-Cimen-8-ol

+ Estragol

Umbellulona*

Metil timil éter
cis-p-Menta-(7),8-dien-2-ol
Isdmero del metil timil éter C11H1sO (N.I.)
Timoquinona

Timol**

Carvacrol

3-Metil-4-isopropilfenol*

Acetato de timilo

Eugenol

a-Copaeno

cis-o-Bergamoteno
trans-p-Cariofileno**

o-Cedreno”

trans-a-Bergamoteno
4-(1,1-Dimetiletil)-1,2-bencenodiol*

trans-pB-Farneseno

1096

1102
1148
1180

1187

1226
1226
1229
1284
1287
1293
1304
1308
1350
1359
1384
1410
1428
1430
1440
1451
1458

1324

1543

1496

1598

1852

1662

1589

2163

2182

2210

1866

1493

1597

1598

1594

1670

0,23 £ 0,02

0,17 £ 0,01
N.D.
0,30 £ 0,04

N.D.

0,53+ 0,02
2,25+ 0,09
tr

N.D.

N.D.

66 + 1

1,54 + 0,05
0,11 £ 0,02
1,890 + 0,009
0,12 £ 0,02
tr

tr

3,58 + 0,02
0,16 £ 0,02
0,68 + 0,04
N.D.

N.D.

0,30+ 0,02

0,39 £ 0,02
0,065 + 0,003
1,05+ 0,07

tr

0,44 £ 0,05
1,75+ 0,08
0,09 £ 0,01
N.D.

0,07 £ 0,01
58 + 1

1,18 £ 0,05
0,24 + 0,04
1,10 £ 0,05
0,19+ 0,02
0,08 £ 0,01
0,15+ 0,03
45+0,2
0,38 £ 0,03
0,95+ 0,08
1,65+ 0,05
0,09 £ 0,01

0,29+ 0,09

0,23 £ 0,04
N.D.
0,59 £ 0,08

0,22 £ 0,09

N.D.
1,2+0,1
N.D.
0,21+ 0,04
0,66 = 0,06
68 + 1
16+£04
0,21 +0,03
0,20 £ 0,04
0,14 £ 0,05
0,14 £ 0,04
N.D.
3405
0,21+ 0,06
0,86 + 0,04
N.D.

N.D.
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Tabla 16, Continuacion.

41
42
43
44
45
46
47

48

49
50
51

52

53
54
55
56
57
58

59
60

a-Humuleno
trans-Cadina-1(6),4-dieno*
Hidroxianisol butilado* (BHA, Antioxidante)
y-Muuruleno
ar-Curcumeno
Germacreno D
a-Muuruleno

+ a-Selineno

B-Bisaboleno

+ B-Curcumeno
y-Cadineno

8-Cadineno
trans-Calameneno

+ trans-y-Bisaboleno
cis-Calameneno

+ trans-iso-y-Bisaboleno
trans-Nerolidol

Oxido de cariofileno
2,(7cis)-Bisaboladien-4-ol
Epdxido de humuleno I
epoxi allo-Aromadendreno®
Cariofila-4(12),8(13)-dien-5a-ol
+ epi-o-Muurolol*
o-Eudesmol

B-Bisabolol

o
o @

w0 no nuonononnunononnuon

N0 0O o nununonon
O OO OO0OO0OO0oOOoOOo

1464
1481
1484
1486
1488
1492
1508

1516

1521
1530
1534

1537

1565
1591
1618
1621
1650
1652

1676
1679

1674

2448
1698
1775
1710
1784
1721
1745
1770
1786
1788
1833

1843

1994
2006

2060

2240
2248

2,41+ 0,04

tr

0,39+ 0,03
0,18 £ 0,02
0,071 £ 0,005
tr

tr

0,29 + 0,06

0,076 + 0,008
0,14 + 0,01
0,097 + 0,007

tr

N.D.
0,22 + 0,01
N.D.
0,12 + 0,02
N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

20£0,1
1,1+0,1
0,9+0,1
0,28 £ 0,03
0,14 £ 0,01
0,10 £ 0,02
0,19 £ 0,02

0,50 + 0,02

0,16 £ 0,02
0,31 +0,04
0,20 £ 0,03

0,20 £ 0,02

0,08 £ 0,04
0,21 +£0,03
0,09 £ 0,01
0,08 +£ 0,01
N.D.

0,07 + 0,01

0,082 £ 0,004
0,082 + 0,006

1,9+0,3
0,14 £ 0,07
0,58 + 0,07
0,24 + 0,06
0,13 £ 0,06
tr

tr

0,34 £ 0,09

0,14 £ 0,04
0,24 + 0,01
0,15+ 0,01

0,23 + 0,06

tr
0,56 + 0,06
tr
0,24 + 0,01
0,14 + 0,06
0,16 £ 0,06

0,13+ 0,08

tr
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Tabla 16, Continuacion.

61 cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatrienal” ocC 1897 N.D. N.D. 0,28 £ 0,05
62 Fitol* ocC 1932 N.D. N.D. 0,27 £ 0,08
63 Tricosano H 2306 N.D. N.D. 1,4+0,1
64 Tetracosano H 2387 N.D. N.D. 0,14 + 0,07
65 Pentacosano H 2490 N.D. N.D. 0,16 £ 0,03
66 Mono-2-etilhexil-ftalato* oC N.D. N.D. 0,22 + 0,08
67 Hexacosano * H N.D. N.D. 1,1+0,3
68 Heptacosano* H N.D. N.D. 0,22 + 0,07
69 Nonacosano* H N.D. N.D. 0,14 £ 0,01
70 N.1. N.D. N.D. 0,20 £ 0,07
71 Untriacontano* H N.D. N.D. 0,95 + 0,07
Hidrocarburos monoterpénicos M 11,2+0,7 12,1 +0,7 47+0,3
Monoterpenos oxigenados MO 1,4+0,1 3,0+0,7 2,404
Hidrocarburos sesquiterpénicos S 7,610,2 11,3+0,8 8+1
Sesquiterpenos oxigenados SO 0,34+0,03 0,7+0,1 1,2+0,3
Fenilpropanos FP 79+2 70+2 772
Otros compuestos oxigenados oC 0,65+0,05 2,8+0.2 1.710,3
Hidrocarburos lineales H 0 0 4,1+0,7

@ Numero de pico en la Figura 18.

® indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

° Promedio de tres extracciones independientes, % + g*t / \/n; n=3; t=4,30; o=desviacién estandar.

N.D. No detectado.
N.I. No identificado.

tr Detectado en trazas.
*|dentificado tentativamente.

**|dentificado por espectrometria de masas usando patrones certificados.
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En las Tablas 15 y 16 se listan los compuestos detectados en los AE y
extractos de L. origanoides Ql y QIl, segun el orden de elucion en la
columna DB-5 (f.e. apolar), asi como sus tr € Ik calculados a partir de los
tiempos de retenciéon en las dos columnas. Algunos de estos valores se
compararon con los de terpenos certificados, en el Anexo 2 se muestran
los espectros de masas y los tr de estos compuestos. EI compuesto
mayoritario en los extractos SDE y en el AE, obtenidos del QI fue el p-
cimeno (16 y 14,6% respectivamente). En los extractos SFE, el
compuesto mayoritario fue el pinocembrin (36,5%) que es una flavonona.
En los extractos SFE, SDE y en los AE del Qll, el compuesto mayoritario
fue el timol (68, 58 y 66% respectivamente). Las estructuras quimicas de
los compuestos mayoritarios se muestran en la Figura 19.

a-Pir.'neno

B-Mirceno a-Felandreno p-Cimeno y-Terpineno

EELY

Linalol 4-Terpineol a-Terpineol Timol metil éter

e
§
~
o~

Figura 19. Estructuras quimicas de los principales compuestos
detectados en los extractos y aceites esenciales de L. origanoides.



Figura 19, Continuacion
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Figura 19, Continuacion
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En diferentes publicaciones sobre la composicién quimica de los aceites
esenciales, obtenidos por hidrodestilacion convencional de Lippia
origanoides, realizados en Brasil, muestran que el aceite aislado de Qll
tiene una cantidad muy alta de timol (>60%), lo que no se reporté antes.
Aunque en dos estudios brasilefios se describe un quimiotipo “timol”, en el
AE este compuesto no excedia el 38,4%. Los porcentajes del timol en los
AE de L. origanoides de origen brasilero y venezolano reportados por
distintos autores se muestran en la Tabla 17. El aceite esencial obtenido
del QI presenta una composicion muy similar a la del AE de una muestra
anteriormente estudiada en el Laboratorio de Cromatografia de la UIS por

Castafeda [9], en donde el p-cimeno fue el componente mayoritario.

Tabla 17. Composiciones del AE de L. origanoides colectadas en Brasil y

Venezuela, reportadas por distintos autores.

Cantidad relativa, (%)

Compuesto Morais Gallino Terblanché Dos Santos Oliveira
[75] [76] [98] (11 [63]
p-Cimeno 27,8 32 4,2 11,9 10,3
Timol 20,6 38,4 38,4 8,4 18,5
Carvacrol - 0,4 0,36 33,5 38,6

El nimero de compuestos varia apreciablemente de una técnica

extractiva a otra, asi como también la cantidad relativa de compuestos
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clasificados por familias quimicas. SDE fue la técnica que permitié extraer
mayor numero de compuestos, seguida de MWHD vy, finalmente, de SFE.
Un aspecto importante a resaltar es que la diferencia en la composicion
quimica de los AE aislados de los quimiotipos estudiados, reafirma las
distintas notas olfativas que hay entre ellos, pues a partir de su olor éstos

fueron distinguidos en campo.

4.4.1 Influencia de la técnica de extraccion sobre el numero y el tipo
de metabolitos secundarios volatiles en L. origanoides detectados
por GC-MS. Los AE del QI presentaron una coloracion amarilla clara, en
cambio, los del Qll fueron amarillo-marrén. Los dos aceites fueron liquidos
viscosos al tacto, y presentaron olores muy intensos, pero diferentes entre
si. Los extractos obtenidos por SDE fueron levemente coloreados con
tonalidad amarilla muy palida, en cambio los obtenidos por SFE
presentaron una apariencia resinosa y un color amarillo-marrén con un

olor similar a los de los AE de las respectivas plantas.

Para obtener mayor informacion sobre la composicion quimica de los
metabolitos secundarios presentes en las hojas de L. origanoides, éstas
fueron sometidas a extraccion por las 3 técnicas diferentes. Los extractos
SDE fueron ricos en monoterpenos, que son los mas volatiles entre los
metabolitos estudiados y, en general, ésta fue la técnica, con la cual se
obtuvieron extractos con el numero mas alto de compuestos, como lo
muestra la Tabla 18. Por esta razén, se logré identificar algunos
compuestos que no se reportaron antes para esta especie. Godefroot et
al. [41] encontré que al utilizar la SDE, los porcentajes de recuperacion de
algunos compuestos fueron cercanos al 100%, adicionalmente, es una
técnica funcional que permite aislar sustancias de diversas matrices, e.g.
fenoles de suelos [99], compuestos volatiles del aroma del vino [100],
entre otras. SFE permiti6 obtener extractos con alto contenido de
compuestos semivolatiles como sesquiterpenos, hidrocarburos lineales
(C>25) y cetonas de alto peso molecular, que no se encontraron en los
demas extractos, pero, en general, se detectaron menos compuestos, que

por otras técnicas de extraccion tal como se observa en la Tabla 18. La
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utilizacién de la técnica MWHD fue de gran utilidad, porque permitio aislar
AE en un tiempo muy corto (40 min Vs 3 h por el método de
hidrodestilacién convencional), en general con esta técnica se obtuvo un
numero de compuestos intermedio, es decir, menos compuestos que por
SDE pero mas que por SFE. La composicion de los AE obtenidos por

MWHD presenta mas similitud con SDE que con SFE.

Tabla 18. Variacion del numero de compuestos detectados en L.

origanoides Ql, en funcion de la técnica de extraccion.

Técnica de Ql Qi
extraccion

F1 PF F2 F1 PF F2
SDE 112 109 92 66 57 59
MWHD 98 87 84 44 37 51
SFE 75 66 56 58 49 41

F1: Primera floracion; PF: Post-floracién; F2: Segunda floracion.

El numero de compuestos detectados por SDE para Ql y QIll fue mayor
que para las técnicas SFE y MWHD, para todos los estados fenolégicos.
En los extractos SDE y SFE, y el AE del Ql, se presentd una disminucion
en el numero de compuestos a medida que la planta crecia (Tabla 18). En
contraste con lo anterior, el AE del quimiotipo Il (Qll) no mostrd la misma
tendencia: a medida que pasaba el tiempo, el numero de compuestos
aumentaba en los extractos, sobre todo, durante la segunda floracion. Los
extractos SFE y SDE obtenidos de QIll, no mostraron el mismo
comportamiento que los AE, pues el numero de compuestos en los
primeros disminuyo, mientras que en los segundos este numero casi se
mantuvo constante sobretodo entre la post-floracion y la segunda

floracion.

En la Tabla 19 se observa, que la cantidad relativa de compuestos

clasificadas por familias de compuestos varié de una técnica extractiva a
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otra. Los hidrocarburos monotérpenicos fueron la familia mas abundante
en los AE y extractos SDE, pero no en los extractos obtenidos por SFE,
debido a que el compuesto identificado como pinocembrin, que se incluy6
en el grupo de otros compuestos oxigenados (OC), fue el mayoritario,
inclusive por encima del p-cimeno y a-felandreno, como se observa en la
Tabla 15. Otro grupo de compuestos exclusivos de los extractos SFE

fueron los hidrocarburos lineales.

Tabla 19. Variacibn de las cantidades relativas de las familias de
compuestos encontrados en L. origanoides, Ql y QIll, en la primera

floracién con respecto a la técnica de extraccion.

Familias de Ql Ql

compuestos  ohe MWHD SFE  SDE MWHD SFE
M 34 35 147 12,1 112 4,7
MO 11 8,5 4.6 3 14 2.4
s 20,9 20 19 113 7.6 8
e 17 19 14 0,7 0,34 1.2
FP 17 17 5,4 70 79 77
oc 0,61 0,33 39 2,8 0,65 17
H 0 0 3,7 0 0 4,1

M: Hidrocarburos monoterpénicos; MO: Monoterpenos oxigenados; S: Hidrocarburos
sesquiterpénicos; SO: Sesquiterpenos oxigenados; FP: Fenilpropanos; OC: Otros
compuestos oxigenados; H: Hidrocarburos lineales.

Se observa en la Tabla 19, que para el Qll hubo diferencias significativas
en la distribucién de los compuestos segun familias, en los AE y extractos
obtenidos por diferentes métodos. Las cantidades relativas de
hidrocarburos monoterpénicos (M) y fenilpropanos (FP) en las muestras
SDE y MWHD fueron similares. En las técnicas SFE y MWHD las
cantidades relativas de hidrocarburos sesquitérpenicos (S) se mostraron
iguales. La cantidad de fenilpropanos (FP) fue levemente mayor en el AE
que en los extractos. Los hidrocarburos (H), solo estuvieron presentes en

las muestras SFE.
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La composicidn de los extractos vari6 de manera similar a los reportes
publicados por Stashenko y colaboradores los cuales trabajaron con las
mismas técnicas pero con distintas especies vegetales como L. alba [38],
S. americana [3] y C. odorata [20]. En estos trabajos los perfiles
cromatograficos de las técnicas MWHD y SDE fueron similares pero
diferentes del de SFE, aunque un factor importante en la similitud o
discordancia puede deberse a las distintas condiciones de trabajo

escogidas.

4.4.2 Influencia del quimiotipo sobre la composicioén de los extractos
y AE de L. origanoides. Las plantas del quimiotipo QI se caracterizaron
por olores muy agradables, que se pueden asociar con los de la madera,
debido principalmente a la presencia de sesquiterpenos como el trans--
cariofileno, a-humuleno, y sus homodlogos oxigenados, Oxido de
cariofileno y epoxido de humuleno; y a notas citricas, debido a la
presencia de compuestos p-cimeno, limoneno, o-felandreno,
respectivamente, segun lo reportan Jirovetz y colaboradores [101, 102].
Aunque la fragancia la conforma una mezcla compleja de compuestos, las
sustancias que estan en pequenas proporciones, también podrian tener
una influencia sobre ésta. El quimiotipo QIl, en cambio, presenta un olor a

orégano, que es pungente debido a la presencia de timol.

El compuesto mayoritario en el quimiotipo QI fue el p-cimeno, detectado
en los extractos obtenidos por SDE, en cantidades relativas de 16-18,4%.
Como se puede observar en la Figura 20, el grupo de compuestos mas
importante en el extracto SDE fue el de los hidrocarburos
monoterpénicos, con contribuciones altas de a-pineno (3,1%), o-
felandreno (7,0%), limoneno (<16%) y y-terpineno (2,2%). Otro grupo
importante fue el de los hidrocarburos sesquiterpénicos, representado en
su mayoria por trans-p-cariofileno (6,8%), a-humuleno (3,9%) y y-
muuroleno (0,81%). El extracto SDE del quimiotipo QIl se caracterizd por
la presencia de timol y otros compuestos fenilpropanoides (FP), entre los

cuales se destacan el timol (58%), p-cimeno (7,4%), acetato de timilo
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(1,10%) y carvacrol (1,2%). Otros compuestos importantes fueron los
hidrocarburos monoterpénicos, representados en su mayoria por -
mirceno (2,2%) y y-terpineno (4,7%), y los hidrocarburos sesquiterpénicos,
trans-p-cariofileno (4,5%) y oa-humuleno (2,0%). La cantidad de
monoterpenos oxigenados (MO) y sesquiterpenos oxigenados (SO) fue
mayor en el quimiotipo QI que en el QIll. Esto podria también ser una
causa de la agradable fragancia de los extractos SFE y de los AE del Ql,
puesto que algunos de estos compuestos e.g. linalol, a-terpineol y 4-
terpineol, son responsables de notas odoriferas agradables [100]. Las
variaciones anteriores entre individuos de la misma especie, quizas, se
deban a factores como la edad de la planta u ontogenia, o, a variaciones
genéticas, y se podrian posiblemente descartar las variaciones
ambientales puesto que cuando se colectaron las plantas de ambos

quimiotipos, éstas se encontraban compartiendo el mismo sitio.

En los extractos SFE obtenidos a partir del quimiotipo QI, el compuesto
mayoritario identificado fue pinocembrin (36,5%) que hizo parte de la
familia de otros compuestos oxigenados (OC) que componian cerca del
80% de la muestra. El pinocembrin que se detectdé en el quimiotipo Ql, es
un compuesto de tipo flavonoide, que se encuentra en especies vegetales
como Pinus cembra (Pinaceae), Glycyrriza spp. (Leguminoseae), Prunus
spp. (Rosaceae) y Helichrysum spp. (Compositae), ademas, inhibe el
crecimiento de Bacillus sp. en concentraciones de 3 ug/mL, y es efectivo
contra Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae y Cryptococcus
neoformans en concentraciones de 0,1-3 mg/mL [103]. En el Anexo 1 se
muestran el espectro de masas de este compuesto y su esquema de

fragmentacion.
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Cantidad relativa, (%)

M . Hidrocarburos monotérpenicos FP  : Fenilpropanos

MO : Monoterpenos oxigenados OC : Oftros compuestos oxigenados
S . Hidrocarburos sesquitérpenicos H : Hidrocarburos

SO : Sesquiterpenos oxigenados

Figura 20. Variacion de las familias de compuestos quimicos presentes

en los extractos SDE de L. origanoides segun el quimiotipo.

Los sesquiterpenos (19%) fueron la segunda familia de compuestos en
importancia como se muestra en la Figura 21, siendo trans-B-cariofileno
(4,5%) y el a-humuleno (3,1%) los compuestos mas representativos. Los
extractos SFE aislados del quimiotipo Qll, con ca. del 77% de compuestos
tipo fenilpropanoide, se caracterizaron por un alto contenido de timol
(66%). Esta técnica podria ser utilizada como recurso en la obtencién de
timol con altos rendimientos. Los hidrocarburos sesquitérpenicos
aportaban un alto porcentaje en el extracto SFE. Los hidrocarburos
lineales se encontraron en mayor cantidad relativa y en numero en el

quimiotipo Qll (4,1%), que en el Ql.
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Cantidad relativa, (%)

M . Hidrocarburos monoterpénicos FP . Fenilpropanos

MO : Monoterpenos oxigenados OC : Otros compuestos oxigenados
S . Hidrocarburos sesquiterpénicos H : Hidrocarburos

SO : Sesquiterpenos oxigenados

Figura 21. Variacion de los familias de compuestos quimicos presentes

en los extractos SFE de L. origanoides segun el quimiotipo.

En la Figura 22 se comparan las areas relativas (A«/Aistq) de compuestos
comunes, presentes en los quimiotipos QI y QIl. p-Cimeno se encuentra
en cantidades mayores en el quimiotipo QI, al igual que el trans-p-
cariofileno y a-humuleno, mientras que los monoterpenos B-mirceno y y-
terpineno, aparecen en cantidades mayores en los AE del quimiotipo QlIl.
Estas variaciones entre individuos de la misma especie botanica, quizas,
se deban a factores como la edad de la planta u ontogenia, o, a
variaciones genéticas, y se podrian descartar las variaciones ambientales
puesto que cuando se colectaron las plantas, éstas se encontraban en

una misma poblacion y crecian en la misma area.
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Figura 22. Relacion A,/Aists de los principales compuestos comunes en
los cromatogramas de los dos quimiotipos de L. origanoides. (lstd=n-

tetradecano)

4.4.3 Variacion composicional del AE y extractos de L. origanoides,
en funcién del estado fenolégico. Las Figuras 23 y 24 muestran las
relaciones “Area compuesto/Area istd” en los cromatogramas de los AE
obtenidos de los dos quimiotipos estudiados. En la Figura 23, se muestra
el cambio que hubo en la relacion A4 /Ais, de los cuatro compuestos mas
abundantes en el AE del QI; las cantidades de los éstos aumentan en los
periodos de floracidn, y disminuyen en post-floracion. EI mayor aumento
fue en el a-felandreno, al igual que la disminucion durante el periodo de
final de floracion. El orden de concentracién de los cuatro compuestos en
las hojas del AE del quimiotipo QI durante los tres estados fenoldgicos
estudiados fue el mismo, es decir: 1.p-Cimeno, 2. a-Felandreno, 3. trans-

B-Cariofileno y 4. a-Humuleno.

90



10,0 9,17
9,0 8.0 8.5
8,0 1
7,0 1
6,0 1
5,0 1 4,13
4,0
3,0 1
2,0
1,0 4
0,0

6,0

4,23

Ax [ Aistd

a-Felandreno p-Cimeno trans-B-Cariofileno a-Humuleno

\ O Primera floracién @ Post-floracion B Segunda floracion \

Figura 23. Relacion A,/Aisig de los principales compuestos en los

cromatogramas del AE de L. origanoides, quimiotipo QlI.

En la Figura 24 se muestra la variacién en la relacion Area del
compuesto/Area del Istd de los cuatro compuestos mayoritarios del AE del
quimiotipo QIl en funcion del estado fenoldgico. Los cambios en las
concentraciones de los compuestos de Qll muestran una similitud con los
de Ql, debido a que en el estado de post-floracion las relaciones A/Aistq
de los cuatro metabolitos son menores que en las floraciones. De los
compuestos analizados solo la cantidad relativa de timol fue mayor en la

primera floracion.

Las variaciones durante los estados vegetativos evaluados coinciden con
lo reportado por Hudaib y colaboradores [104], quienes encontraron que
el tomillo presenta un mayor rendimiento de AE en post-floracion, pero la
cantidad relativa del timol desciende durante este estado fenolégico, y
aumenta durante la floracion. En otro estudio realizado por Senatore [96],
la cantidad total de timol, carvacrol, p-cimeno y y-terpineno, se mantuvo
constante en Thymus pulegioides, durante los distintos estados
fenoldgicos estudiados a lo largo del ciclo vegetativo de la planta. En L.
origanoides no se observd este comportamiento, ya que durante
diferentes estados fenoldgicos la cantidad total de estos compuestos

vario.
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Figura 24. Relacién A./Aista de los compuestos mayoritarios del AE L.

origanoides, Qll.

En las Tablas 20 y 21 se muestra la variacion de la cantidad relativa, %,
de algunos compuestos mayoritarios en los AE y extractos de L.
origanoides, durante los tres estados fenoldgicos estudiados. Las
variaciones que tuvieron los compuestos de acuerdo con la técnica
extractiva no fue la misma durante los tres estados fenologicos
estudiados, es decir los datos no mostraron una tendencia generalizada.
Los cambios de las cantidades relativas, %, no van de acuerdo con las
relaciones Au/Aists mostradas en las Figuras 23 y 24, debido
principalmente a que en todos los estados fenoldgicos estudiados no se
detectaron el mismo numero de compuestos, por lo tanto, las cantidades

relativas, %, varian en mayor grado que las relaciones Ax/Aist.

A continuacién, en las Figuras 25 y 26, se muestran los perfiles
cromatograficos de los AE obtenidos por MWHD, de las plantas
recolectadas durante los tres estados fenoldgicos estudiados. En las

Tablas 20 y 21, aparecen las cantidades relativas de estos aceites.
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Figura 25. Perfiles cromatograficos del AE de Lippia origanoides Ql, en
funcién del estado fenoldgico de la planta: A. F1; B. PF; C. F2; Columna
DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Tabla 20. Cantidad relativa (%) e identificacion de los componentes

principales del AE y extractos de Lippia origanoides quimiotipo |, extraidos

en tres estados fenoldgicos.

Cantidad relativa, % *

c ¢ Técnica de
ompuesto s Primera Segunda
extraccion ] Post-floracién g ]
floraciéon floracion
MWHD 24+ 0,5 2,80 £ 0,04 2,9+0,2
a-Pineno SDE 3,1+0,1 2,6+02 3,3+0,1
SFE 1,33+0,04 0,7+0,2 0,9+0,1
MWHD 10,3+£0,3 9,9+0,5 12,7+0,5
a-Felandreno SDE 7,0+0,2 8,9+0,5 9,6 +0,4
SFE 2,32 +0,09 1,3+0,2 2,2+0,3
MWHD 146 +0,6 17 £1 14,5+£0,7
p-Cimeno SDE 16+ 2 17 £ 1 18,4 +0,3
SFE 3,9+0,1 46+0,5 41+£0,7
Limoneno MWHD 15+2 17 £1 13,4+0,5
+B-Felandreno SDE 16 +1 18,0+ 0,6 16,0+ 0,9
+1,8-Cineol SFE 4,9+0,1 7,2+0,6 7,5+0,03
MWHD 2,1+ 0,1 1,7+0,1 2,03 £ 0,02
y-Terpineno SDE 22+0,2 1,7+0,2 2,1+0,1
SFE 1,55 +0,09 1,3+0,3 1,56+0,2
MWHD 58+0,3 6,5+0,2 6,7+0,5
trans-B-Cariofileno SDE 6,8+0,3 6,0+0,1 78+0,3
SFE 45+05 5804 52+0,2
MWHD 29+0,1 3,1+£0,1 3,6+0,2
o-Humuleno SDE 3,95+ 0,09 34+0,2 42+0,2
SFE 3,1+£0,3 2,7+0,3 35+04
.. L MWHD 1,80 £ 0,08 2,1+£0,9 2,9+0,1
Oxido de cariofileno
. SDE 2,83+£0,05 3,07 £0,09 3,2+0,3
+Viridiflorol
SFE 2,1+£0,5 1,9+£0,2 1,9+0,2
MWHD 1,1+£0,1 0,14 £ 0,01 1,04 £ 0,02
Epdxido de humuleno
+1,10-di-epi-Cubenol SDE 1,2+0,01 1,16 £ 0,01 1,05 + 0,01
SFE 1,15+ 0,09 0,8+0,3 0,59 + 0,07
MWHD 7,3+0,3 6,7+0,4 6,2+0,9
B-Eudesmol
SDE 51+0,2 4,2+0,2 53+0,2
+a-Eudesmol
SFE 1,34 £ 0,09 1,2+0,3 1,7+0,2

* Promedio de tres extracciones independientes, %

estandar.
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Figura 26. Perfiles cromatograficos del AE de Lippia origanoides, Qll, en
funcién del estado fenoldgico: A. F1; B. PF; C. F2; Columna DB-5 (60 m),
split 1:30, MSD (EI, 70 eV).
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Tabla 21. Cantidad relativa (%) e identificacion de los componentes
principales del AE y extractos de Lippia origanoides, Q Il, extraidos en

tres estados fenoldgicos.

Cantidad relativa, % *

Compuesto Técnica.fie Primera Segunda
extraccion Post-floracién
floracién floracién
MWHD 0,97 + 0,04 0,55 + 0,05 0,43 £ 0,04
a-Tujeno SDE 1,140,2 0,65 + 0,05 0,48 + 0,02
SFE 0,28 + 0,03 0,26 + 0,04 0,28 + 0,07
MWHD 220,22 2,84 0,05 3,1+0,3
Mirceno SDE 2,17 £ 0,04 3,2+0,1 2,97 £ 0,09
SFE 1,3+0,1 14+0,2 1,3+0,2
MWHD 7.2+0,9 9,8+0,3 8,1+0,2
p-Cimeno SDE 74402 84+04 8,1+0,4
SFE 51+0,2 49+0,3 6,5+ 0,9
MWHD 44+02 46+0,1 7,002
y-Terpineno SDE 4,7£0,1 4,9+0,1 6,5%0,1
SFE 2,5+0,1 25+0,3 3706
MWHD 2,25+ 0,09 26+0,5 2,7+0,1
Metil timil éter SDE 1,75+ 0,08 3,3£0,2 40+0,3
SFE 1,2+0,1 2,3+0,1 1,43 £ 0,04
MWHD 66 + 1 66 = 1 54,5+ 0,6
Timol SDE 58 + 1 57 +1 57 £ 1
SFE 68 + 1 66 + 1 65 + 2
MWHD 1,54 + 0,05 1,6 +0,3 1,92 + 0,07
Carvacrol SDE 1,18 + 0,05 1,6 £0,1 1,3£0,2
SFE 1,6 £0,4 26+0,3 3,9+0,08
MWHD 1,890 % 0,009 0,57 + 0,06 38+0,2
Acetato de timilo SDE 1,10 £ 0,05 1,3+0,1 1,7£0,2
SFE 0,20 + 0,04 0,41 40,09 0,67 + 0,06
MWHD 3,58 + 0,02 2,54 + 0,08 3,2+0,1
trans-p-Cariofileno SDE 45+0,2 41+0,2 4,06 + 0,09
SFE 3405 4403 48+0,5
MWHD 2,41 40,04 1,47 £ 0,09 1,93 £ 0,09
a-Humuleno SDE 2,0+0,1 2,10 £ 0,07 2,57 £ 0,09
SFE 1,9+0,3 26+0,2 3,3+0,2

* Promedio de tres extracciones independientes, % + o*t / Vn, n=3, t=4,30, o=desviacion

estandar.

96



La Figura 27 muestra, que no hubo grandes variaciones entre las familias
de compuestos del QI, en funcién del estado fenoldgico. La cantidad
relativa de hidrocarburos monoterpénicos disminuye en el AE con el
cambio de estado fenoldgico, mientras los sesquiterpenos oxigenados
aumentan en la segunda floracién. Las cantidades relativas de
monoterpenos oxigenados y fenilpropanos, incrementan hacia post-
floracién (PF) y disminuyen levemente durante la segunda floracion (F2).
Los sesquiterpenos presentaron cantidades relativas que disminuyen al

final de floracion.
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S . Hidrocarburos sesquiterpénicos H . Hidrocarburos lineales
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Figura 27. Variacion de las familias de compuestos, en los AE de L.

origanoides QI, en funcion del estado fenoldgico.

En comparacion con la cantidad relativa de fenilpropanos, los demas
grupos de compuestos en el Qll, no fueron tan abundantes en los AE. Las
cantidades de hidrocarburos monoterpénicos descendieron de 17 al 11%
de la primera floracion a la post-floracion. La cantidad de hidrocarburos
sequiterpénicos desciende después de la primera floracién y vuelve a

aumentar durante la segunda (Ver Figura 28).
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MO : Monoterpenos oxigenados OC : Otros compuestos oxigenados
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SO : Sesquiterpenos oxigenados

Figura 28. Variacion de las familias de compuestos, en los AE de L.

origanoides Qll, en funcién del estado fenologico.

4.5 CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS MAYORITARIOS DEL
AE DE L. origanoides.

Los compuestos mayoritarios se cuantificaron de acuerdo con la
disponibilidad de sus patrones certificados. Se evalué la repetibilidad del
método de extraccion. Las muestras se dividieron en tres porciones, y se
conservaron en una nevera a 4°C, en bolsas Ziploc®. Cuando se
utilizaron las hojas, para hacer las réplicas de extraccion, éstas no
presentaron dafos, ni alteraciones visibles y conservaban sus acentuadas

fragancias.

4.5.1 Evaluacion de la reproducibilidad del método de extraccion del
AE, de la sumatoria de las areas cromatograficas. La cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas es muy sensible a
cualquier cambio o interferencia que pueda tener una muestra. Por lo

tanto, cuando se extraen los analitos, y se hace un posterior analisis, es
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necesario minimizar cualquier variacion o cambio que puedan intervenir

en estos procesos.

Se evalud la reproducibilidad del método de obtencion de AE, usando
hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas. Se peso la
misma cantidad de material vegetal de cada quimiotipo, asi: 100,3+0,9 del
Ql y 200,11t 0,9 g del QIl, se utilizd para cada extraccion los mismos
montajes Clevenger y hornos microondas. La recoleccion del material
vegetal se realiz6 a la 6:30 a.m., en un dia sin lluvias; la muestra se

manipulo tal como se describié en la Seccién 3.3.

Tabla 22. Coeficientes de variacién de las areas cromatograficas totales

de los aceites esenciales de L. origanoides, Ql y Qll.

Area .
Quimiotipo TAC Acd’ ZA/Aista X s° Ccv, %’

5881614758 158073497 37,21

Ql 6043917120 163684128 36,92 36,92 07319 2,0
6046275385 165113223 36,62
4984619228 134412980 36,01

Qll 5002527748 142062164 35,21 35,30 1,664 4,7
5060167710 145902465 34,68

®Sumatoria de las areas de todos los compuestos; °Area del patrén interno (n-
tetradecano); °S=0*tA\n, t=4,303 para el 95% de confianza.; dcv=s/x

Segun las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP), los coeficientes de
variacion para las areas cromatograficas no deben superar el 10% [105].
En la Tabla 22 se presentan los valores de los coeficientes de variacion
de la sumatoria de las areas correspondientes a todos los picos
cromatograficos, para cada quimiotipo. Como se aprecia en la Tabla 22,
las areas cromatograficas presentaron coeficientes menores de 5%. Esto
demuestra que la reproducibilidad del método de extraccion del AE fue
aceptable, lo cual se ve reflejado en los buenos analisis que se le

practicaron a cada uno de los AE.
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4.5.2. Cuantificacion externa de cuatro compuestos mayoritarios en
los AE de L. origanoides. En la Tabla 23 se muestran los cambios en la
cantidad de los compuestos cuantificados en las hojas de L. origanoides,
se extrapol6 su contenido para una hectarea de cultivos. Se aprecia, que
las cantidades relativas de compuestos como el y-terpineno y p-cimeno en
el quimiotipo QI descienden en la post-floraciéon y aumentaron durante la
segunda floracién, pero no se obtuvieron cantidades apreciables de éstos
(1,7 y 0,24 kg/kg Ha), por la baja produccion de biomasa (ca. 70 g/planta)
y la baja cantidad relativa de estos en el AE (ca. 15y 2% de p-cimeno y y-
terpineno respectivamente). A partir de las plantas del quimiotipo QIll se
pueden obtener altas cantidades de timol y y-terpineno (hasta 114 y 8
kg/Ha, respectivamente). El timol es un compuesto de valor agregado, de
partida para la sintesis del mentol, importante en la industria de alimentos,
ademas posee propiedades bioldgicas interesantes e.g. antibacterial y
antifungico [106]. La especie L. origanoides estudiada presenta dos
quimiotipos muy interesantes pues se cultiva de una forma muy sencilla y
ademas en 70 dias puede obtenerse una buena cosecha de material
vegetal destinado a la extracciéon de AE y timol, que puede ser extraido

enfriando el aceite, pues su rango de fusion es de 48-51°C [80]

4.6 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS AE OBTENIDOS.

A continuacion, se muestran los resultados de tres normas exigidas por
compradores y utilizadas por productores de AE, para demostrar la
calidad de sus productos. Todo el conjunto de normas ISO le dan
identidad a un AE, de acuerdo con su origen, planta fuente y procesos
post-destilativos, e.g. rectificacion. Las normas se realizaron de acuerdo
con las disponibilidades de AE, materiales y reactivos requeridos para el
buen cumplimiento de éstas. Los ensayos se fundamentaron en normas
ISO, que se enuncian en la Seccidén 3.8. de la metodologia experimental.
Por lo tanto, se aplicaron estas tres normas, para de tener mas criterios
de identificacidn de los AE estudiados, junto con su perfil cromatografico y

la identificacion estructural.
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Tabla 23. Cuantificacion de los componentes principales del AE de L.

origanoides.
Qr* Qi
Compuesto
F1** PF** F2** F1** PF** F2**

p-Cimeno g/kg MV 0,56+0,06 0,72+0,09 0,68+0,06 1,15+0,04 2,2+0,1 1,30+0,06

kg/Ha 1,4 1,6 1,7 12,5 10,8 9,3
y-Terpineno g/kg MV 0,080+0,009 0,087+0,006 0,096+0,006  0,70+0,08 1,02£0,06  1,12+0,09

kg/Ha 0,20 0,17 0,24 7,6 51 8,1
Timol gkgMVvV - e e 10,6%0,2 14,5+0,4 8,7+0,5

kgHa ~  —— e e 114,3 72,5 62,9
trans-p- g/kg MV 0,22+0,01 0,33+0,01 0,31+0,03 0,57+0,03 0,56+0,02 0,51+0,04
Cariofileno

kg/Ha 0,56 0,64 0,78 6,2 2,8 3,7

*Ql y Qll representan los quimiotipos | y Il respectivamente.

**F1, FF y F2 representan la primera floracién, post-floracion y la segunda floracion
respectivamente.

MV representa material vegetal.

Con el proposito de clasificar los aceites esenciales, se adoptd la

siguiente nomenclatura, para nombrarlos:

Técnica de extraccion —‘ ’7 Cluimiotipo

MWH F1 Ql

Estado fenologico

Segun los datos mostrados en la Tabla 24, las propiedades fisicoquimicas
de los AE obtenidos de las plantas en diferentes estados fenoldgicos no
presentaron variaciones significativas, pero si hay diferencias apreciables
con el cambio de quimiotipo. La densidad encontrada para el AE del Qll
se puede explicar con base en la densidad del timol, que es ca. 0,972
g/mL [79], ya que éste representa mas del 50% del aceite. La solubilidad
en etanol se expresa como el volumen de solucion etanol-agua de cierta
concentracion (% p/p) necesario para solubilizar un mililitro de AE, sin que
se presente opalescencia [93]. Por lo tanto, se observa que el AE del Qll

es mas soluble en etanol, que el del Ql, por la presencia de fenilpropanos
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en una cantidad mayor. ElI AE obtenido a partir del Qll, en cambio, es rico

en monoterpenos y sesquiterpenos (Figura 32), que son poco solubles en

solventes polares.

Tabla 24. Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales de L.

origanoides.
Gédigo Densidad indice de Solubilidad en etanol, %
AE (9/mL) refraccion 55 65 75 85 95

(20°C) (20°C) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

MWHF1Ql 0,871+0,003 1,481+0,001 - >4,0 >2,4 >2,0 >1,5

MWHF1QIl  0,950+0,003 1,511+0,001 >3,6 >2,5 >1,3 >1,0 >0,4

MWHFFQl 1,482+0,001 - >4,5 >2.4 >2,0 >1,5

MWHFFQIl  0,948+0,004 1,510+0,002 >3,8 >2,7 >1,2 >1,0 >0,5

MWHF2Ql  0,869+0,002 1,482+0,001  --—- >4,3 >2,3 >1,8 >1,4

MWHF2QIl  0,949+0,002 1,509+0,001 >3,5 >2,7 >1,2 >1,0 >0,5
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5. CONCLUSIONES

El estudio comparativo de dos quimioipos de L. origanoides permitid
establecer similitudes y diferencias en aspectos agrondmicos y
fenologicos, principalmente desde el analisis de sus metabolitos
secundarios. La reproduccidn de L. origanoides mediante esquejes
permiti6 altos porcentajes de rebrote (78 y 91% para Ql y Qll,
respectivamente). El rendimiento de la extraccion de AE dependié del
estado fenoldgico de la planta y alcanzé su mayor valor (0,51 y 2,2% para
Ql y Qll respectivamente) en la post-floracion. Durante los periodos
fenoldgicos estudiados, la produccién de biomasa mas baja se observo en

la post-floracién (70 y 180 g/planta, para Ql y Qll, respectivamente).

La aplicacién de criterios cromatograficos y espectroscopicos permitid
identificar el 80% de los metabolitos secundarios detectados en los AE y
extractos de ambos quimiotipos de L. origanoides (123 y 81 compuestos
para Ql y Qll, respectivamente). Los hidrocarburos monoterpénicos fueron
los mas abundantes en las fracciones aisladas del quimiotipo QI (35% en
el AE, 34% en el extracto SDE y 14,7% en el extracto SFE). En contraste,
en el quimiotipo Qll, la familia de compuestos mayoritaria fue la de los
fenilpropanoides (79% en el AE, 70% en el extracto SDE y 77% en los
extractos SFE).

Se realizaron las fichas técnicas de los AE de L. origanoides, quimiotipos
Ql y QIl, de acuerdo con las normas ISO, como otro criterio mas de
identidad de éstos. Se encontré que el AE del quimiotipo QIl fue mas
denso, su indice de refraccion fue mayor y es mas soluble en soluciones

etandlicas que el del quimiotipo QlIl.

De acuerdo con la cuantificacién realizada, las cantidades de compuestos

presentes en el quimiotipo QI no son altas: p-cimeno (ca. 1,7 kg/Ha); y-

terpeneno (ca. 0,24 kg/Ha) y trans-p—cariofileno (ca. 0,78 kg/Ha). De otro
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lado a partir del quimiotipo QIl se pueden obtener altas cantidades de los
compuestos cuantificados: timol (ca. 114 kg/Ha), p-cimeno (ca. 12 kg/Ha),
y—terpineno (ca. 8,1 kg/Ha) y trans-p-cariofileno (ca. 6,2 kg/Ha). Estas
cantidades fueron notablemente afectadas, por el estado fenoldgico de la

planta, siendo mas altas durante las floraciones.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda extender los cultivos de Lippia origanoides y realizar

extracciones de su AE a escala industrial.

Se recomienda realizar la evaluacion organoléptica del AE de Lippia
origanoides quimiotipo QI, pues posee un agradable aroma que podria ser

aprovechado en varias aplicaciones perfumisticas.
Se recomienda nombrar los quimiotipos estudiados de acuerdo con los

compuestos mayoritarios presentes, a saber: Quimiotipo “p-cimeno” y

Quimiotipo “timol”.
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ANEXOS
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Anexo 1. Rutas de fragmentacion de los compuestos mayoritarios del AE

de L. origanoides.
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Anexo 1 - Figura 1. Espectro de masas del timol (El, 70 eV).
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Anexo 1 - Figura 2. Espectro de masas del y-terpineno (El, 70 eV).
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Anexo 1 - Figura 3. Espectro de masas del p-cimeno (El, 70 eV).
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Anexo 1 - Figura 4. Espectro de masas del cariofileno (El, 70 eV).
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Anexo 1 - Figura 5. Espectro de masas del pinocembrin(El, 70 eV).

256
80000

700000
E50000
00000 179
EE0000
800000
450000
400000
350000
300000
250000
200000
180000
100000 104 238

63
1 213
EDDDE M i i 281293316 ___ 355 HE

40 B0 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 me

152

Intensidad, %

124

Esquema 5. Posibles rutas de fragmentacion del pinocembrin.

-+

/
\
= +
(M - CgHs)
m/z 179 (68%)
125

-CgHs



Anexo 2. MS, Ik y tr de patrones de terpenos certificados.

126



320
300
280
260
240
220
200
180
180
140
120
100

80

B0

Intensidad, %

20 E5

32 F a5 51 58

7
. |||I 3] L

T

103
057l

119

134

113',‘ | 128 |

a0 40 S0 B0 70

320
300
280
280
240
220
200
180
180
140
120
100

80

=]

40

20
ol—22,

Intensidad, %

B9
581

39, 45 51

77
L,

80

30 100

]|

103 I
88 0 87 i 13

M0 120 130 140 mpe

113

B

134

128 ||

a0 40 B0 GO 7O

a0

90100

M0 120 130 140 miz

Anexo 2-Figura 1. Espectro de masas del p-cimeno obtenido por El (70

eV): A. Patron certificado del p-cimeno; B. MS del p-cimeno presente en

el AE de Lippia origanoides.

Anexo 2-Tabla 1. Tiempo de retencion e indices de Kovats del p-cimeno.

tr (DB-5,60 m)

I (t° program.)

Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [91] certificado  esencial
p-Cimeno 21,51 21,63 1020 1024 1025
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Anexo 2-Figura 2. Espectro de masas del y-terpineno obtenido por EI (70

eV): A. Patron certificado del y-terpineno; B. MS del y-terpineno presente

en el AE de Lippia origanoides.

Anexo 2-Tabla 2. Tiempo de retencion e indices de Kovats del y-

terpineno.
tr (DB-5,60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [91] certificado  esencial
y-terpineno 22,91 22,95 1054 1058 1060
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Anexo 2-Figura 3. Espectro de masas del frans-p-cariofileno obtenido por
El (70 eV): A. Patron certificado del trans-p-cariofileno; B. MS del trans-3-

cariofileno presente en el AE de Lippia origanoides.

Anexo 2-Tabla 3. Tiempo de retencion e indices de Kovats del frans-p-

cariofileno.
tr (DB-5,60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patréon Aceite
certificado  esencial [91] certificado  esencial
trans-B- 37,12 37,17 1417 1426 1428
cariofileno
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Anexo 2-Figura 4. Espectro de masas del timol obtenido por El (70 eV):
A. Patrén certificado del timol; B. MS del timol presente en el AE de Lippia
origanoides.

Anexo 2-Tabla 4. Tiempo de retencion e indices de Kovats del timol.

tr (DB-5,60 m) Ik (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado  esencial [91] certificado  esencial
Timol 31,85 31,91 1289 1289 1291
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Anexo 3. Perfiles cromatograficos tipicos de los AE obtenidos de hojas de
L. origanoides QI y Qll, recolectadas en Jordan Sube

(Santander,Colombia).
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Anexo 3-Figura 1. Perfil cromatografico tipico del AE obtenido de hojas
de L. origanoides del quimiotipo QI recolectadas en Jordan Sube
(Santander,Colombia). Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (El, 70

eV).La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 15.

10 st 9
13 50
12
ot as
4 15
54
24
g 45
3 18
LU
1 ETEIEI 20.00 '25.EIEI 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 min

Anexo 3-Figura 2. Perfil cromatografico tipico del AE obtenido de hojas
de L. origanoides del quimiotipo QIl recolectadas en Jordan Sube
(Santander,Colombia). Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (El, 70
eV).La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 16.
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35
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Anexo 4. Resultados analisis de suelos.
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Anexo 5. Curvas de Calibracion.
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Method E:\CHEM32\1\METHODS\WILLIAM\APOLAR\P-CIMENONA .M

Calibration Table

Calibracién p-Cimeno Nivel alto

Calib. Data Modified : Thursday, 24 24e January 24e 2008 10:49:56 a.m.
Calculate 3 Area Percent

Rel. Reference Window : 0.000 %

Bbs. Reference Window : 0.080 min

Rel. Non-ref. Window : 0.000 %

Bbs. Non-ref. Window : 0.080 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Uncalibrated Peaks i not reported

partial Calibration $ Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks

Curve Type ) Linear

Origin 5 Ignored

Weight : Equal

Recalibration Settings:

hverage Response % Average all calibrations

Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a seguence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
1f the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1:
RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [pg/mL]

——————— | == | == | mmmmmmmmmm | mmmmm == | mmmmmmmm o | mmm | o | m == mmm e
21.470 1 7 4257.00000 6.37219e8 6.68059e-6 p-Cimeno
8 6386.00000 7.66496e8 8.33143e-6
3 8514.00000 8.29284e8 1.02667e-5
10 1.27710e4 1.00534e9 1.27032e-5
— 111 70280ed 1.16885e9 1.4568le-5

Method E:\CHEM32\1\METHODS\WILLIAM\APOLAR\P-CIMENONA.M

Calibration Curves

Area + | p-Cimeno at exp. RT: 21.470
1.75E9 13

L sto Correlation: 0.99568

? 4 Residual Std. Dev.: 46445326.44000
1.25€9 . 12 Formula: v = mx + b

. 5 ?E & m: 33712.38092

] 89 b: 5.52420e8

7.5E8 I+ x: Amount [pg/mL]

i y: Area
2.5E8

0 ’
0 20000 40000
Amount{ug/mL]
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r Method E:\CHEM32\1\METHODS\WILLIAM\APOLAR\G-TERPINENONE.M

Calibration Table

Calibracién 1,B8-Cineol Nivel bajo

Calib. Data Modified : January 28, 2008 4:16:31 p.m.
Calculate : Area Percent

Rel. Reference Window : 0.000 %

Bbs. Reference Window : 0.080 min

Rel. Non-ref. Window : 0.000 %

Abs. Non-ref. Window : 0.080 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Uncalibrated Peaks : not reported

Partial Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks
Curve Type % Linear

Origin T Forced

Weight 4 Equal

Recalibration Settings:

Average Response : Average all calibrations
Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1:
RetTime Lvl Emount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [pg/mL]
------- el et e Rttt el e Y P DS
2257900 1 A 21.00000 6.38932e5 3.28673e-5 gamma-Terpineno
2 41.00000 1.74008e6 2.35622e-5 '
3 82.00000 4.90817e6 1.67068e-5
4 206.00000 1.4238le7 1.44683e-5
S 412.00000 3.03717e7 1.35653e-5
6 618.00000 4.37736e7 1.4118le-5
7 825.00000 6.72380e7 1.22698e-5
8 2061.00000 1.52608e8 1.35052e-5
9 4123.00000 2.48149e8 1.66150e-5

Peak Sum Table

Method E:\CHEM32\l\METHODS\WILLIAM\APOLAR\G—TERPINENONB.M

Calibration Curves

Area gamma-Terpineno at exp. RT: 22.790
2.5E8 +
] Correlation: 0.99502

2E8 Residual Std. Dev.: 10718934.92600
Formula: y = mx

1.5E8 + m: 63740.53812
8 *¥: Amount [(pg/mL]
1E8 y: Area
7
-
5E7 . 5?
4
0 ET —_—
0 2000 4000
Amount[pg/mL]

138



Method E:\CHEM32\1\METHODS\WILLIAM\APOLAR\TRANSwCARIOFILENONB.M

Calibration Table

Calibracién trans-Cariofileno Nivel bajo

Calib. Data Modified

Calculate

Rel. Reference Window :
Abs. Reference Window :
Rel. Non-ref. Window
ARbs. Non-ref. Window
Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Uncalibrated Peaks :

Partial Calibration
Correct All Ret. Times:

Curve Type
Origin
Weight

Recalibration Settings:
Average Response :
Average Retention Time:

February 18, 2008 11:02:37 a.m.

Area Percent

0.000 %
0.080 min
0.000 %
0.080 min

not reported
Yes, identified peaks are recalibrated
No, only for identified peaks

Linear
Forced

Equal

Average all calibrations
Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket}

Signal 1:
RetTime Lvl
[min] Sig
30.130 1
6
-

1 Warnings or

Warning : Cal.

Amount
[pg/mL]

222.00000
444.00000
666.00000
888.00000
2221.00000
4442.00000

Errors

1.44463e7
2.72783e7
6.13407e7
1.12085e8
1.53970e8
3.26157e8
5.42488e8

Amt/Area Ref Grp Name

6.16073e-6 trans-Cariofileno
8.13833e-6
7.23826e-6
5.94190e-6
5.76735e-6
6.80961le-6
8.18819%e-6

table open and changed while report was generated.

Peak Sum Table

***No Entries

in table**=*

Method E:\CHEM32\1\METHODS\WILLIAM\APOLAR\TRANS-CARIOFILENONE.M

Calibration Curves

Area

SE8

4E8

3E8
2E8

[N

18 3
2 5
o+

4o

@+

2annn

Annn

trans-Cariofileno at exp. RT: 30.130

Correlation: 0.99459
Residual Std. Dev.: 28190468.88494
Formula: y = mx

m: 129254.14477

®: Amount [pg/mL]

y: Area
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=

Method E:\CHEM32\1\METHODS\WILLIAM\APOLAR\TIMOLNA.M

Calibration Table

Calibracion Timeol Nivel alto

Calib. Data Modified : Monday, 28 28e January 28e 2008 5:21:07 p.m.
Calculate E Area Percent

Rel. Reference Window : 0.000 %

Bbs. Reference Window : 0.080 min

Rel. Non-ref. Window : 0.000 %

Abs. Non-ref. Window : 0.080 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Uncalibrated Peaks i not reported

Partial Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks

Curve Type $ Linear

Origin : Ignored

Weight s Equal

Recalibration Settings:

Average Response 2 Rverage all calibrations

Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1:
RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [pg/mL]
------- e Bl Bttt Bl e B B e
31.960 1 8 2476.00000 4.87026eB8 5.08392e-6 Timol
9 4952.00000 ©6.41225e8 7.72272e-6
10 7428.00000 B.07610e8 9.19751e-6
11 9904.00000 9.64176e8 1.02720e-5
12 1.48560e4 1.04B00e9 1.41756e-5
13 1.98080e4 1.30846e9 1.51385e-5
14 2.97120e4 1.71322e9 1.73428e-5
15 4.95200e4 2.30044e9 2.15263e-5

Feak Sum Table

Method E:\CHEM32\1\METHODS\WILLIAM\APOLAR\TIMOLNA.M

Calibration Curves

Area N Timol at exp. RT: 31.960
15
2E9 Correlation: 0.89223
= Residual Std. Dev.: 80716331.46245
1.5E9 14 Formula: vy = mx + b .
s+ m: 37925.80852
- 1&; 2 13 b - 5.01438e8
gl ¥: Amount [pg/mL]
8+ y: Area
568 -
4] (.
0 20000 40000
Amount[ug/mL]
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