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RESUMEN

TITULO: ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIADO DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
DE TRES ACEITES ESENCIALES COLOMBIANOS PARA EL ESTABLECIMIENTO DE CRITERIOS
DE CALIDAD.*

AUTOR: Andrea Juliana Agudelo Nifio**

Palabras Clave: Aceite esencial, propiedades fisicoquimicas, modelos matematicos, establecimiento
de normas, Lippia alba, Lippia origanoides, Cymbopogon flexuosus.

Las propiedades fisicoquimicas (PFQ) de: densidad, punto de ignicion y de congelacion, indices de
refraccion, de acidez y de ésteres, rotacion optica, junto con la composicion quimica obtenida
mediante cromatografia de gases de los aceites esenciales (AE) de Lippia (L.) alba, Lippia (L.)
origanoides y Cymbopogon flexuosus, fueron empleadas para construir una base de datos para
soportar el establecimiento de descriptores de criterios de calidad de AE de origen colombiano;
formulandose intervalos de confianza (95%) para todas las PP medidas.

Los métodos de regresion lineal simple (OLS), de componentes principales (PCR) y de minimos
cuadrados parciales (PLS), se emplearon para construir modelos que pueden predecir los
compuestos mayoritarios de los AE, a partir de la medicién de las PFQ. La comparacion de la raiz
media del cuadrado del error de prediccién, muestra que los resultados de OLS son los mas
cercanos a los valores experimentales y que requiere sélo de medir 4 de las 8 PFQ evaluadas. El
coeficiente de determinacion (R?), que expresa la varianza explicada por los modelos, fue de 0.641,
0.753, 0.840, 0.425 y 0.870, para los modelos de la carvona y el limoneno en L. alba, carvacrol y
timol en L. origanoides, y citral en C. flexuosus respectivamente. Los intervalos de tolerancia para
los modelos dados estuvieron entre 2.20 and 6.25%. A pesar de que los R* estuvieron por debajo de
0.9, los resultados obtenidos permiten una util prediccién de la abundancia de los compuestos
mayoritarios en cada uno de los AE, a partir de medidas que pueden ser llevadas a cabo en el
campo.

*Proyecto de Grado
**Eacultad de ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Elena E. Stashenko, Quimica Ph. D.
Codirector: Jairo René Martinez, Quimico Ph. D.
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SUMMARY

TITLE: MULTIVARIATE STATISTICAL ANALYSIS OF THE PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES OF
THREE COLOMBIAN ESSENTIAL OILS FOR THE SETTING OF QUALITY STANDARDS*.

AUTHOR: Andrea Juliana Agudelo Nifio**

Keywords: essential oil, physicochemical properties, regression models, setting standards, Lippia
alba, Lippia origanoides, Cymbopogon flexuosus.

The physicochemical properties (PP): density, flash and freezing point, refractive index, ester and
acid value, optical rotation, and chemical composition obtained by gas chromatography, of Lippia
alba, Lippia origanoides and Cymbopogon flexuosus essential oils (EO), were used to construct a
database to support the establishment of standard quality descriptors as EO of Colombian origin.
Confidence intervals (95%) were formulated for all measured PP.

Ordinary least-squares regression (OLS), principal component regression (PCR) and partial least
squares (PLS) regression were employed to construct models for the prediction of the main EO
components from the measured PP. Comparison of root mean squared error of prediction revealed
that OLS results were closer to the experimental values and required the measurement of only four
PP. The coefficient of determination (R%), which expresses the proportion of variance that is
explained by the models were 0.641, 0.753, 0.840, 0.425 y 0.870 for carvone and limonene in L.
alba, carvacrol and thymol in L. origanoides and citral in C. flexuosus, respectively. The tolerance
intervals for the given models were between 2.20 a 6.25%. Despite that R” were below 0.9, the
results obtained permit a useful prediction of EO main component abundance from measurements
that can be performed in the field.

*Research work
**Science Faculty. Graduated Chemistry School. Directora: Elena E. Stashenko, Ph. D. Chemistry
Codirector: Jairo René Martinez, Ph. D. Chemistry.
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INTRODUCCION

El auge actual del consumo de productos naturales [1], ha volcado la atencion
sobre las plantas como fuente de principios activos, derivados de su gran
capacidad de sintesis, desarrollada a su vez como estrategia de defensa para
sobrevivir al impacto biético y abiético de su entorno [2]. En el caso de las plantas
aromaticas los beneficios que ofrecen a la salud, se le atribuyen a sus aceites
esenciales (AE) [2]; que ademas de propiedades curativas, presentan en la mayoria
de los casos propiedades organolépticas y biolégicas que les permiten ser
ampliamente empleados en productos de consumo masivo, por lo que alrededor de
3000 esencias bien conocidas, 300 tienen alta importancia comercial [1, 3].

Esa importancia comercial, asi como la aplicabilidad en la industria y el valor
economico estan directamente relacionados con la composicion quimica del AE,
gue a su vez determina todas sus propiedades macroscopicas (fisicoquimicas, olor,
etc.) y las de la actividad bioldgica [4]; dado que esta composicion es susceptible a
cambios por factores de tipo externo como lo son las variaciones climaticas, la
ubicacion geografica, las condiciones de cultivo, la disponibilidad de nutrientes, de
agua, de luz solar, asi como el estado vegetativo de la planta [3-6] y otros
procesos, como el secado [7] y el método empleado en su extraccion [4], los AE
ademas de ser identificados con el nombre cientifico o comun de la planta de la que
provienen, son reconocidos de acuerdo con su pais de origen; y sus propiedades
fisicoquimicas (PFQ), asi como el contenido de sus compuestos constituyentes, no

son constantes sino se encuentran dentro de un rango valores.

Ademas de reunir informacion basica (composicion y PFQ) necesaria para la
obtencién de la denominacion de origen de AE colombiano, el presente trabajo que
hizo parte del programa: “Fortalecimiento y aumento de la competitividad de la
cadena productiva nacional de AE y productos derivados” y se desarrollé dentro del

proyecto “Estandarizacion, unificacion de fichas técnicas de AE como productos de
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exportacién y obtencion de algunos componentes y derivados”, financiado por el
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), junto con el laboratorio de
Cromatografia de la Universidad Industrial de Santander y la participacion de
comunidades campesinas (Véase Figura 1), obtuvo relaciones matematicas
sencillas que permiten determinar el contenido aproximado de los compuestos
mayoritarios para los AE de Lippia alba, Cymbopogon flexuosus y Lippia
origanoides, a partir de algunas de PFQ, evaluadas segun las normas
internacionales ISO.

De este modo, se podra verificar la calidad de dichos AE con equipos basicos de
laboratorio en las zonas rurales productoras, de acuerdo con su contenido de
compuestos mayoritarios, que presentan algun interés comercial. Esto reducira el
tiempo y costos de analisis y contribuira a hacer mas rentable la industria de los AE
en Colombia.

Esta investigacion, que se resume en 90 paginas, mostro adicionalmente la relacion
directa y bidireccional entre la composicién y las PFQ de los AE, que facilitara la
identificacion de posibles adulteraciones o valores atipicos, mediante la
comparacion de los resultados con los valores mas frecuentes, encontrados en los
intervalos de confianza, que se calcularon a partir de la base de datos generada en
el proyecto. Resultados parciales del trabajo fueron expuestos en el X Congreso
Colombiano de fitoquimica (Popayan, 2009) y el XXIX Congreso Latinoamericano
de Quimica (Cartagena, 2010), como presentacion oral y modalidad poster

respectivamente.
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Figura 1. Esquema general del proceso investigativo basico de la industria de los
AE en Colombia.
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1. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales (AE), también llamados esencias, aceites volatiles o etéreos
[1] son mezclas complejas, producto del metabolismo secundario de las plantas;
se obtienen por hidrodestilacién, destilaciébn con vapor o por expresion, en el caso
de las frutas citricas; pueden ser biosintetizados por todos los érganos de la planta
y son almacenados en células secretoras, cavidades, canales, células epidérmicas
o tricomas glandulares [1, 3, 9], que compartimentan estos componentes, a
menudo toxicos para las células metabdlicamente activas [7]; una caracteristica
importante de sus constituyentes derivada del proceso de obtencion, es su

naturaleza liquida volatil [10].

Su existencia o funcion en la naturaleza se atribuye a la interaccion de las plantas
con el medio ambiente. Los AE actian como defensa contra virus, bacterias y
hongos. También se les asocia con la reduccion del apetito de los herbivoros, con
la atraccion de algunos insectos, para favorecer la dispersion de polen y semillas o

para repeler insectos no deseables [3, 11].

Hoy en dia los AE son una fuente importante de productos naturales renovables [9]
gue contribuyen al mantenimiento del equilibrio ecolégico y se constituyen en una
alternativa para la sustitucion de productos quimicos sintéticos [3, 10], al no
producir efectos secundarios sobre la salud y el medio ambiente [6]. El interés por
los productos naturales, la llamada “ola verde” ha ido incrementado notablemente
en el mundo, y ha dirigido la atencién de los cientificos hacia las plantas aroméaticas

y, en especial, sus AE [1].
Con el fin de visualizar el desarrollo evolutivo en cuanto a la produccién cientifica y

el auge actual de los AE, se realizO una consulta cienciométrica, en la base de

datos Elservier (Scopus) desde 1900 hasta la actualidad. La cienciometria es una
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herramienta que emplea un conjunto de métodos cuantitativos para medir, analizar
y comparar la actividad cientifica, a varios niveles de agregacion por medio de la
estadistica de las publicaciones indexadas en bases de datos, con el fin de
conducir estrategias tecnolégicas o de monitoreo competitivo [12, 13]. En la Gréfica
1, resultado de la busqueda cienciométrica, se hace evidente el interés de la

comunidad cientifica hacia los AE, creciente especialmente en las Ultimas décadas.

Grafica 1. Relacién del nimero de publicaciones sobre AE en funcién del tiempo.
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Base de datos: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1900 - 2010. Ecuacién de bisqueda: Article title, abstract.
Palabras clave: essential oil. Fecha de consulta: septiembre 2 de 2010.

Este interés puede explicarse por la gran variedad de propiedades que poseen los
AE, a saber: antisépticas (i.e. bactericidas, antivirales y fungicidas), medicinales y
organolépticas, que les permiten tener diferentes aplicaciones, e.g., en la industria
farmacéutica, como analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios, espasmoliticos,
anestésicos locales; en la industria agronémica como supresores de brotes en

tubérculos y en el manejo de plagas; en alimentos, como conservantes,

20



aromatizantes, saborizantes y aditivos; en perfumes como fragancias, en productos
después del afeitado y en las industrias cosmética y de aseo personal. Los AE
también se emplean en productos sanitarios, en dentisteria, en medicina natural y
como materia de partida en quimica fina [1, 3, 9, 10, 14]; pueden usarse para
masajes mezclados con aceites vegetales y en aromaterapia [3]. La Gréfica 2,
representa la polifuncionalidad de los AE, mostrando las 9 disciplinas en las que

mas publicaciones se han realizado en el periodo de 1990 a 2010.

Grafica 2. Relacion del numero de publicaciones en diferentes areas de estudio de
los AE.

N° de publicaciones

Area de estudio

Base de datos: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1900 - 2010. Ecuacién de bisqueda: Article title, abstract.
Palabras-clave: essential oil. Fecha de consulta: septiembre 2 de 2010.

En este mismo periodo, se agruparon las instituciones que reportaron mayor
numero de publicaciones (> 50) segun su pais de origen. En la Grafica 3, se
muestran los 10 mejores resultados; Brasil, IrAn y Turquia son los paises con mayor

participacion en el area de investigacion de los AE.

21



Grafica 3. Paises con mayor numero de publicaciones sobre AE. Resultados
parciales de la sumatoria de las instituciones que se registran con mas de 50
articulos.
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Base de datos: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1900 - 2010. Ecuacién de bisqueda: Article title, abstract.
Palabras-clave: essential oil. Fecha de consulta: septiembre 2 de 2010.

El interés por los AE no sdlo se restringe a la comunidad cientifica. El mercado de
las fragancias y sabores maneja cifras cercanas a los 30.5 mil millones de USD
dolares (2006) [15], los AE constituyen su segmento mas grande, con un
crecimiento anual del 3.6% para 2009, siendo los Estados Unidos el pais con
mayor participacion (40%). Especificamente las diez esencias mas
comercializadas (con un 85% del total), son obtenidas de naranja, limén, menta,
citronela, cedro, eucalipto, lavanda y lavandin, junto con las que contienen citral
[16, 17]; entre las mas costosas figuran AE de patchouli, geranio, jazmin, rosa y
vetiver. Por su lado, el mercado nacional de tipo importador, se basa en la compra
de mezclas para sabores y fragancias usadas por industrias de consumo masivo,

adquiridas por empresas multinacionales desde sus casas matrices [17].
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1.1 Generalidades de los AE

El procedimiento mas empleado para la produccién comercial de AE es la
destilacion con vapor [1, 3, 9], en donde se aprovecha la doble accion del calor y
de la humedad del vapor, para romper las células que contienen el AE. El vapor se
genera separadamente en una caldera y se pasa a través del material vegetal
compactado en un alambique, la mezcla de vapor y AE pasa por un condensador y

se colecta, separandose posteriormente el aceite por decantacién [18].

En un AE los compuestos comunmente encontrados son de tipo terpénico,
formados por el rearreglo de dos (monoterpenos, CigHig), tres (sesquiterpenos,
ClsH24) o0 mas unidades de isopreno (CsHg) y de tipo no terpénico, e.g., fenoles;
todos son hidrocarburos y sus derivados oxigenados, llamados terpenoides, en el
caso de terpenos que poseen oxigeno en sus estructuras. Estos compuestos
pueden ser alcoholes, acidos, ésteres, lactonas, epoéxidos, aldehidos, cetonas,
aminas, sulfuros y sus respectivos isdmeros oOpticos. Adicionalmente, también
pueden encontrase fenilpropanoides, acidos grasos y sus ésteres [9], que definen

en conjunto las propiedades [4] y, por ende, la calidad de un AE.

1.2 Analisis de AE por cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) es un método de separacion fisica en el cual los
componentes de una mezcla son distribuidos entre una fase moévil (MP), que es un
gas de arrastre (H,, He o N,) y una fase estacionaria (SP) que recubre las paredes
internas de un tubo capilar lamado columna, que actia como medio de separacion
[19]. Las diferencias en el tiempo de residencia de los analitos en cada fase
(reparticion) a medida que se desplazan a lo largo de la columna, estan afectadas
por las presiones de vapor y por las distintas afinidades hacia la SP. Cada vez que
la molécula entra a la columna es arrastrada hacia el detector por el flujo del gas de

arrastre. Consecuentemente, los compuestos que poseen propiedades fisicas y
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quimicas disimiles seran detectados en tiempos diferentes [20, 21]. Dentro de los
detectores existentes, el mas usado es el de ionizacion en llama (FID) empleado en
el andlisis y cuantificacibn de analitos organicos que contiene grupos
hidrocarbonados [20]. La identificacibn de los compuestos que emergen de la
columna, podria, en principio, realizarse mediante la comparacion de los tiempos
de retencion (tg) experimentales con los de compuestos estandares; sin embargo,
el criterio cromatografico mas empleado consiste es en hacer el paralelo con los
indices de retencién lineales (R,, Véase Ecuacion 1), donde se utiliza una serie de

n-alcanos como referencia [19]; en lugar de sélo cotejar los tg.

R, = 100n + 100 (M) Ecuacién 1

tra—tra

Donde:

tR,x: tR, del piCO X

tray tra SON l0OS tr del n-alcano que eluye antes y después del pico x
n= al nimero de carbonos del n-alcano que eluye antes del pico x.

Ademas, se utilizan criterios espectroscopicos, i.e., los espectros de masas
(relacion masa/carga de los iones formados versus su abundancia), obtenidos del
analisis GC acoplada a espectrometria de masas (MS) y su comparacion con los de

compuestos estandar registrados en una base de datos de masas [22, 23].

En cuanto a la cuantficacion de los componentes de las muestras, los
procedimientos se basan en la comparacion de sus areas, ya sea con las de una
disolucion patron (método de estandar externo) analizada bajo las mismas
condiciones cromatograficas, o con el area de un compuesto estandar introducido a
una concentracion conocida en la muestra (método del estandar interno (lsw)).
También se emplea el procedimiento de normalizacién simple, donde el area de
cualquier pico cromatografico se expresa como un porcentaje del area total de

todos los picos [23].
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1.3 Pruebas fisicoquimicas

Las pruebas mas reconocidas para AE y especias son establecidas por la

Organizacion Internacional para Estandares (ISO), se usan ampliamente para

ayudar a establecer la identidad de los AE y se basan en que los AE genuinos

tienen valores y pardmetros caracteristicos para estos analisis. Lo que permite

saber por comparacion, si una muestra bajo estudio cumple con esos patrones de

referencia establecidos para cada determinacion [24]. Dentro de las pruebas

fisicoquimicas para el control de calidad de los AE, existen aquellas de tipo

general, a saber:

Densidad relativa (D) a 20°C, norma ISO 279: se define como la relacion
entre la masa de un volumen dado de AE y la de un volumen igual de agua
destilada, medidas a 20°C [24]. Los valores de densidad bajos se deben a
un contenido de hidrocarburos monoterpénicos alto, mientras que
densidades mas elevadas indican mayor contenido de compuestos

oxigenados, e.g., fenoles [26].

indice de refraccion (n'p), norma ISO 280: mide el grado de cambio de
direccion y velocidad de la luz al pasar desde un medio a otro [27]. El indice
de refraccibn disminuye con el aumento de la temperatura y esta

intrinsecamente relacionado con la densidad una sustancia [26].

Rotacion éptica (a'p), norma I1SO 592: mide el angulo, en miliradianes,
descrito por la polarizacién del plano de una radiacion luminosa de una
longitud de onda de 589.3 + 0.3 nm, que corresponde a la linea D del sodio,
cuando esta luz viaja a través de un espesor de 1 cm de AE, a una
temperatura dada [28]. La naturaleza enantiomérica del AE puede ser
levorotatoria (%, |, -), lo que significa que la muestra rota el plano de la luz

polarizada a la izquierda; o viceversa (dextrorotatoria= °, d, +) [9].
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Contenido de humedad (H): valoracién de Karl Fisher, ISO 11021 [29]:
con este método se determina mediante una valoracion bivoltamétrica, el
agua contenida en una muestra; el electrodo de doble punta de platino del
equipo, se somete a una corriente eléctrica constante, que cambia cuando
en el medio de reaccion empieza a haber yodo libre del agente titulador, a
causa de la neutralizacion total del agua en la muestra; con el fin de
mantener constante la corriente eléctrica inicial, se produce un cambio en el

potencial, que es la indicacién del punto final de la valoracion.

Punto de congelacién (FP), norma ISO 1041 [30]: es la temperatura
constante o la temperatura maxima, observada cuando el AE en un estado

liquido super-enfriado, libera el calor latente de fusion.

Punto de inflamacion (FLP), norma ISO/TR 11018 [31]: temperatura
corregida a una presion de 101.325 kPa bajo la cual, en un recipiente
cerrado, el liquido en evaluacion, emite vapores que con el aire, producen

una mezcla inflamable.

Las siguientes son pruebas para constituyentes especificos, e.g.:

indice de acidez (AV), norma ISO 1242: determina los mg de KOH
necesarios para neutralizar los acidos libres presentes en 1 g de AE [32].
Este indicador es importante, dado que la mayoria de procesos de
degradacion de los AE son catalizados por medios acuosos acidos, en
donde ocurren reacciones de hidratacién, deshidratacion, ciclaciones y

fundamentalmente hidrolisis [33].
indice de ésteres (EV), norma ISO 709 [34]: determina los mg de KOH

requeridos para neutralizar el acido liberado por la hidrdlisis de los ésteres

presentes en 1 g de aceite esencial.
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1.4Criterios de calidad de los AE

Para definir “calidad” no existe un criterio universal. En general, “calidad” es la
combinacién de atributos o caracteristicas de un producto que tienen relevancia en
su grado de aceptabilidad por parte del usuario [35] y la industria de los AE no es la
excepcion. Solo los AE mas reconocidos, i.e. los comercialmente mas importantes
poseen normas ISO que establecen los rangos bajo los cuales puede(n) variar el
contenido de su(s) componente(s) mayoritario(s) y sus propiedades fisicoquimicas;
e.g., para el AE de sandalo (Santalum album L.) se ha establecido que el santalol,
su componente de interés comercial debe estar presente en un 90% (ISO 3518,
2002) [36], mientras que para el AE de limonaria la norma ISO 3217 de 1974 fija un
contenido de citral entre el 70 y 75% [37]; el AE de patchouli (ISO 3757, 2002) es
aceptado o rechazado en el mercado dependiendo de su contenido de patchoulenol
[38]; la norma ISO 4731 para el AE de geranio establece un porcentaje minimo de
contenido de geraniol de acuerdo con su lugar de origen, a saber: 42% para el AE
de Borbon, de 35% para el Marruecos y de 40% tanto para el de Egipto y el de
China [39].

De este modo, la calidad de un AE se relaciona basicamente con su composicion.
Para los AE que no cuentan con norma ISO los trabajos de investigacion que hacen
referencia a calidad, buscan aumentar el contenido del compuesto (por lo general,
el mayoritario) que sea apetecido en la industria, ya sea por su aplicabilidad en
productos de uso comun o por su actividad bioldgica, e.g., la Mentha longifolia L. de
Sur Africa en la que el tipo de secado de sus hojas influye notablemente en el
contenido de mentona [40]; la albahaca santa (Ocimum tenuiflorum), en la que se
observo que al cosechar solo las ramas secundarias se obtiene mayor contenido de

AE y de metil-eugenol [41].
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A pesar de que la composicion y, por ende, el andlisis cromatogréafico predominan
como criterios de calidad para los AE, las propiedades fisicoquimicas son también
un criterio Gtil de calidad, que no sélo permiten diferenciar un AE [42, 43], sino
también obtener una relacion directa con la composicién [43] dada la estrecha

relacion existente entre si [8].

2. PLANTAS BAJO ESTUDIO

2.1 Familia Verbenaceae

Las plantas de la familia Verbenaceae poseen alta diversidad botanica, amplia
distribucion en todo el mundo y variabilidad en sus usos [44]. El género Lippia
perteneciente a esta familia, incluye aproximadamente 200 especies de hierbas,
arbustos y pequeiios arboles, la mayoria de ellos usados como remedios para
problemas gastrointestinales y respiratorios. Esta familia muestra ademas una rica
diversidad genética, con capacidad de sintetizar una gran variedad de
constituyentes en los AE de plantas que crecen en diferentes partes del mundo
[45].

2.1.1 Lippia alba (Mill.) N.E. Brown ex Britton & Wills

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (L. alba), un arbusto aromatico, con ramas
cuadrangulares, alcanza una altura c.a. de 1.7 m [46], esta ampliamente distribuido
casi en todo el continente Americano (empezando desde Centro América) [47], se
desarrolla bien tanto en regiones tropicales como subtropicales [48], su gran
capacidad de adaptacion se ve reflejada en su diversidad quimica, influenciada no
sélo por factores de orden genético enddgeno [49], sino también por variaciones de
tipo externo [48, 50-53], por lo que presenta 7 quimiotipos de acuerdo con los

componentes mayoritarios de su AE [46].
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En forma de infusidon, macerada en compresas y en bafos, a esta planta se le
atribuyen propiedades antiespasmddica, antipirética, antiinflamatoria, emenagoga,
diaforética y analgésica [54]. La planta también se usa como expectorante y
astringente [48]. Su AE posee actividades antiviral [55, 56] y antioxidante [57, 58] y
Sus extractos, actividad antimicrobiana [59 - 61].

L. alba es una especie que llama la atencién por su potencial agronémico [62],
produce alrededor de 5 ton/ha de biomasa foliar en 4 cortes al afio [63],
considerada como posible sustituto para los AE de alcaravea, eneldo y Menta
piperita [64], ha sido muy estudiada en Brasil, que reporta 33 publicaciones en un
periodo de 20 afos, lo que esta asociado tal vez al alto namero de usos
terapéuticos que posee la planta en medicina folclorica [65]. Le siguen Colombia e
India que participan con 9 y 7 articulos, respectivamente. La mayoria de las
investigaciones han sido realizadas en areas de quimica de alimentos, agricultura y
medicina, como campos de aplicacion mas importantes; es evidente el auge
investigativo que posee la especie (Véase la Grafica 4), que pasoO de tener 48

articulos a mediados de 2009 a 67 para la fecha de consulta (02-09-2010).

El quimiotipo “carvona” del AE de L. alba es considerado uno de los quimiotipos
mas productivos (obtencidén de biomasa y AE) y estables [62], el cual es objeto de
estudio del presente trabajo; en la Tabla 1, se muestra la variacion en sus

componentes mayoritarios de acuerdo con su origen geografico.

2.1.2 Lippia origanoides H.B.K.

L. origanoides es un arbusto o arbol delgado muy aromatico [68], de 1.5 m de altura
[69], presenta hojas ovaladas con el apice redondeado, flores blancas y pequefias

[70] nativo de Centro (México, Guatemala, Cuba) y Sur América (Guayana,

Venezuela, Brasil y Colombia), principalmente en la regién del Amazonas [68]. Es
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una especie dominante en ambientes desfavorables, en especial, en zonas

semidridas caracterizadas por suelos secos, pobres en nutrientes y de alta

incidencia luminica [71].

Grafica 4. Registro cronoldgico de las publicaciones realizadas sobre el AE de L.
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Base de datos: Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1900 - 2010. Ecuacién de busqueda: Article title, abstract.
Palabras clave: “Lippia alba” and “essential oil”’. Fecha de consulta: septiembre 2 de 2010.

Tabla 1. Componentes mayoritarios del AE de L. alba, quimiotipo “carvona” segun
su origen geografico.

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown ex Britton & Wills

Origen

Componentes mayoritarios del AE, %

Limoneno | Carvona Otros Nombre comun
Brasil : ; .
rasil [66] o 581 Ggrmacreno D:19.8; Erva cidreira,
mirceno: 10.0 .
) carmelitana,
Noreste de Brazil . .
[66] 30.4 54.7 p-Cimeno: 10.6 falsa-melissa.
Cuba [65] 6 50.0 Piperitenona: 8.3; | Quita dolor, toronijil
2 9 guaieno: 11.5 islefio.
Pert [67] 5.1 63.4 Germacreno D: 5.6
Costa Rica [48 Germacreno D: 2. .
[48] 24.9 62.4 ; 7| Juanilama
mirceno: 1.2
Colombia [57] Biciclosesquifelandreno: Pronto . alivio,
32.6 57.2 . biberit . curatodo, orégano de
7.3; piperitenona: 1.23. cerro.
Argentina [50] - 60.0 - Salvia morada
Brazil - .
34.2 50.2 Ginger grass

(Picaricaba)[62]
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L. origanoides tiene un aroma caracteristico del orégano (quimiotipo rico en
carvacrol), por lo que puede ser empleada como su sustituto [72] en la preparacion
de condimentos y para propésitos medicinales [73]. Su decoccion se emplea para
estimular el apetito, como remedio gastrointestinal, en el tratamiento de flujo
vaginal, dolores menstruales y fiebre, como antiséptico para la boca, la garganta y
las heridas [73]. ElI AE posee actividad antimicrobiana [70], antiviral [55], antifangica
[68], antioxidante [74], atribuidas al alto contenido de alcoholes fendlicos (i.e.
carvacrol y timol) [1] y repelente [75]. En la Tabla 2, se muestran diferentes

estudios realizados sobre la composicién quimica del AE de esta especie.

En realidad, la informacion disponible sobre la planta es limitada; Scopus de
Elsevier registra un total de 10 publicaciones. Dado que son investigaciones
recientes (Véase la Tabla 3), se concluye que su estudio hasta ahora esta
comenzando y que falta mucho por conocer sobre esta especie. Las areas de
aplicacion corresponden a las de alimentos y de agricultura y ciencias biologicas,

siendo Colombia y Brasil los paises origen de las publicaciones.

2.2 Familia Poaceae

Los pastos de limén (Cymbopogon spp., Fam Poaceae) son hierbas perennes con
numerosos tallos rigidos, que ascienden desde un corto rizoma, son autéctonos de
areas tropicales y semitropicales de Asia y se cultivan en Centro y Sur Ameérica,
Africa y otros paises tropicales [7], donde se adaptan facilmente [79]. Dado que la
floracidbn nunca se ha observado en el cultivo, la identificacion de la especie se
basa en la composicién quimica de su AE [80], que constituye alrededor del 1.5%

del peso seco de sus hojas que poseen un aroma caracteristico a limon [81].
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Tabla 2. Componentes mayoritarios del AE de L. origanoides.

Compuestos mayoritarios del AE, %

Origen Carvacrol Timol otros
p-Cimeno: 10.3; y-terpineno: 4.1;
Oriximind [68] 38.6 18.6 linalool: 2.5; timil-metil-éter: 2.2; trans-
B-cariofileno: 5.9.
Belém [76] 0.0 20.6 -
Minas Gerais [76] 0.4 38.4 -
Piaui (Brasil) [70] 42.9 8.4 Zi;eerlfg:?;(;. 10.5; metil-timol: 8.7; p
Sdo Paulo [70] 6.7 20.6 y-Terpineno: 22.4; p-cimeno 27.8.
Anapurus Maranh3o 1,8-C'ineol:. 66..0; a-terpipeol: .12.0;.y-
[69] - 1.0 terp'ln'eno. 3.70, y 4-terpn‘1e|‘10I.. 3.0; ¥
metiltimol 0.7%; nuevo quimiotipo.
51.8 - p-Cimeno: 10.1; y-terpineno:4.4;
- - p-Cimeno: 15.7; 1.8-cineol: 10.9
Santander, Cauca, 32.9 14.4 p-Fimeno: 10.9, o-terpineno:3.1, [-
Narifo, Boyaca [77 mirceno: 2.8. :
58], ’ ’ ) ) a- y B-Felandrenos (6), p-cimeno (12),
limoneno (5).
40 11 p-Cimeno (13), y-terpineno (11).
- 56 p-Cimeno (9), y-terpineno (5).

Tabla 3. Relacion del numero de publicaciones en dos bases de datos para L.

origanoides.

2010
3

2009
3

Ao
2008 2007 2006 2004 Brasil Colombia

1

Pais

1 1 3 7

Base de datos : Scopus (Elsevier). Periodo de observacion: 1990 - 2010. Ecuacién de blsqueda: Article title, abstract.
Palabras clave: “Lippia origanoides” and “essential oil”. Fecha de consulta: septiembre 3 de 2010.
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2.2.1 Cymbopogon flexuosus Steud. Watts

Cymbopogon flexuosus (Steud.) Wats, también conocido como pasto de limén
cochin o del Este de India, contiene de 75 a 85% de citral en su AE, compuesto
gue define su valor comercial [80]; este AE es considerado como candidato para
innovar las estrategias terapéuticas contra el cancer, ayudar al manejo del estrés y
ha mostrado tener propiedades antifingicas, antimicrobiales [81] y repelentes

contra plagas de los granos [82].

El citral, constituyente mayoritario del AE de lemongrass, es el nombre dado a la
mezcla natural de dos aldehidos monoterpénicos aciclicos: geranial (trans-citral,
citral A) y neral (cis-citral, citral B) [80]; posee un olor caracteristico a limén, que le
proporciona una importancia considerable en la industrial de sabores y alimentos
[7, 83], es también empleado en la sintesis de metil- y B-iononas, de vitamina Ay E
y es reconocido por sus actividades antifungica, antibacterial e insecticida [7]. En la
Tabla 4, se muestran los componentes mayoritarios del AE de C. flexuosus, lo que

revela la existencia de varios quimiotipos.

Segun la busqueda cienciométrica, la India es uno de los paises donde mas
estudios se han hecho sobre esta especie, dado que su AE hace parte de su
comercio. Las disciplinas que mas publicaciones han registrado en bases de datos
indexadas son agricultura (34), quimica (15), bioquimica (12) y farmacologia (11);
el interés sobre la planta sigue vigente (Véase la Grafica 5), a pesar de que la

primera publicacién sobre el AE de limonaria aparecio en 1979.
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Tabla 4. Componentes mayoritarios de AE de C. flexuosus de India.

Origen Componentes mayoritarios, %
Geranial | Neral | Geraniol | Otros
India [83] Acetato de geranilo: 12.2; o-
- - 20.1 bisabolol: 8.42; isointermedeol:
25.0; limoneno: 3.5; borneol: 1.9.
Oeste de la India B-Mirceno: 15; nerol y otros
41.0 30.0 5.0 -
[7] volatiles (< 5%).
India Nororiental Acetato de geranilo: 18.9
[82] 33-1 26.1 8.7 C. flexuosus var. flexuosus.
Limoneno: 1.3; citronelol: 30.0;
India Nororiental acetato de geranilo: 16.2; acetato
[84] 14.9 - 18.2 de citronelilo: 6.1

C. flexuosus var. arunachalis.

Limoneno: 7.6; elemicina: 63.2;
0.2 - - 1,10-di-epi-cubenol: 7.6

C. flexuosus var. assamensis.
Limoneno: 3.2; trans-metil-
- - = isoeugenol: 21.1

C. flexuosus var. sikkimensis.

India Nororiental
[84]

Grafica 5. Registro cronologico de las publicaciones realizadas sobre el AE de C.
flexuosus.
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Base de datos : Scopus (Elsevier). Periodo de observacién: 1990 a 2010. Ecuacién de bisqueda: Article title, abstract.
Palabras clave: “Cymbopogon flexuosus” and “essential oil”. Fecha de consulta: septiembre 3 de 2010.
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3. QUIMIOMETRIA

Svante Wold introdujo en 1972 el término “kemometri” o “quimiometria” por la
combinacion de las palabras “kemo”, para quimica y “metri”, de medida [85]. La
guimiometria es la aplicacion de métodos estadisticos y matematicos a la quimica
para designar o seleccionar procedimientos, optimizar experimentos y obtener
maxima informacion mediante el andlisis de datos [85, 86]. La quimiometria provee
un gran namero de herramientas como el andlisis de componentes principales
(PCA), la regresion de minimos cuadrados parciales (PLS), entre otras, para el
reconocimiento de patrones, calibracion y clasificacion, métodos que pueden
incrementar la velocidad y la objetividad en el manejo de la informacion [86].

3.1 Anélisis de componentes principales

Andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) es el método
mas empleado para calcular variables latentes (componentes principales; PC), su
objetivo es la reduccion de dimensiones mediante la obtenciéon de un nuevo
sistema de coordenadas, formado por esas variables latentes, que son ortogonales
entre si, y representan eficazmente las distancias que tienen los objetos (muestras)
en el espacio inicial de mayor namero de dimensiones (variables) [87, 88]. La
proyeccion de los objetos en este subespacio de menor nimero de dimensiones,
facilita por lo tanto, la interpretacion de sus similitudes y diferencias y la
identificacion de sus caracteristicas o patrones de comportamiento [88, 89, 90]. El
desarrollo matematico de la técnica se presenta con mayores detalles en el trabajo
[88].

En este proyecto, PCA ha sido empleado con el fin de reconocer tendencias de

agrupacion en cada uno de los AE analizados y para reconocer las caracteristicas

gue presentan de acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas y su composicion.
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3.2 Métodos de regresion

Hoy en dia, la calibracion multivariable se ha convertido en una parte indispensable
en la quimica analitica moderna. Dentro de los diferentes métodos de regresion
existentes para este tipo de calibracién, que expresa la dependencia de una
variable(s) respuesta sobre muchas variables independientes [91]; los métodos
basados en analisis de factores como minimos cuadrados parciales (PLS) y
regresion de componentes principales (PCR), son los mas empleados, dada su
habilidad para superar problemas de colinealidad en los datos [92, 93].

3.2.1 PCRy PLS

El modelo estructural de PLS y PCR es basicamente el mismo, los datos son
transformados en un nuevo conjunto de variables latentes o PC, que son
empleadas para la regresion con una variable dependiente y [91, 93]. De este
modo, estos métodos son una combinacion de PCA que descompone los datos en
factores de peso (loadings) y puntos (score, representacion de los datos en el
espacio de las variables latentes) y regresion de minimos cuadrados [85]. Se
diferencian entre si, en que PLS usa los PC que estdn mayormente relacionados
con y, mientras que PCR emplea los PC que contienen la mayor varianza de los
datos. Asi, el criterio para la seleccion de las variables latentes en PLS es la
maxima covarianza entre los puntos e y, dado que la covarianza combina alta
varianza de los datos originales y alta correlacion con la propiedad que se desea
modelar [91, 93]. El desarrollo matematico de los métodos se encuentra en la
monografia [91]. En el presente trabajo estas metodologia son usadas para
predecir el contenido de los compuestos mayoritarios de los AE estudios a partir de
las PFQ, dentro de los modelos obtenidos se eligen los que poseen mejor
capacidad de ejecucion de acuerdo con los siguientes criterios que se emplean

para ese fin.
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3.2.2 Validacién de modelos

Los criterios de funcionamiento de un modelo se basan en el error de prediccion
(residuales), (diferencia entre el valor experimental y el predicho) y son de dos
tipos, los criterios de ajuste que se usan para seleccionar el numero de variables
regresoras que debe contener un modelo y los de ejecucion, que permiten conocer

su capacidad de prediccion [91, 93]:

Para evaluar la ejecucion de un modelo, los siguientes criterios son los mas

empleados:

e Suma de cuadrados del error residual de prediccion (PRESS): en
general, disminuye con el incremento de la complejidad del modelo, debido a
gue éste se adapta muy bien a los datos empleados para su elaboracion

(datos de calibracion).

PRESS = Y, (y; —y')? Ecuacion 2.

Donde y; son los valores experimentales e y los valores predichos.

e Coeficiente de determinacién (R?): expresa la proporcién de varianza que
es explicada por el modelo; aumenta con el incremento del niamero de

variables empleadas:

Y i—yr)?

R?=1-—
Z?=1(Yi_37prom)

Ecuacién 3.

Con ypom la media de los valores experimentales.
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e Ajuste del modelo: En general, un modelo debe tener un buen poder de
prediccion. R-cuadrado ajustado (Rzad,-) sirve para comparar modelos con
diferente numero de variables y caracterizar su ajuste, permitiendo
seleccionar el mas apropiado, teniendo en cuenta que entre dos modelos es

preferible aquel que tenga un valor mayor de Rzad,-.

Y (vi—y))?*(n—1) 3
Riaj =1- — Ecuacion 4.
Adl Z?:1(3"1'_yprom)z*(n—m—1) 4

Con m igual al nimero de variables regresoras y n el nimero de objetos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Pre-tratamiento de los AE

Los AE fueron extraidos mediante destilacion con arrastre de vapor. Los aceites
aislados de L. alba y L. origanoides, provinieron de los cultivos experimentales de la
zona rural de Socorro (Departamento de Santander), mientras los de C. flexuosus
se obtuvieron de cultivos establecidos en el Complejo Agroindustrial de CENIVAM.
Antes de ser analizados fisicoquimicamente, todos los AE se secaron con sulfato
de sodio anhidro (MERCK, Darmstadt, Alemania), se mezclaron con carbén
activado (ABC, EE.UU.) y se filtraron, con el fin de remover solidos suspendidos

gue pudieran estar presentes como resultado del proceso destilativo.

4.2 Andlisis cromatografico

Para el analisis cromatografico, 50 puL del AE, junto con 4 pL de n-tetradecano
(Sigma-Aldrich, St. Luouis, MO, EE.UU.), -empleado como estandar interno-, se
disolvieron en diclorometano grado analitico (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EE.UU.)

hasta un volumen final de 1 mL.

4.2.1 Analisis por GC-MS

Los compuestos presentes en cada uno de los AE bajo estudio, se identificaron con
base criterios cromatograficos (tiempos e indices de retencion, uso de patrones
para los componentes mayoritarios) y espectroscépicos (comparacion de sus
espectros de masas con los registrados en bases de datos y con los de patrones

certificados).
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La separacion de dichos componentes se realizé en columnas de naturaleza apolar
y polar. Para el andlisis apolar, se empleé una columna capilar de silice fundida
DB-5MS (J&W Scientific) de 60 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno (D.l.) y
recubierta con un espesor (d) de 0.25 um de 5%-fenil-poli(metilsiloxano). Los
cromatogramas y los espectros de masas se obtuvieron con un cromatégrafo GC
6890 Plus (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.) equipado con un detector
selectivo de masas MSD 5975 (impacto de electrones con energia de ionizacién
(EI) de 70 eV; Agilent Technologies) y un inyector automatico 7863, inyeccién
split/splitless (relacion split 1:30) (Véase Figura 2). La temperatura del horno se
programé desde 45°C (5 min) hasta 150°C (2 min) subiendo a una razéon de
4°C/min; luego, se increment6 a 5°C/min, hasta llegar a 250°C (5 min) y finalmente
se calenté a una razén de 10°C/ min, hasta alcanzar 275°C (15 min). Para el
analisis en SP polar, se empleé una columna DB-WAX (J&W) de 60 m x 0.25 mm
D.I. x 0.25 pm d;, recubierta con poli(etilenglicol), se usdé una rampa de
calentamiento que empezo6 desde 45°C (5 min) aumentando a 3°C/min hasta 150
°C (3 min), y a 4°C/min, hasta 220°C (5 min); este analisis se llevé a cabo en un
cromatografo Agilent Technologies 6890 Network, Series GC, acoplado a un
detector selectivo de masas 5973 (lonizacion impacto de electrones, El, 70 eV;
Agilent Technologies Network) e inyeccion split/splitless (relacion split 1:30) (Véase
Figura 3). En ambos casos, las temperaturas del puerto de inyecciéon, camara de
ionizacion y linea de transferencia se establecieron a 250, 230 y 285°C
respectivamente. Como gas transportador se empled helio (99.995%, Aga Fano,
Bucaramanga, Colombia), con una presién de entrada en la cabeza de la columna
de 155 kPa, una velocidad lineal de 27 cm/s (1 mL/min) de flujo constante. Los
espectros de masas y las corrientes idnicas totales se obtuvieron mediante barrido
automatico (full scan) en un rango de masas m/z 30-300 a 5 scans/s y fueron
adquiridos y procesados por el software Hewllett-Packard MS- ChemStation G1701-
DA, con librerias espectrales WILEY, NIST y ADAMS.
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Figura 2. Cromatografo GC 6890 Plus acoplado con un detector selectivo de
masas MSD 5973, Agilent Technologies.

4.2.2 Analisis GC-FID

Para la cuantificacion de los componentes de los AE, se emplearon los métodos de
normalizacion de areas, método de estandar interno y externo, con el uso de
patrones certificados marca Sigma-Aldrich (carvona al 98%, limoneno al 97%,
carvacrol al 98%, p-cimeno al 97%, citral al 97%, geraniol al 98% y timol al 99%).
Los datos cromatograficos se adquirieron con un cromatografo de gases GC 7890
(Agilent Technology) equipado con FID, un inyector Split/splitless (relacion Split
1:30) y un sistema de procesamiento de datos (HP-ChemStation Rev. B.03.02
[341]) (Véase Figura 4). La temperatura del detector y el inyector se mantuvieron a
250°C. Para la separacion y determinacion de los indices de retencién lineales se
us6 una columna DB-5 (J&W Scientific) 60 m x 0.25 mm D.l. x 0.25 um d¢, de 5%-
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fenil-poli(metilsiloxano). La temperatura del horno se programé de manera idéntica
al analisis GC-MS apolar descrito anteriormente. Como gas de arrastre se uso helio
(99.995%, Aga Fano), con una presion de entrada a la cabeza de la columna de
170 kPa, una velocidad lineal de 22.95 cm/s (1 mL/min) de flujo constante. En el
FID, se usaron los gases hidrégeno y aire, a 30 y 300 mL/min, respectivamente, y
nitrégeno (30 mL/min) como gas makeup.

Figura 3. Cromatografo Agilent Technologies 6890N Network Series GC, acoplado
a un espectrometro de masas Agilent Technologies 5975 Inert XL.

I
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Para la cuantificacion con estandar interno se emple6 n-tetradecano; en el método
de cuantificacion con estandar externo, para cada patron se prepararon soluciones
con concentraciones menores y superiores a las halladas por el método de
estandarizacion interna, para cada uno de los compuestos mayoritarios. Se
construyeron curvas de calibracion para el limoneno (4700, 10000, 15300, 21200,
30200, 41900, 50700 y 60000 ppm), la carvona (5200, 10400, 15200, 20400,
30300, 40200, 51900 y 5900 ppm), el carvacrol (5488, 10192, 14700, 18816,
28910, 37828, 47432 y 57134 ppm), el timol (2886, 5771, 11244, 16616, 20796,
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31442 y 39402 ppm) y el citral (4900, 9750, 14972, 20205, 31210, 40715, 49001 y
58456 ppm).

Figura 4. Cromatografo de gases GC 7890 (Agilent Technology) equipado con FID.
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4.3 Criterios de calidad

Los criterios de calidad para los AE bajo estudio, se establecieron a partir de la
base de datos generada con los valores de composicion y PFQ de los AE
trabajados, mediante la determinacién de los intervalos de confianza (95%) para
cada una de las pruebas que se evaluaron. Para el AE de C. flexuousus se realiz6

una comparaciéon con los valores establecidos en la norma ISO-4718 para este AE.

4.4 Andlisis de las propiedades fisicoquimicas

Todas las pruebas fisicoquimicas evaluadas en los AE se realizaron segun las
normas internacionales ISO, descritas en la Seccién 1.3. En las Tablas 5y 6, se

describen los reactivos y equipos empleados en cada una de las pruebas y en la
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Figura 5, se muestran los montajes utilizados. Adicionalmente, a los equipos ya
detallados, se aclara que para pesar se empled una balanza analitica AL204 de
Mettler Toledo, con una precisién de + 0.0001 g y para controlar la temperatura en
las pruebas donde era necesario mantenerla constante, se us6 un bafio refrigerante
Cole-Palmer (Chicago, IL, EE.UU.).

Tabla 5. Reactivos empleados para la evaluacién de las pruebas fisicoquimicas.

Reactivo Descripcion Norma ISO

Agua grado HPLC MERCK - Darmstadt, Alemania
p-Cimeno, 97%
Benzoato de bencilo, Sigma-Aldrich — Buchs, Suiza n'p, 1ISO 280
99%
1-Bromonaftaleno, 99% MERCK - Darmstadt, Alemania
R-(+)-Limoneno, 97% Sigma-Aldrich — Buchs, Suiza a'’p; 1ISO 592

, , a'p, ISO 592; D, ISO
Etanol, 99.8% Riedel-de Haén, Alemania 279: AV, ISO 1242:

EV, ISO 709

Titrant 5 MERCK, Darmstadt, Alemania

: : H, 1ISO 11021
Metanol 99% Riedel-de-Haén, Alemania
Hielo seco Adquirido en el comercio local FP, ISO 1041
Hidroxido de potasio Riedel-de-Haén, 85%

Carlo Erba, 99.8%, Haute _
Biftalato de potasio . AV, IS0 1242; EV,
Normandie ISO 709
Fenoftaleina J.T. Baker, EE.UU.
. _ MERCK, 35%, Darmstadt,
Acido clorhidrico . EV, ISO 709
Alemania
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Tabla 6. Equipos empleados para la evaluacion de las pruebas fisicoquimicas,

segun las normas ISO.

Equipos

Norma ISO

Picnémetro de 9.835 mL (BRAND, Wertheim, Alemania;
Figura 5A)

Refractometro tipo Abbe ATAGO NAR-1T (Tokio, Japon;
Figura 5B), rango de medicion de 1.300 a 1.700 + 0.0002.
Polarimetro (Optical Instruments) con lampara de sodio (589
nm), escala de circulo completo (0 a 180° derecha e
izquierda; Figura 5C), con portamuestras de 10 y 5 cm de
longitud.

Titulador volumétrico Karl Fischer (METTLER TOLEDO
DL31, Veéase Figura 5D).

Data logger/thermometer HH306A (Omegaette, EE.UU.),
rango de medida -200 a 1370 °C £ 0.2, con doble entrada
para termocupla tipo K (Véase Figura 5E)

SetaFlash series 3 tester, con copa cerrada, rango de
temperatura ambiente a 300 °C y capacidad de 2 a 4 mL de
muestra, Figura 5F.

Bureta doble clase A, BRAND, de 2 £ 0.01 mL, Figura 5G

Bureta clase B, BRAND, de 25 %= 0.05 mL, frascos de
saponificacion de 100 mL, con cuello esmerilado con
condensadores de reflujo, Figura 5H.

D, ISO 279

n'p, 1ISO 280

a'p, 1ISO 592

H, ISO 11021

FP, 1ISO 1041

FLP, ISO/TR 11018
AV, ISO 1242

EV, ISO 709

4.5 Andlisis estadistico

El andlisis de los datos multivariable se realizd con el software gratuito R, Versién

2.9.1 (Bell Laboratories, Vienna, Austria) [94]; los datos se organizaron en matrices

(nxm), de n objetos u observaciones ubicados en filas, donde cada una constituye

una muestra de AE diferente; y en m variables colocadas en columnas, que

representan las PFQ o la composicion. Con el fin de tener una idea sobre la

distribucion de los datos, reconocer la presencia de asimetrias e identificar valores

atipicos [95], se construyeron histogramas para cada una de las propiedades

fisicoquimicas.
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Figura 5. Equipos y montajes empleados durante la determinacién de las
propiedades fisicoquimicas de AE, segun las normas internacionales 1SO.

5. A Picndmetro BRAND y vaso 5.B Refractometro tipo Abbe
refrigerante, norma 1SO 279. ATAGO NAR-1T, norma ISO 280.

5.C Polarimetro Optical Instruments, 5.D Titulador volumétrico Karl-Fischer,

normalSO 592 METTLER -TOLEDO DL31, norma ISO 11021.
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Figura 5, Continuacién.

5. E Data logger/thermometer 5.F SetaFlash tester series 3, con

5. G Bureta doble clase A, BRAND, ~ 5- HBuretaclase B (BRAND), frascos de
norma ISO 1242 saponificaciéon de 100 mL, norma ISO 709.
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4.5.1 Reconocimiento de patrones: PCA se us6 como un método estadistico para
sugerir la estructura de correlacion del conjunto de datos y para analizar las
tendencias de las variables en relacién a las caracteristicas estudiadas [88, 96],
para este procedimiento los datos fueron centrados y escalados (normalizados),

segun la Ecuacion 5, para dar a cada variable la misma importancia inicial.

Xi—Xprom

Normalizacion = Ecuacions.

XMax—XMin

4.5.2 Modelamiento: en el caso de L. alba, los datos se dividieron en un grupo de
calibracion y otro de validacion, ya que se contaba con un numero suficiente de
muestras; para los demas AE (L. origanoides y C. flexuosus), se usaron la totalidad
de datos disponibles para la generacion de los modelos. Los métodos empleados
fueron regresion lineal simple (OLS), PCR y PLS; en todos los casos se busco la

relacion entre las PFQ y los componentes mayoritarios de cada uno de los AE.

4.5.3 Seleccion de variables regresoras [91]: ademas de los factores de peso
obtenidos mediante PCR y PLS, y el procedimiento de validacion cruzada, para
seleccionar las variables a usar en los modelos se tuvieron en cuenta conceptos

basicos como:

e La varianza de la variable, a un menor valor, menor es la informacién que
puede proporcionar; sin embargo al depender de la escala de los datos, este
criterio es apropiado solo si las variables estdn medidas en escalas
similares.

e Alto (absoluto) coeficiente de correlacion con la variable dependiente (y); sin
embargo, una variable con una débil correlacion podria llegar a ser
importante si es capaz de explicar variabilidad de y que no esta incluida en

las restantes.
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4.5.4 Refinamiento de los modelos: la evaluacion de los modelos obtenidos se
realizé de acuerdo con las Ecuaciones 2-4; en el caso de pequefios grupos de
muestras (<30), se uso el proceso de validacién cruzada (CV), en el que el grupo
de n objetos se divide aleatoriamente en s segmentos o0 partes de
aproximadamente el mismo tamafo; uno de ellos se deja por fuera como grupo de
validacion, los demas (s-1) se usan para generar los modelos, que una vez
obtenidos, se aplican individualmente a dicho grupo de validacion, proporcionando
valores predichos provenientes de modelos con diversa complejidad. Este
procedimiento se repite hasta que cada uno de los segmentos ha sido empleado
para la prediccion. El resultado es una matriz con n filas y auax (igual al nUmero de
variables) columnas que contienen los valores predichos y'c,. Los modelos se
comparan con base en la raiz media del error de prediccion (RMSEP; Véase
Ecuacion 6), donde un menor valor, sugiere una mejor capacidad de prediccion por

parte del modelo.

RMSEP = \/gzlz=1(Yl' —y')? Ecuacion 6.

49



5. RESULTADOS y ANALISIS
5.1 Caracterizaciéon de los AE

La composicion y propiedades macroscoépicas de AE extraidos por hidrodestilacion
con arrastre de vapor de plantas establecidas en las parcelas experimentales de
Socorro-Santander (L. alba y L. origanoides) y las ubicadas en el Complejo
Agroindustrial de CENIVAM (C. flexuosus), se determinaron como paso basico
para la obtencibn de la denominacion de AE de origen colombiano y el

establecimiento de la identidad de cada uno de los AE bajo estudio.

Las cantidades relativas (%), minima (Min), maxima (Max) y promedio (Prom), en
gue se encuentran cada uno de los compuestos presentes en los AE de L. alba, C.
flexuosus y L. origanoides, se registran en las Tablas 7-9. La enumeracion usada
en las tablas corresponde al orden de elucién de los compuestos en la columna
DB-5, que se refleja en los cromatogramas de los AE obtenidos por GC-FID (Véase

Figuras 6-8).

Figura 6. Cromatograma tipico del AE de L. alba

Istd 3

20 30 40 50 60 min

GC-FID, DB-5 (60m x 0.25mm x 0.25um); identificacion de los picos cromatograficos aparece en la Tabla 7.
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Tabla 7. Cantidad relativa (%) e identificacion de los componentes del AE de L.

alba.
N° Ir Cantidad relativa, % *
pico® | DB-5 | DB-wax Compuestos Min Max | Med
1 939 1018 a-Pineno 0.02 0.14 0.05
2 955 1060 Canfeno 0.03 0.22 0.13
3 978 1440 1-Octen-3-ol 0.00 | 0.05 0.01
4 983 1102 B-Pineno 0.00 0.12 | 0.03
5 992 1161 B-Mirceno 0.16 | 0.60 | 0.45
6 1037 1198 Limoneno 17.60 | 58.98 | 40.74
7 1050 1248 trans-B-Ocimeno 0.08 0.46 0.28
8 1100 1542 Linalool 0.11 0.44 0.26
9 1126 1626 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.03 0.12 | 0.06
10 | 1140 1445 cis-Oxido de limoneno 0.02 0.177 | 0.07
1| mss | 145741670 | LrANSOxido delimoneno + 0.02 | 021 | 0.03
cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol
12 | 1176 1703 Borneol 0.15| 0.34 0.25
13 | 1204 | 1609 +1726 | cis-Dihidrocarvona + neo-
Dihidrocarveol 0.05 2.74 0.65

14 1213 | 1629 +1751 | trans-Dihidrocarvona + Dihidrocarveol 0.04 3.75 0.91
15 | 1223 1783 iso-Dihidrocarveol 0.04 1.26 | 0.33
16 1226 1834 trans-Carveol 0.05 0.33 0.14
17 | 1237 | 1808 +1865 | neo-iso-Dihidrocarveol + cis-Carveol 0.10 | 2.93| 0.96
18 | 1256 1744 Carvona 20.08 | 47.24 | 31.24
19 | 1264 | 1713+1734 | cis-Ep6xido de piperitona + Piperitona 0.55 1.41| 0.96
20 | 1285 1839 trans-Oxido de carvona 0.03| 0.13| 0.05
21 | 1342 1890 trans-Acetato de carvilo 0.04 | 0.07| 0.05
22 | 1354 1934 Piperitenona 0.43 2.17 1.13
23 | 1395 | 1523+1592 | B-Bourboneno + B-Elemeno 0.02| 0.30| 0.09
24 | 1439 1602 trans-B-Cariofileno 0.09 | 0.63 0.24
25 | 1442 1673 B-Copaeno 0.05 | 0.36 0.15
26 | 1450 1665 trans-B-Farnaseno + Aromadendreno 0.11| 0.66| 0.26
27 | 1462 1677 a-Humuleno 0.20 1.67 | 0.55
28 | 1475 1654 allo-Aromadendreno 0.02 0.40 | 0.06
29 | 1484 1698 Germacreno D 0.12| 1.06| 0.39
30 | 1489 1696 y-Muuroleno 0.03 | 0.28| 0.09
31 | 1504 1720 Biciclosesquifelandreno 2.70 | 21.87 7.39
32 | 1510 1779 a-Muuroleno + Biciclogermacreno 0.01 0.11| 0.04
33 | 1529 | 176211765 | y-Cadineno+ &-Cadineno 0.00 | 0.35 0.12
34 | 1540 1825 trans-Calameneno 0.04 | 0.98 0.20
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Tabla 7, Continuacion.

35 1575 - 1-nor-Bourbonanona 0.01| 0.06 | 0.02
36 | 1592 | 2059-2134 | Germacreno-D-4-ol + Espatulenol 0.01 | 0.06 | 0.03
37 | 1597 2001 Oxido de cariofileno 0.01| 0.12 | 0.04
38 | 1601 - Salvial-4(14)-en-1-ona 0.03 | 0.25 | 0.09
39 | 1620 2354 B-Oplopenona 0.02 | 0.07 | 0.04
Resumen composicional segun el tipo de compuesto Min | Max | Med
Hidrocarburos monoterpénicos 17.9 | 60.5 | 41.7
Monoterpenos oxigenados 21.7 | 63.4 | 37.1
Hidrocarburos sesquiterpénicos 3.4 | 28.9| 9.7
Sesquiterpenos oxigenados 0.15 11| 0.4

?Numero de pico en la Figura 6.
*n=2

Tabla 8. Cantidad relativa (%) e identificacién de los componentes del AE de C. flexuosus.

N° Ir Compuestos Cantidad relativa, % *
pico | DB-5 | DB-wax Min Max Med
1 939 1018 a-Pineno 0.00 0.04 0.01
2 955 1060 | Canfeno 0.00 0.19 0.04
3 985 1331 6-Metil-5-hepten-2-ona 0.20 3.45 0.60
4 991 163 B-Mirceno 0.05 17.11 8.10
5 1034 192 Limoneno 0.00 1.75 0.31
6 1038 1231 cis-B-Ocimeno 0.10 0.63 0.37
7 1049 | 1247 | trans-B-Ocimeno 0.07 0.37 0.21
8 1094 1510 6,7-Epoximirceno 0.00 0.18 0.07
9 1097 1275 | Terpinoleno 0.00 0.08 0.02
10 | 1100 1540 | Linalool 0.46 2.29 0.79
1 146 1511 exo-lsocitral 0.15 1.25 0.34
12 | 1156 1415 Citronelal 0.03 0.53 0.19
13 | 1165 1538 | trans-Verbenol + cis-Isocitral 0.19 1.84 0.86
14 | 1177 1615 Epdxido de rosefurano 0.00 0.12 0.04
15 | 1183 1566 | trans-lsocitral 0.49 2.72 1.35
16 | 1198 1544 | 4-cis-Decenal 0.00 0.14 0.06
17 | 1205 - 4-trans-Decenal 0.00 0.23 0.06
18 | 1229 1795 | Nerol 0.00 10.12 0.57
19 | 1231 1760 | Citronelol 0.19 4.76 1.06
20 | 1247 1685 Neral 15.46 32.16 | 28.84
21 1256 1843 | Geraniol 2.73 18.06 7.23
22 | 1278 1735 Geranial 20.87 49.27 42.13
23 | 1294 | 1596 | 2-Undecanona 0.00 0.62 0.21
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Tabla 8, Continuacion.

24 | 1343 | 1645 | Acetato de citronelilo 0.00 | 0.06 | 0.00
25 | 1353 - Nerolato de etilo 0.00 | 0.66 | 0.10
26 | 1354 1732 Acetato de nerilo 0.00 1.79 | 0.22
27 | 1383 1752 | Acetato de geranilo 0.08 | 10.29 | 2.26
28 | 1426 1601 | trans-B-Cariofileno 0.00 0.13 | 0.05
29 | 1442 1726 a-trans-Bergamoteno 0.03 1.16 | 0.38
30 | 1449 | 1601 | a-Guaieno 0.00 | 0.10 | 0.03
31 | 1476 | 1709 | y-Muuroleno 0.00 0.17 | 0.04
32 | 1497 | 1808 | 2-Tridecanona 0.00 | 0.48 | 0.15
33 | 1501 1698 | Germacreno D 0.00 | 0.67 | 0.07
34 | 1502 | 1738 | a-Bulseneno 0.00 | 0.22 | 0.01
35 | 1517 1762 | y-Cadineno 0.00 0.15 | 0.02
36 | 1534 | 1765 | 0-Cadineno 0.00 | 0.59 | 0.13
37 | 1562 | 2041 | trans-Nerolidol 0.00 0.11| 0.02
38 | 1566 | 2075 | Hedicariol 0.00| 0.80 | 0.07
39 | 1606 | 2001 | Oxido de cariofileno 0.00 | 0.09 | 0.01
40 | 2028 - 6-cis,10-trans-Pseudofitol 0.02 0.17 | 0.06
Resumen composicional segun el tipo de compuesto Min | Max | Med
Hidrocarburos monoterpénicos 0.22 | 20.15 | 9.07
Monoterpenos oxigenados 40.9 | 140.6 | 86.9
Hidrocarburos sesquiterpénicos 0.03 3.18 | 0.73
Sesquiterpenos oxigenados 0.02 | 1.64 | 0.32
Contenido de citral 36.3 | 81.44 | 71.97

?Numero de pico en la Figura 7.
*n=2

Figura 7. Cromatograma tipico del AE de C. flexuosus.
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GC-FID, DB-5 (60m x 0.25mm x 0.25um); La identificacién de los picos aparece en la Tabla 8.
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Tabla 9. Cantidad relativa (%) e identificacién de los componentes del AE de L.
origanoides quimiotipo carvacrol.

Ne Ir Cantidad relativa, %
pico® [ DB-5 | DB-wax Compuestos Min [Max | Med
1 931 1019 a-Tujeno 0.22 1.59 | 0.86
2 939 1018 a-Pineno 0.08 0.34 0.21
3 954 1060 Canfeno 0.00 0.05 0.02
4 978 1130 Sabineno 0.03 0.18 | 0.09
5 983 1102 B-Pineno 0.02 | 0.08 | 0.05
6 992 1160 B-Mirceno 0.86 4.53 2.44
7 1009 1155 a-Felandreno 0.04 0.32 0.17
8 | 1015 1094 A3-Careno 0.04 0.21 0.11
9 | 2021 1161 a-Terpineno 0.47 | 3.33 1.71
10 | 1030 1259 p-Cimeno 3.67 | 19.72 | 11.63
11 1034 1198 Limoneno 0.00 1.70 0.53
12 | 1035 1219 1,8-Cineol 0.07 1.09 0.33
13 | 1038 163 B-Felandreno 0.00 | 0.47| 0.09
14 | 1050 1248 trans-B-Ocimeno 0.04 | 0.38 0.18
15 | 1065 1238 y-Terpineno 2.20 | 22.84| 10.92
16 | 1073 1550 cis-Hidrato de sabineno 0.03 0.37 0.22
17 | 1094 1295 p-Cimeneno' 0.07 0.21 0.14
18 | 1100 1543 Linalool 0.12 0.41 0.24
19 | 1105 1465 trans-Hidrato de sabineno 0.05 | 0.24 0.13
20 | 1126 1626 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.00 0.45 0.22
21 1129 1610 cis-p-Menta-2-en-1-ol 0.00 0.44 0.02
22 1148 1715 trans-p-Menta-2-en-1-ol 0.00 0.41 0.07
23 | 1174 1652 Umbelulona 0.00 0.20 | 0.04
24 | 1186 1704 Borneol 0.44 1.20 0.79
25 | 191 1849 p-Cimen-8-ol 0.00 0.13 | 0.03
26 | 1203 1610 cis-Dihidrocarvona 0.00 0.18 0.02
27 1211 1630 trans-Dihidrocarvona 0.00 0.03 0.01
28 | 1232 1590 metil-eter timol 0.00 1.63 | 0.06
29 | 1236 1808 neoiso-Dihidrcarveol 0.00 1.61| 0.78
30 | 1242 1763 Metil-carvacril éter 0.07 0.31 0.18
31 1252 1715 Carvona 0.00 3.44 0.71
32 | 1261 1733 Piperitona 0.00| 5.75| 0.19
33 | 1290 2168 Timol® 0.06 | 24.50 | 6.46
34 | 1302 2209 Carvacrol? 21.96 | 67.60 | 48.42
35 | 1347 1864 Acetato de timilo 0.00 0.10 0.01
36 | 1356 2164 Eugenol 0.00 0.26 | 0.06
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Tabla 9, Continuacion.

37 | 1367 1896 Acetato de carvacrilo 0.00 0.10 | 0.04
38 | 1386 1495 a-Copaeno 0.07 1.05 | 0.39
39 | 1395 1523 B-Bourboneno 0.00 0.1 | 0.03
40 | 1434 1602 trans-B-Cariofileno 0.00 1.38 | 0.09
41 | 144 1598 trans-a-Bergamoteno 0.00 | 0.22 | 0.01
42 | 1442 1665 B-Copaeno 0.00 | 6.38| 3.82
43 | 1447 1648 cis-B-Farnaseno 0.00 0.87 | 0.57
44 | 1455 1665 trans-B-Farnaseno 0.00 | 0.04 | 0.01
45 | 1469 1676 a-Humuleno 0.03| 0.23| 0.10
46 | 1474 1654 allo-Aromadendreno 0.71 3.10 | 1.99
47 | 1484 1695 y-Muuroleno 0.00 | 0.16 | 0.04
48 | 1486 1770 ar-Curcumeno 0.20 1.08 | 0.52
49 | 1493 1698 Germacreno D 0.00| 0.60| 0.17
50 | 1498 1718 a-Zingibereno 0.00 | 0.06 | 0.01
51 | 1502 1715 B-Selineno 0.00 | 0.66 | 0.11
52 | 1507 | 1779 + 1751 | a-Muuroleno + Biciclogermacreno 0.00 0.12 | 0.04
53 | 1513 | 1745 +1771 | B-Bisaboleno + B-Curcumeno 0.00 1.36 | 0.74
54 | 1524 1762 y-Cadineno 0.00 | 0.87 | 0.07
55 | 1527 1767 d-Cadineno 0.00 | 0.03 | 0.01
56 | 1532 1828 trans-Calameneno 0.00 0.50 | 0.09
57 | 1533 1862 trans-y-Bisaboleno 0.02| 0.76 | 0.17
58 | 1545 1797 trans-Cadina-1,4-dieno 0.01 0.19 | 0.08
59 | 1547 1801 a-Cadineno 0.05 0.27 | 0.16
60 | 1619 2354 B-Oplopenona 0.02 1.13 | 0.44
61 | 1640 2245 a-Cadinol 0.00 | 0.43| 0.15
Resumen composicional segun el tipo de compuesto Min | Max | Med
Hidrocarburos monoterpénicos 7.67 | 55.75| 29.0
Monoterpenos oxigenados 22.9 | 110.6 | 59.1
Hidrocarburos sesquiterpénicos 110 | 20.13 | 9.26
Sesquiterpenos oxigenados 0.02 1.56 | 0.60

#Numero de pico en la Figura 8. *n=2.

1-Cuantificado con la curva: [p-Cimeno]= Area-166.5 | 3582, R®= 0.995
2-Cuantificado con la curva: [Timol]=Area -88.2/3338; R>= 0.999
3-Cuantificado con la curva: [Carvacrol]=Area -534/3243; R*= 0.999.

Los AE estudiados se caracterizan por ser de tipo monoterpenoide, con el

predominio de compuestos oxigenados sobre aquellos que sélo tienen atomos de

carbono e hidrégeno en su estructura. Por ejemplo, el citral (neral + geranial),
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geraniol y nerol en C. flexuosus (Véase Tabla 8), carvacrol y timol en L. origanoides
(Véase Tabla 9), carvona y piperitenona en L. alba (Véase Tabla 7). Lo que
constituye una gran ventaja, ya que los AE con bajo contenido de hidrocarburos
terpénicos son menos susceptibles a procesos de descomposicion
(enranciamiento), por ende, son mas estables y mas solubles en agua, lo que les
permite ser facilmente usados en distintas aplicaciones industriales, e.g.,
aromatizacion de bebidas [18, 33].

Figura 8. Cromatograma tipico del AE de L. origanoides.
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GC-FID, DB-5 (60m x 0.25mm x 0.25um); identificacién de los picos cromatograficos que aparecen en la Tabla 9.

En general, los AE presentaron una diferencia relativamente alta entre los valores
maximo y minimo (rango) de los compuestos mayoritarios y ausencia (o presencia
en una cantidad menor que el nivel minimo de deteccion de los sistemas de
deteccion empelados) de los compuestos minoritarios entre una muestra y otra
(Véase Tablas 7-9). Esta alta variabilidad en la composicion, se puede atribuir a la
influencia que tuvieron los diferentes tratamientos externos (densidad de siembra,
época de corte, grado de fertilizacion, condiciones de extraccion), a los que fueron
sometidos los cultivos, sobre la produccion de metabolitos secundarios en las

plantas, asi como a los cambios en las condiciones climéaticas, entre cada uno de
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los cortes, variabilidad que se refleja, a su vez, en las propiedades fisicoquimicas
(PFQ; Véase Tablas 10-12) de los AE [4].

En las Tablas 10, 11 y 12, se indican los valores minimo (Min), maximo (Méax), el
promedio (Prom), la mediana (Med), la varianza, los cuartiales 1 (Q1) y 3 (Q3), que
resumen los resultados obtenidos del andlisis de las PFQ para cada AE; la
distribucién de los datos se evalud con la aplicacion de la prueba de Shapiro-Wilk,
en la cual el valor p (probabilidad) debe ser mayor de 0.05, para aceptar que el
conjunto de datos se distribuye normalmente y se muestra en la Ultima columna de
las tablas. Un resultado negativo para p>0.05, indica que la variacion de las
propiedades macroscoépicas de los AE no fue producto de la casualidad, sino que
provino de las distintas condiciones experimentales externas a las que fueron

sometidos los cultivos, que afecta como consecuencia las PFQ de los AE.

Para facilitar la interpretacion de los datos obtenidos, se muestran en las Graficas
6, 7 y 8, histogramas de las PFQ para cada uno de los AE estudiados, en los
cuales no soOlo se obtiene con facilidad la informacion sobre la distribucion y
dispersion de los datos, sino también se pueden visualizar asimetrias y la

existencia de valores atipicos [95].

Tabla 10. Resumen de la caracterizacion fisicoquimica de los AE de L. alba y
resultado de la prueba de normalidad.

Propiedad Min Max Prom Med Q1 Q3 Varianza Valor-p
AV* 0.233 2.40 0.787 0.629 0.464 1.040 0.207 6.2%10°
EV* 75.21 265.1 173.3 181.1 140.1 216.1 2361 0.0309

FLP (°C) 43.6 70.2 61.2 61.9 60.1 63.2 17.7  1.1%*107
RI 1.483 1498  1.488  1.488  1.488  1.490 5.67%¥10°  0.0012

H (%) 0.10 0.56 0.30 0.29 0.23 0.36 0.010  0.0763
D 0.88 0.92 0.90 0.90 0.90 0.91 6.52%¥10°  0.0054
RO (°) 23.03 138.3 63.5 60.5 46.8 70.7 1936  5.7*10”
FP (°C) -4.6 0.00 1.7 1.7 -2.0 -1.3 0.44 0.004

*Medido en mg de KOH/g de AE; n=81.
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Grafica 6. Histogramas de las PFQ medidas a los AE de L. alba.
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Tabla 11. Resumen de la caracterizacion fisicoquimica de los AE de C. flexuosus y

resultado de la prueba de normalidad.

Propiedad Min Max Prom Med Q1 Q3  Varianza  Valor-p
AV* 0.656 9.61 1.48 1.91 1.21 5.28 8.19 1.3*10°
EV* 34.7 69.3 47.6 46.6 40.1 52.2 95.5 0.077

FLP (°C) 30.5 38.9 34.1 34.0 33.2 35.2 2.98 0.179

RI 1.479 1.489 1.486 1.486 1.485 1.488 5.92*10'6 0.020
H (%) 1.20 3.62 2.11 1.97 1.60 2.61 0.473 0.061
D 0.88 0.90 0.89 0.89 0.89 0.89 3.89*%10° 4.8*%10*
OR (%) -7.41 3.49 -3.24 -3.33 -4.16 -2.84 4.47 0.028
FP (°C) -3.2 -1.0 -2.1 -2.1 -2.4 1.7 0.23 0.881

*Medidos en mg de KOH/ g de AE; n=24.

Tabla 12. Resumen de la caracterizacion fisicoquimica de los AE de L. origanoides

y resultado de la prueba de normalidad.

Propiedad Min Max Prom Med Q1 Q3 Varianza Valor-p
AV* 0.587 21.7 7.31 5.56 3.53 9.88 39.0 4.9*%10*
EV* 0.077 39.77 12.17 9.15 5.08 16.01 105.3 0.0043

FLP (°0) 37.7 69.5 54.3 53.3 44.5 67.6 18  0.0030
RI 1.491 1.541 1.505 1.504 1.500 1.506  9.7%10” 3.13*10'6
H (%) 0.400 1.75 .03  0.983  0.845 1.25 0.121 0.70

D 0.89 0.96 0.93 0.93 0.92 0.93 2.59*10" 0.16
OR (°) -4.75 142.94 73.16  97.48 13.95  110.69 2508  9.3*107
FP (°C) 1.7 -0.40 1.1 1.2 -1.5 -0.73 0.17 0.67

*Medidos en mg de KOH/ g de AE; n=32.

Los cuartiles, medidas que se basan en la estadistica de orden [95] reportados en

las tablas, dividen los datos en 4 partes iguales de 25, 50 y 75% o primer (Q1),

segundo (Q2=mediana) y tercer cuartil (Q3), y se emplearon teniendo en cuenta

gue no se veian afectados por valores atipicos; permitieron conocer la simetria y al

igual que el histograma, fueron independientes de la distribucion de los datos [97];

razones por las cuales para determinar la dispersion de las PFQ se uso6 el rango

intercuartilico (Qs-Qq; Véase Tabla 13).
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Gréfica 7. Histogramas de las PFQ medidas a los AE de C. flexuosus.
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Gréfica 8. Histogramas de las PFQ medidas a los AE de L. origanoides.
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A diferencia de los cultivos de L. alba y L. origanoides, que fueron sometidos a
condiciones controladas, los cultivos de C. flexuosus se constituyeron de parcelas

aisladas, sembradas con diferencias de tiempo entre una y otra, creciendo con
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distintas condiciones climéticas; por lo tanto, era de esperarse que sus PFQ se
comportaran en su mayoria normalmente (e.g., EV, FLP, Hy FP).

En todos los AE el contenido de humedad (H) vario aleatoriamente, esto es porque
la humedad presente en las muestras, no depende del AE en si, sino de su historia,
especificamente de su proceso de separacion del agua, una vez es extraido, y del
secado con sulfato de sodio anhidro, antes de ser envasado. En el caso de L.
origanoides, la H pudo influir en que su D y su FP se distribuyeran de forma normal,
dado a que este AE estd principalmente constituido de un alcohol (carvacrol ~

50%), que puede formar puentes de H con el agua.

Los resultados de las pruebas fisicoquimicas de las especies estudiadas, pueden
entenderse observando la composicion de los AE. Al comparar los resultados de
las especies entre si (Véase Tablas 10, 11 y 12 y Gréficas 6, 7 y 8), se puede
apreciar que los AE mas densos y con mayor RI corresponden a los de L.
origanoides, esto se debe a su alto contenido de compuestos oxigenados (fenoles)
gue aumentan la densidad de un AE [26], directamente relacionada con el Rl de
una sustancia. Esto es, porque el Rl depende de los dipolos eléctricos inducidos,
gue se generan al someter moléculas altamente polarizables a un campo eléctrico
externo; por ende, a mayor numero de moléculas (materiales mas densos), mayor

sera el Rl una sustancia [98].

Los AE mas &cidos, segun lo indican los resultados de AV, corresponden a L.
origanoides y C. flexuosus, la justificacién se encuentra en el contenido de fenoles
y aldehidos respectivamente; ya que los primeros compuestos reaccionan con
hidroxidos alcalinos, en este caso, KOH, que se emplea en la determinacion de la
prueba, mientras que los segundos tienden a sufrir procesos de oxidacion,
especialmente en AE almacenados por largo tiempo [8], como es el caso de

algunas muestras de C. flexuosus bajo estudio, lo que termina incrementado su AV.
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Los resultados mas altos para FLP correspondieron al AE de L. origanoides,
causado tal vez porque los fenoles, al ser mas polares que las cetonas (carvona en
L. alba), y los aldehidos (citral en C. flexuosus) y que pueden formar puentes de
hidrégeno, le otorgan una baja presion de vapor al AE, incrementando su FLP.
Igualmente, este fue el AE con mayor OR, seguido por L. alba, probablemente
como consecuencia de que estos AE presentaban en su mayoria una coloracion

oscura, interfiriendo en esta determinacion.

Tabla 13. Rangos intercuartilicos para las PFQ de los AE bajo estudio.

PFQ-AE L. alba C. flexuosus | L. origanoides

AV (mg KOH/gAE) 0.576 4.07 6.35
EV (mg KOH/gAE) 76.00 12.10 10.93
FLP (°C) 3.10 2.00 23.1

RI 0.0020 0.0030 0.006

H (%) 0.13 1.0 0.41

D 0.01 0.0 0.01

OR () 23.90 7.31 96.74

FP (°C) 0.7 0.7 0.77

En cuanto a la dispersién de los datos, el EVy OR fueron las PFQ con rangos mas
amplios (Véase Tabla 13), debido probablemente a que no estan directamente
relacionadas con la composicién del AE, ya que ninguno de ellos posee ésteres en
alta proporcion y a que la OR se vio afectada por la fuerte coloracion de las
muestras. El AE con rangos mas estrechos fue el de C. flexuosus, ya que estas

plantas fueron cultivadas bajo condiciones aleatorias.

5.2 Andlisis exploratorio de los AE (PCA)

Se realiz6 PCA a las matrices de datos de las PFQ y de composicion (ppm) con el
fin de establecer las similitudes y diferencias dentro de cada uno de los AE, de

acuerdo con las distancias de los objetos (muestras) en el grafico de puntos

(grafico score) proporcionado por este método [88]. Para su elaboracién, los datos
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fueron escalados segun la Ecuacion 5, la composicion se expresé en ppm,
obtenida mediante el método del estandar interno con n-tetradecano para los

compuestos minoritarios y con la curva de cuantificacion para los mayoritarios.

Para los AE de L. alba se usaron sus compuestos mayoritarios, a saber, limoneno,
carvona, piperitona, piperitenona y biciclosesquifelandreno. Se realiz6 PCA
individualmente y en conjunto a las matrices de datos de las PFQ y de composicién
(ppm). En ninguno de los casos se evidencié alguna tendencia clara de
agrupamiento, mas bien, se aprecia la alta dispersion de las muestras a lo largo de
los PC, tal y como se observa en la Figura 9, que es la representacion de los
objetos de PCA de composicion en los primeros 2 PC, que abarcan el 85% del total

de la varianza.

Figura 9. Grafico de puntos de las 81 muestras de AE de L. alba, usando como
ejes los primeros 2 PCs de PCA de composicion.
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Este resultado es bastante razonable, sabiendo que segun el analisis GC, el
contenido de carvona y limoneno varia de modo amplio y casi continuo, desde sus
valores Min hasta sus respectivos Max (Véase Grafica 9), excepto en el caso del
limoneno, donde la muestra identificada como 12C en la Figura 9, esta bastante
alejada de las demas, debido a la poca cantidad que posee de este compuesto; sin

embargo, en la parte central de la figura puede apreciarse una zona con mayor
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densidad de puntos, la cual se muestra delimitada por una elipse y corresponde a
muestras con contenido de carvona y limoneno similar entre si, en un rango del 30
al 40%. En Figura 9, aquellos puntos ubicados en la parte superior derecha, son
los que presentan el mayor contenido de limoneno, ya que PCl y PC2 se
relacionan positivamente con este compuesto y negativamente con la carvona. Los
resultados de los deméas PCA realizados, se omiten dada su semejanza con el caso

mostrado.

Grafica 9. Histogramas del contenido en ppm de carvona y limoneno en AE de L.
alba.
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Para PCA de composicion en C. flexuosus, ademas de sus constituyentes
mayoritarios (neral y geranial), se emplearon como variables aquellos compuestos
gue presentaron cambios altos entre una muestra y otra, a saber: B-mirceno,
linalool, citronelol, geraniol, 2-undecanona y acetato de geranilo (Véase Grafico
10). Esta caracteristica permitié que a diferencia de los AE de L. alba, las muestras
de C. flexuosus representadas en los dos primeros PC que abarcan el 73% de la
varianza, se separan en dos grupos bien diferenciados el uno del otro. El grupo
mas homogéneo (mayor cercania de los puntos) resaltado en naranja (Véase
Figura 10A, izquierda), se caracteriza por un alto contenido de [B-mirceno, 2-

undecanona y citral; mientras que el segundo, ubicado en la parte superior derecha
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de la gréfica, contiene los porcentajes mas altos de geraniol y acetato de geranilo y
ausencia de 2-undecanona. Las muestras independientes identificadas como 6 y
24, presentan el maximo contenido de linalool y B-mirceno respectivamente, las
cuales ostentan la menor cantidad de citral en los AE evaluados. Estas
disimilitudes en la composicion de los AE pueden atribuirse a que fueron muestras
recolectadas con amplias desigualdades de tiempo, lo que implica que fueron
cultivos desarrollados bajo condiciones climaticas heterogéneas, AE obtenidos en
diferentes etapas del proyecto, por ende, las muestras se caracterizan por tener
distintos periodos de almacenamiento.

Grafica 10. Compuestos empleados en PCA de composicion para C. flexuosus:
visualizacién de los cambios entre una muestra y otra.
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El PCA de las PFQ (Véase Figura 10B); presenta una diferenciacion menos
marcada que PCA de composicion, pero medianamente similar en cuanto a la
ubicacion de las muestras; aquellos AE con contenido similar de citral y B-mirceno,

exhibieron PFQ afines, por lo que en la figura se puede observar la
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correspondencia entre las dos familias de descriptores. En el nuevo espacio
representado por los 3 primeros PC (varianza= 67%) de PCA de PFQ, los puntos
ubicados hacia la derecha, constituyen las muestras con valores mas altos de AV y
D, mientras que hacia la izquierda se ubican muestras con mayor EV y FLP. Las
muestras aisladas, como la 24 (max AV y %B-mirceno) y 23 (Max RO y Min %
acetato de geranilo) presentan valores extremos de composicion y PFQ.

Figura 10. Gréfico de puntos de las 24 muestras de AE de C. flexuosus, usando
como ejes los primeros 2 PC de PCA de composicion (izquierda) y PCA de PFQ
(derecha).
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En L. origanoides, para PCA de composicion se emplearon B-mirceno, a-terpineno,
p-cimeno, y-terpineno, timol, carvacrol y B-copaeno, al estar presentes en mayor
cantidad en el AE. Al igual que en C. flexuosus las muestras estan menos
dispersas en el nuevo espacio (PC; 75% de la varianza) que en L. alba; donde el
carvacrol esta relacionado positivamente con el PC1 y negativamente con el PC2,
lo que implica que los AE con mayor contenido en este compuesto estaran
ubicados en la zona inferior derecha de la grafica (Véase Figura 11A), que son los
puntos marcados como: 4A, 5Ay 7A, 6C, 21y 3l; la zona mas densa, delimitada por

la elipse, contiene muestras que poseen un porcentaje de carvacrol entre el 45y
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55%. Por su parte, los hidrocarburos monoterpénicos, e.g., p-cimeno, se relacionan
negativamente con los PC es decir, que los AE ubicados en la parte izquierda seran
los que tendran mayor cantidad de estos componentes; como la muestra 19D, que
tiene el valor minimo de carvacrol y maximo de p-cimeno. El comportamiento
opuesto entre estos dos terpenos, es facilmente interpretado dado a que este
hidrocarburo monoterpénico es el precursor biosintético del compuesto fendlico
[66].

El PCA con los datos de las PFQ de los AE de L. origanoides, tiene una mayor
tendencia de formacién de grupos que PCA de composicion, con un 63% del total
de la varianza, los puntos ubicados en la parte superior derecha de la grafica
representan las muestras con mayor AV (3E-5E) Y FLP (2E y 6E, 4A), dada la
relacion positiva de los dos PC con estas propiedades. La muestra 19D present6 la
mayor OR, su ubicacién en la grafica se debe a que el PC2 sitia las muestras en la
parte superior del plano por su correspondencia positiva con esta medida fisica. En
la Figura 11B, se delimitan los AE con porcentaje de carvacrol mayor del 50%, con
el fin de mirar la correspondencia entre las diferentes variables con la composicion,

tal y como se discutié en la seccion anterior.

Figura 11. Grafico de puntos de las 33 muestras de AE de L. origanoides, usando como
ejes los primeros 2 PC de PCA de composicion (izquierda) y PCA de PFQ (derecha).
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5.3 Criterios de calidad para los AE

El primer paso para la elaboracién de una norma de calidad consiste en obtener
una cantidad de informacion suficiente que justifique la eleccion de unos rangos
para las caracteristicas seleccionadas a evaluar, los cuales deben ser en principio
lo mas amplios posible [24]. Por lo que los criterios de calidad desarrollados en el
presente trabajo, se fundamentan en la base de datos obtenida de la evaluacion
composicional y de las PFQ de los AE estudiados, cuya constitucién es elemental
para aplicar esos datos como estandares de calidad para AE genuinos [8], que
permitan mas adelante por comparacién, reconocerlos como AE de origen
colombiano y llegar a discriminar si un AE cumple o no con los criterios definidos
[24].

5.3.1 Criterios de calidad del AE de C. flexuosus

A diferencia de los otros AE bajo estudio, el AE de C. flexuosus posee una alta
demanda comercial y las normas de calidad ya establecidas. Por lo tanto, su
caracterizacion fisicoquimica y composicional se realizé con el fin de evaluar si el
AE producido en Colombia podria llegar a ser competitivo en términos de calidad.
Los resultados obtenidos, muestran que no todos los AE estudiados cumplen con
los criterios establecidos en la norma I1ISO 4718-2004 registrados en la Tabla 14
[99], donde adicionalmente se comparan la totalidad de muestras analizadas y
aquellas que tienen el valor minimo requerido de citral (n=12); en ambos casos, los
rangos en las PFQ siguen siendo ligeramente diferentes a los estipulados en la

norma, excepto para el FLP que tiene un valor muy inferior al especificado.
Estas diferencias pueden ser atribuidas a disimilitudes en la composicion de los AE

colombianos con los empleados para establecer la norma, ya que estas

propiedades macroscopicas dependen del conjunto de compuestos que constituyen
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un AE. Por ejemplo, en la Tabla 15 [37], se puede observar que hay desigualdades
grandes en el contenido de geraniol y del acetato de geranilo y diferencias ligeras
como para el limoneno y la 6-metil-5-hepten-2-ona. Uno de los factores que pudo
influir en el caso de la disminucién del FLP, que llama la atencién por ser alrededor
de la tercera parte del valor definido en la norma, es el mayor contenido de
hidrocarburos monoterpénicos, especificamente del B-mirceno, que se encuentra
en alta cantidad (Med~8%) y exhibe un FLP tedrico de 41 °C.

Tabla 14. Comparacion de las caracteristicas de los AE estudiados con los valores
establecidos por la norma ISO 3217-1974

Propiedad Norma AE colombiano
Rango Rango (n=24) | Rango (n=12)*
RI 1.483 2 1.489 1.479 a 1.490 1.490
D 0.885a 0. 905 0.88a0.90 0.88a0.90
OR (") -4 a +1 -7.51a3.49 -7.51a-1.22
FLP (°C) 89 30.5-38.9 32.7-38.9
Contenido de citral 75% 36 a 81% 75 a 81%

* Muestras con contenido 2 al 75% de citral;

Tabla 15. Comparacion de los rangos establecidos (%) en la norma ISO 4718 para
los componentes del AE de C. flexuosus, con los obtenidos para el AE colombiano.

c ¢ Norma I1SO AE colombiano
OmpUesto Min Max Min Max
Limoneno 0.5 3.5 0.0 1.8
6-Metil-5-hepten-2-ona 0.1 2.0 0.2 3.45
trans-B-Cariofileno 0.2 3.5 0.0 0.1
Neral 25.0 35.0 15.5 32.2
Geranial 35.0 47.0 20.9 49.3
Acetato de geranilo 0.5 6.0 0.1 10.3
Geraniol 1.5 8.0 2.7 18.1
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5.3.2 Criterios de calidad de los AE de L. alba y L. origanoides

Para los AE de L. alba y L. origanoides que aun no poseen normas de calidad, el
establecimiento de los rangos bajo los cuales cualquier AE de estas dos especies,
deberia tener su contenido de compuestos mayoritarios y sus PFQ, para ser
considerados genuinos (i.e., sin adulteraciones) y de origen “colombiano”, se bas6
en el célculo de los valores méas frecuentes encontrados en la muestra trabajada
durante el proyecto. Esos rangos o intervalos de confianza se determinaron segun
la Ecuacion 7, para los datos que se distribuyeron normalmente, para los que no,
se uso el intervalo comprendido entre los cuartiles 0.025 y 0.97, en ambos casos,
con una probabilidad del 95%; los resultados se muestran en la Tabla 16, en donde

adicionalmente se registran los mismos intervalos para los AE de C. flexuosus.

1.96%S .
Z = Xprom T Ecuacién 7*.

— Vn

*S=desviacidn estandar y n= nimero de replicas

Tabla 16. Intervalos de confianza (95%) para las PFQ y contenido de carvona y

carvacrol en los AE de L. alba y L. origanoides, respectivamente, al igual que para
C. flexuous.

Compuesto AV EV FLP OR RI H D FP
Carvona, % Lippia alba |
Min 30.2 [ 0.254 118.1 56.3| 18.67 | 1.485 0.18 | 0.892 -2.5
Max 32.3 1.79 | 22841 65.8 | 179.1| 1.491 0.41| 0.910 -0.5
Carvacrol,% Lippia origanoides |
Min 44.8 5.41 7.81 51.2 | 53.56 | 1.502 0.96 | 0.921 -1.4
Max 52.0 9.82 14.0 58.7 | 88.94 | 1.509 1.2 | 0.932 -0.8
Citral, % C. flexuosus |
Min 58.8 | 0.731 36.5 32.2 | 36.85| 1.481 1.33 | 0.882 -2.6
Max 83.1 9.29 58.6 36.1| 43.83| 1.489 2.89 | 0.896 -1.5

AVy EV en mg KOH/g AE; FLPy FP en°C;ORen;Hen %.
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Una posible guia, por lo menos en cuanto al contenido de carvona que el AE de L.
alba, deberia contener o la cantidad de AE que se deberia obtener para que su
produccién industrial fuese competitiva, es el AE de alcaravea (Carum carvi L.), su
analogo comercial, cuyo principal parametro de calidad es el contenido de la
carvona [100].

Con una producciéon anual de 1250 kg/ha de semillas [101], un rendimiento del AE
del 3.5 al 5%, la alcaravea proporciona entre 24.1 y 34.4 kg de carvona al afo/ha,
al contener entre el 50 y 60% de este compuesto en su AE [102]. Su mayor
desventaja, que le abre las puertas al AE de L. alba colombiano, como posible
fuente de la carvona, es que la alcaravea es una planta anual o bianual, cuyo AE se
encuentra dentro de una cascara dura, por o que su extraccion requiere de tiempos
de destilacion largos, o el uso de solventes [101]; mientras que la obtencion del AE
en L. alba, requiere un esfuerzo menor al encontrarse en sus hojas y tallos.
Adicionalmente, esta especie produce entre 6.5 y 10.8 kg/ha de carvona por
cosecha; de acuerdo con los datos obtenidos en el Macroproyecto del que este
trabajo hace parte, para igualar o superar la produccién de la carvona a partir de
la alcaravea, seran suficientes los 4 cortes al afilo que segun Castro et al., la planta

proporciona [63].

L. origanoides puede compararse con el orégano, dado a que en la actualidad, se
acepta que la importancia de esta especia es en si, el sabor particular producido
por su AE rico en carvacrol [68, 103]; por lo que cualquier planta que contenga este
fenol, que es el que determina el valor comercial y la sostenibilidad del cultivo,
puede considerarse como orégano [68], planta que contiene adicionalmente timol,

p-cimeno y y-terpineno [104] al igual que L. origanoides.
Dentro de las especies designadas como orégano con importancia econoémica

estdn a saber: Origanum vulgare spp viride (griego), Origanum onites (turco),

Thymus capitatus (espafiol) y Lippia graveolens (mexicano) [105], este ultimo con

72



un contenido promedio de carvacrol del 43.7% y una produccion anual de 4000
toneladas, empleadas principalmente para fines culinarios, o que muestra la amplia
aceptacion en el mercado que posee este tipo de plantas aromaticas [106]. A pesar
de que no son datos relativos al consumo de AE, dan una idea de las
oportunidades que puede llegar a tener la especie colombiana.

5.4 Modelos matematicos para la prediccién del contenido de los compuestos

mayoritarios de los AE

Los modelos matematicos se usan para simular un proceso sin la necesidad de
realizarlo experimentalmente, con AE se han empleado modelos para predecir el
rendimiento de extraccion [107], la actividad biologica y el contenido de grupos de
compuestos, e.g. monoterpenos [43], con resultados satisfactorios. Hasta el
momento no se habia intentando predecir el contenido de los compuestos
mayoritarios de un AE a partir de sus propiedades macroscépicas, uno de los
objetivos de este trabajo, cuyo logro se constituye en una gran ventaja para la
industria colombiana de AE, al permitir evaluar la composicién a partir de equipo
basico de laboratorio en zonas rurales para evitar, de este modo, el andlisis

cromatografico costoso.

Los modelos se desarrollaron con distintos métodos de regresion, tales como
minimos cuadrados simple (OLS), PCR y PLS. En OLS las variables se trabajaron
en sus escalas correspondientes, mientras que para PCR y PLS se normalizaron
segun la Ecuacién 5. Con el fin de obtener modelos con mayor capacidad de
prediccién se emplearon como criterios de seleccion de variables, el coeficiente de
correlacién de los compuestos a modelar con las PFQ y la importancia o factores

de peso que PCR y PLS le dio a cada una de ellas.

En las Tablas 17, 20, 22, 25 y 28, se compara el poder de prediccién de cada uno

de los modelos obtenidos para el limoneno, carvona, citral, carvacrol y timol,
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respectivamente. Soélo en el caso de L. alba, la validacion se realizé con muestras
destinadas para este fin (20 de 81); para los demas, dado el bajo niumero de datos
se empled el procedimiento de validacién cruzada (CV) leave-one-out o LOO que
consiste en dejar por fuera una de las muestras a la vez, para evaluar con esta, los
modelos creados con las restantes n-1 [91]. En cada una de las tablas se
especifica el nUmero de variables regresoras o PCs que contiene cada modelo, el
valor RMSEP (Véase Ecuacidn 6) como medida del error de prediccion y R? para
determinar el grado de ajuste de los datos. Dado que con PCR y PLS los modelos
se construyen con PCs, no es evidente la contribucion de las variables fisicas, lo
gue normalmente se considera una desventaja de estas metodologias [91, 108];
por esto se muestran en las Tablas 18, 21, 24 y 27, los factores de peso de las
propiedades fisicoquimicas en los PC de mayor varianza de PCR y PLS de los

compuestos modelados.

En general, los modelos obtenidos por PCR y PLS presentaron menor capacidad
de prediccion que los elaborados mediante OLS, esto puede explicarse dada la
baja correlacion de las variables entre si (Ver Tablas 19, 23 y 26), ya que estos
metodos son utiles cuando las variables estan altamente correlacionadas o existen
en mayor cantidad que el nimero de objetos (m>n) [109], caracteristicas que no
presenta este trabajo. PLS predice mejor que PCR con un menor numero de PCs
(Véase Grafica 6); esto es porque las variables mas influyentes en los PCs de PLS
(Ver Tablas 18, 21, 24 y 27), corresponden a aquellas que estan mas
correlacionadas con los distintos compuestos, mientras que PCR le proporciona
mas importancia a la variable con mayor varianza, haciendo los modelos mas
complejos de lo necesario [91, 108]. Sin embargo, con fines comparativos se

construyeron modelos con el mismo numero de PCs para ambas metodologias.
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e Modelos para L. alba

De la Tabla 17, segun el valor de RMSEP, se puede concluir que los modelos mas
utiles para predecir el contenido de limoneno en el AE de L. alba son los obtenidos
mediante OLS, especificamente, aquel que solo tiene como variables regresoras
EV, Rl y D, a pesar de que no posee el mayor R% Esto es porque posee las
propiedades que mas se correlacionan con el limoneno (Véase Tabla 19), ya que
no necesariamente, el modelo que mas se ajusta a los datos de calibracién, es el

gue mejor predice nuevos casos.

Tabla 17. Comparacion de los resultados obtenidos mediante diferentes métodos
de regresion para la prediccion del contenido de limoneno (%) en L. alba.

Método  Variables implicadas N°V N°PCs RMSEP R
AV, EV, FLP, OR, RI, H, D 7 - 2.18 0.779

EV,RI, D 3 - 1.43 0.753

OLS RI, D 2 - 1.44 0.747
RI 1 - 2.23 0.698

AV, FLP, RI, D (step)” 4 - 1.85 0.770

- 1 3.36 0.729

PCR - 2 3.03 0.781
- 3 2.93 0.795

- 4 2.71 0.824

- 1 2.36 0.867

PLS - 2 2.43 0.858
- 3 3-29 0.741

- 4 3.80 0.654

*El modelo se obtuvo empleando el método de seleccion de variables stepwise, del programa estadistico R;
N°V= nimero de variables, N° PCs= niimero de componentes principales.

Los modelos obtenidos para la carvona presentaron mayores valores de RMSEP
(Véase Tabla 20) que los del limoneno, lo que se atribuye a que la carvona tiene,
en general, una menor correlacion con las propiedades fisicoquimicas (Ver Tabla
19) que ese compuesto. Igualmente, los modelos menos complejos y mas

aceptables se consiguieron con OLS, seguido de PLS y, por ultimo, de PCR.
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Exceptuando aquel, que con 5 PCs en PLS presenté el valor minimo de RMSEP y
uno de los valores mas altos para R? (Véase Tabla 20).

Tabla 18. Factores de peso de las variables en los PCs con mayor varianza en
PCR y PLS para la predicciéon del contenido de limoneno en L. alba.

Variable PCR PLS
PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3
AV - -0.608 -0.214 -0.148 -0.465 0.572
EV 0.626 0.147 0.639 -0.449 0.948 -0.679
FLP 0.257 -0.189 - -0.287 0.158 0.375
OR - -0.698 0.235 - 0.461 0.186
RI 0.368 -0.178 -0.210 -0.459 -0.324 -0.114
H 0.272 0.218 -0.618 -0.312 - 0.765
D 0.577 - -0.237 -0.644 -0.162 -0.123

Varianza

explicada 28.77 26.40 20.23 27.97 15.78 11.53

Tabla 19. Coeficientes de correlacion de las PFQ medidas al AE de L. alba.

item Limoneno Carvona AV EV FLP OR RI H D
Limoneno | 1.000

Carvona -0.507 1.000

AV -0.273 -0.151  1.000

EV -0.321 0.363 -0.199 1.000

FLP -0.267 0.228 0.194 0.165 1.000

OR -0.065 -0.164 0.335  0.011 0.193  1.000

RI -0.833 0.648 0.441 0.279 0.411 0.050 1.000

H -0.219 0.180 -0.139 -0.096 0.116 -0.057 0.137 1.000

D -0.786 0.756 0.206 0.321 0.313 0.028 0.769 0.219 1.000

n=81.

e Modelos para C. flexuosus

Las 24 muestras disponibles fueron empleadas en su totalidad para la generar los
modelos matematicos. Los mejores resultados de acuerdo con el valor RMSEP
obtenidos mediante CV (RMSEPcy) se dieron con OLS, seguido de PLS vy, por

ultimo, de PCR empleando como variables regresoras AV e RI, que fueron las que
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mas se correlacionaron con el contenido de citral en los AE (Véase Tabla 23) y OR
junto con EV, que fueron las que mayor varianza mostraron (Véase Tabla 11); en
las Tablas 22 y 24, se muestran los resultados conseguidos y los factores de peso

para las variables en los tres primeros PCs de PCR y PLS.

Grafica 11. Numero de PCs requeridos para predecir el contenido de los
compuestos mayoritarios con PCR y PLS, segun el RMSEP.
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CV: validacién cruzada, adjCV: validacién cruzada corregida con la media aritmética del error de prediccién.
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Tabla 20. Comparacion de los resultados obtenidos mediante diferentes métodos
de regresion para predecir el contenido de carvona (%) en L. alba.

Método Variables implicadas NV N°PCs  RMSEP R? R’adj
AV, EV, FLP, OR, RI, H, D 7 - 3.08 0.668 0.625
EV, RI, D 3 3.14 0.586 0.565
OLS EV, AY, RI, D 4 - 3.14 0.664 0.641
RI, D 2 3.52 0.574 0.560
D 1 - 3.35 0.571 0.564
AV, RI, D (step)* 3 3.56 0.664 0.647
- 1 4.54 0.077
2 4.1 0.240
PCR - 3 4.02 0.275
4 4.06 0.262
- 5 4.07 0.256
6 3.24 0.530
- 1 3.92 0.310
2 3.31 0.508
PLS - 3 3.14 0.557
4 3.00 0.596
- 5 2.95 0.609
6 2.95 0.609

*El modelo se obtuvo empleando el método de seleccién de variables stepwise, del programa estadistico R;
N°V= nimero de variables, N° PCs= nimero de componentes principales.

Tabla 21. Factores de peso de las variables en los PCs con mayor varianza en
PCR y PLS para la prediccion del contenido de carvona (%) en L. alba.

. PCR PLS
Variable

PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3
AV 0.329 -0.670 0.141 - -0.941 0.517
EV 0.314 0.509 -0.587 0.466 -0.369 -0.500
FLP 0.262 - - 0.210 -0.343 -
OR 0.153 -0.508 -0.631 -0.149 -0.653 0.668
RI 0.657 0.107 0.236 0.654 -0.191 0.282
H - - 0.403 0.158 0.252 -0.115
D 0.511 0.128 0.120 0.538 - 0.361
:f;:?cr;zaa 30.89 26.66 16.63 29.45 17.45 15.34
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Tabla 22. Comparacion de los resultados obtenidos mediante diferentes métodos
de regresion para predecir el contenido de citral (%) en C. flexuosus.

Método  Variables implicadas N°V N°PCs RMSEP.y R?
AV, EV, FLP, OR, RI, H, D 7 - 1.28 0.900
AV, RI, FLP 3 1.62 0.874
oLS AV, RI 2 - 1.67 0.870
RI 1 1.81 0.859
EV, Rl, OR (step)* 3 - 1.54 0.889
- 1 9.07 0.256
- 2 8.90 0.283
PCR 3 9.76 0.139
- 9 7-05 0.550
5 6.87 0.573
7 5.38 0.738
1 7.27 0.522
- 2 6.30 0.642
PLS 3 5.86 0.690
- 9 5-42 0.734
- 5 5-45 0.731
- / 5.38 0.738

*El modelo se obtuvo empleando el método de seleccién de variables stepwise, del programa estadistico R;
N°V= nimero de variables, N° PCs= nimero de componentes principales.

Tabla 23. Coeficientes de correlacion de las PFQ con el citral.

item Citral AV EV RI FLP OR D H
Citral 1.000

AV -0.607  1.000

EV -0.150  -0.103 1.000

RI 0.927 -0.732 -0.015  1.000

FLP 0.374 -0.125 -0.063 0.323  1.000

OR 0.101 0.105 -0.084 -0.014 0.193  1.000

D -0.109 0.388 0.354 -0.088 0.096 -0.012 1.000

H 0.006 -0.005 0.050 0.084 -0.181 -0.023 0.095  1.000
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Tabla 24. Factores de peso de las variables en los PCs con mayor varianza en
PCR y PLS para la prediccién del contenido de citral en C. flexuosus.

. PCR PLS
Variable

PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3
AV 0.729 -0.327 - -0.778 0.356 0.435
EV 0.130 0.655 -0.235 - - -1.020
FLP - - -0.277 0.195 0.349 -0.180
OR - - - - 0.189 0.162
RI -0.444 0.262 - 0.589 0.286 0.133
H - 0.311 0.913 - - -0.321
D 0.494 0.538 -0.168 -0.292 0.890 -0.690
;/f];:ir;zdz 32.4 21.9 16.6 30.2 16.0 15.1

e Modelos para L. origanoides

Al igual que en el caso del citral, los modelos lineales simples obtenidos para el
carvacrol poseen un alto R? y una buena capacidad de prediccién (Véase Tabla
25), debido a que posee una correlacion suficientemente aceptable con las
propiedades fisicoquimicas, para alcanzar estos resultados (Véase Tabla 26). Al
igual que en los casos anteriores se generaron modelos mediante PCR y PLS, con
resultados menos satisfactorios que los logrados con OLS. En la Tabla 27, se
muestra la importancia que tiene cada propiedad en los diferentes PCs para ambos

métodos.

A pesar del bajo contenido de timol en las muestras, se crearon modelos para
estimar su contenido en los AE, ya que este fenol al igual que el carvacrol presenta
actividad biologica [110] y contribuye a dar el caracteristico sabor a orégano [104].
La baja correlacion de este compuesto con las PFQ (Véase Tabla 26) medidas en
el proyecto, indica que su aporte para el resultado final de esas propiedades
macroscoépicas en el AE es escaso, por lo que no sorprenden los valores de R?

bajos obtenidos en los modelos desarrollados (Véase Tabla 28); en cuya
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elaboracion se excluyé una muestra con contenido atipico (timol=

conjunto de datos (n-1=31 muestras).

24.5%) del

Tabla 25. Comparacion de los resultados obtenidos mediante diferentes métodos
de regresion para predecir el contenido de carvacrol (%) en L. origanoides.

Método  Variables implicadas N°V N°PCs RMSEP.y R?
AV, EV, FLP, OR, RI, H, D 7 - 1.87 0.859
RIl, D, FLP, H 4 2.14 0.839
RI, D, FLP 3 - 2.20 0.835
OLS RI, D, H 3 2.18 0.838
RI,D,AV 3 - 2.16 0.840
RI, D 2 2.12 0.834
EV, Rl, D, H (step)* 4 - 2.00 0.854
1 8.71 0.271
- 2 7.70 0.430
PCR 3 7-33 0.484
- 4 7.63 0.440
5 6.61 0.580
7 5.27 0.732
1 6.82 0.553
- 2 6.05 0.648
PLS 3 5.62 0.695
- 4 5.30 0.730
5 5.27 0.734
- / 5.27 0.732

*El modelo se obtuvo empleando el método de seleccién de variables stepwise, del programa estadistico R;
N°V= nimero de variables, N° PCs= nimero de componentes principales. n=33.

Tabla 26. Coeficientes de correlacion de las PFQ con el timol y el carvacrol (Carva).

ftem Timol Carva AV EV RI D FLP OR H
Timol 1.000

Carva 0.138  1.000

AV -0.158 0.192  1.000

EV -0.105  0.016 -0.308  1.000

RI 0.171 0.507 0.403 -0.094 1.000

D 0.376 0.886 0.032 0.157 0.341 1.000

FLP 0.12  0.405 0.523  -0.153  0.464  0.325  1.000

OR -0.409 -0.369  0.095 0.071 -0.189 -0.480 -0.129  1.000

H 0.157 0.680 0.259 0.365 0.279 0.704 0.285 -0.192  1.000
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Tabla 27. Factores de peso de las variables en los 3 primeros PCs de PCR y PLS
para la prediccién del contenido de carvacrol en L. origanoides.

. PCR PLS
Variable

PC1 PC2 PC3 PC1 PC2 PC3
AV 0.451 -0.458 - 0.294 -0.686 0.477
EV -0.107 0.223 -0.683 - 0.440 -0.510
RI 0.270 - - 0.271 - 0.233
D 0.288 0.320 -0.235 0.433 0.409 -
FLP 0.663 -0.224 - 0.567 -0.701 0.234
OR -0.322 -0.745 -0.456 -0.479 - 0.770
H 0.294 0.180 -0.515 0.420 0.385 -
;/fl;:i';zdz 36.76 25.85 16.72 34.58 18.75 15.08

e Modelos seleccionados

Como el interés de predecir los compuestos mayoritarios a partir de las
propiedades fisicoquimicas radica en facilitar a los productores rurales de AE, una
manera sencilla y econdmica, de determinar el contenido aproximado de los
compuestos mayoritarios de los AE estudiados, se seleccionaron los modelos
obtenidos mediante OLS y con menor numero de variables (Véase Tabla 29), pero
aceptable poder de prediccidn; a cada uno de éstos se les determind el intervalo de
tolerancia, calculando la desviacién estandar del error de prediccion (SEP; Véase
Ecuacion 10), que se usa ampliamente como medida de dispersion de la
distribucion del error [91]. La distribucién empirica de los residuales se inspecciond
visualmente por medio de una grafica de densidad (Ver Grafica 10); dado que se
aproximan a la distribucién normal, cerca del 95% de los valores se encuentran en
+2SEP [91].
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Tabla 28. Comparacion de los resultados obtenidos mediante diferentes métodos
de regresion para predecir el contenido de timol (%) en L. origanoides.

Método  Variables implicadas N°V N°PCs RMSEP.y R?
AV, EV, FLP, OR, RI, H, D 7 - 1.67 0.480
D,0OR 2 1.93 0.425
OLS RI, D, FLP 3 - 1.97 0.404
D, RI 2 2.03 0.404
D (step)* 1 - 1.99 0.394
1 1.50 0.068
- 2 1.35 0.246
PCR 3 1.39 0.195
- 4 1.45 0.128
5 1.34 0.256
- 7 1.55 0.005
1 1.36 0.224
- 2 1.39 0.195
3 1.45 0.126
PLS - 4 1.48 0.087
5 1.52 0.038
- 7 155 0.049 |

*El modelo se obtuvo empleando el método de seleccién de variables stepwise, del programa estadistico R;

N°V= nimero de variables, N° PCs= nimero de componentes principales. n=32.

Tabla 29. Intervalos de tolerancia (95% de confianza) de los modelos
seleccionados para la prediccion de los compuestos mayoritarios en los AE

estudiados.

Compuesto y modelo SEP Intervalo de tolerancia
%Limoneno=2880 -0.0113EV -1740RI1 -275.7D 1.48 -2.93a2.93
%Carvona=-1010 -3.44AV -0.00101EV +484RI +353D 3.12 -6.25 a2 6.25
%Citral 1=-6645.9 + 0.508AV + 4374.8RlI 1.55 -3.10 a2 3.10
%Citral 2=-5940 -0.14EV + 4030RI + 0.640R 1.50 -3.00 a 3.00
%Carvacrol=-771.4+0.135AV+208.2RI+545.5D 2.20 -4.40 A 4.40
%Timol=5.84 +3.79D -0.940R 1.10 -2.20a2.20
SEP = \/i “_,(yi —y'; — bias)?, bias= iZle(yi -y Ecuacion 8.
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Para el citral las diferencias de ejecucion entre los dos modelos seleccionados
(Véase Tabla 29) no son muy amplias, por lo que se sugeriria emplear solamente
el Rl y AV como variables regresoras, dado que son las que presentan mayor
correlacion con el citral y una alta variabilidad, en el caso de AV, reduciendo el
tiempo y costo necesarios para la prediccion aproximada de este compuesto en el
AE. En la Figura 12, se grafica el contenido experimental contra los predichos para
todos los compuestos mayoritarios, obtenidos mediante los modelos seleccionados
(Véase Tabla 29), usando los datos de validacion en el caso de L. alba y los

valores predichos del mismo grupo de calibracién, para los deméas AE.

Grafica 12. Distribucion de los residuales para la prediccién del contenido de los
compuestos mayoritarios de los AE estudiados, obtenidos con los modelos
seleccionados.
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Figura 12. Valores experimentales contra los predichos mediante los modelos
seleccionados para cada compuesto mayoritario.
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Comparando los resultados obtenidos con los logrados en un trabajo similar, donde
Porter y colaboradores [43], basados en la premisa de que las densidades de los
sesquiterpenos y tricetonas son mayores que las de los hidrocarburos
monoterpénicos, lograron diferenciar los AE de manuka (Leptospermum
scoparium), rico en sesquiterpenos (>60%) y tricetonas (>30%) y kanuka (Kunzea
ericoides), con alto contenido de monoterpenos (e.g., a-pineno >50%), mediante el

uso de la densidad, el indice de refraccion y los niveles totales de sesquiterpenos,

85



los cuales estan fuertemente correlacionados (R?*> 0.974); facilitando la
identificacibn de mezclas comerciales y/o adulteraciones mediante equipo basico
de laboratorio del AE de manuka con el de kanuka, que le disminuyen su alta
actividad biolégica. Por lo que puede considerarse que los resultados obtenidos en
el presente trabajo son bastante buenos, a pesar de que no se obtuvieron R? tan
altos como para estos AE, esto es teniendo en cuenta que las propiedades
macroscopicas como las organolépticas, las de actividad biolégica y las PFQ, estan
asociadas a conjuntos de compuestos y no completamente a uno en particular [1,
8, 10], que fue en lo que consistieron cada uno de los modelos obtenidos.

e Modelos inversos

Con el objetivo de verificar si la relacion de las PFQ con la composicion es valida
en doble sentido, se crearon modelos mediante OLS para predecir la D y el RI de
los AE a partir del contenido (%) compuestos mayoritarios, dado que fueron estas
las variables que mayor relacién presentaron con la composicion en todos los AE.

Los resultados se registran en la Tabla 30.

Estos modelos presentan valores similares de R? y R a los generados para la
prediccién de la cantidad relativa de los compuestos, indicando que la relacion
puede manejarse en ambos sentidos. Con la excepcion del Rl estimado mediante
el contenido de carvacrol y timol que presentd bajos R* y RZ%g; este resultado
puede asociarse con los bajos valores que tuvieron estos coeficientes para los
modelos del timol (Ver Tabla 28). En el caso del AE de C. flexuosus fue necesario
emplear 3 compuestos mas, de los mayoritarios para alcanzar un buen nivel de
prediccién; por lo que con este ejercicio se pudo comprobar que el aporte en

conjunto de cada terpeno es el que define una propiedad macroscopica.

En la Figura 13, se grafican la D y el Rl experimentales contra los predichos para

los modelos que mejor R? (Véase Tabla 30) presentaron, estos resultados se vieron
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obviamente afectados por la relacién que tienen estas PFQ con los compuestos
mayoritarios de los AE (Ver Tablas 19, 23 y 26), siendo mejores para los AE en

gue mayor correlacion existe.

Tabla 30. Ejecucion de los modelos para predecir Rl 'y D a partir del porcentaje de
los compuestos mayoritarios en los AE.

Modelos RMSEP R* Radj
D=9.05*10" +6.80*10*Carvona -6.24*10*Limoneno 3.10%10° | 0.700 | 0.689
RI=1.50 -5.15*10Carvona -3.18*10“Limoneno 2.81*10° | 0.715 | 0.704
D=8.87*10"+1.62*10*Cit+1.93*10°Ger-1.05*10>Mir-9.50%10°Acg 3.40%10° | 0.618 | 0.538
RI=1.47+1.79*10*Cit -6.09%10° Ger-1.33*10*Acg 6.55%10* | 0.895 | 0.879
D=8.57*10" + 1.27*103Carvacrol+1.11*10>Timol 5.97%10° | 0.852 | 0.842
RI=1.48 +4.64*10*Carvacrol+2.82*10*Timol 8.56*10° | 0.269 | 0.218

Cit=citral; Ger=geraniol; Mir=mirceno; Acg=acetato de geranilo

Figura 13. Valores experimentales contra los predichos de Rl y D obtenidos de los
modelos inversos.
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e Aplicacion adicional

Para conocer la ejecucién de los modelos generados sobre ejemplares con
composicion diferente a la de la muestra usada, uno de los AE de L. alba
empleados en este estudio se sometio a destilacion fraccionada a presion reducida
en el equipo spinning band distillation 9600 de la corporacién B/R Instrument. Se
obtuvieron 5 fracciones (F) con diverso contenido de limoneno y carvona,
provenientes de recolectar el destilado en diferentes rangos de temperatura de
condensacion; las fracciones fueron obtenidas con la ayuda de dos estudiantes de
pregrado de Ingenieria Quimica, Ever Ortiz y Zaid Rincén, cuyo trabajo de

investigacion consiste en la rectificacion de este AE.

Las fracciones se analizaron fisicoguimicamente y mediante GC-FID, para
aplicarles los modelos, los resultados de las pruebas realizadas y de la prediccion
del contenido de limoneno y carvona se registran en la Tabla 31, junto con sus
condiciones de obtencion (temperatura de condensacion; T y presion; P). Cabe
resaltar, que una ventaja adicional de los modelos seleccionados para la
determinacién de los compuestos mayoritarios de L. alba, es que no requieren de la
medicion de todas las propiedades fisicoquimicas empleadas en este estudio, lo
gue se constituye en ahorro de tiempo y costos si se trata de medirlas so6lo con el

fin de predecir el contenido de los componentes mayoritarios.

La capacidad de prediccion deficiente mostrada para estas fracciones, se explica
teniendo en cuenta que los modelos para la carvona y el limoneno empleados,
fueron los seleccionados (Véase Tabla 29) del AE de L. alba, por lo que su uso
debe limitarse a aquellos AE que estén dentro del rango de composicion y de PFQ
establecidos en los intervalos de confianza para la muestra analizada (Véase Tabla
16), que fueron los rangos de valores con los cuales se desarrollaron dichos
modelos. Se puede observar al comparar esos valores limites con los presentados

por las fracciones, que los modelos no aplican totalmente para este caso. Por esta
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misma razén, en la Gréafica 12, donde se muestra la distribuciéon de los residuales
para los modelos del limoneno, se observa un pequefio intervalo alejado de los
demés (indicado con una flecha), debido a que dentro del grupo de datos de
validacion hay un pequefio grupo de muestras con porcentajes altos (> 50%) de
este compuesto, por lo que los modelos no se ejecutaron bien con estos AE, al ser
valores atipicos con respecto a los analizados. Por lo tanto, estos modelos
funcionan correctamente para los rangos establecidos, rangos que corresponderan

a los AE con denominacion de origen (e.g., AE de L. origanoides colombiano).

Tabla 31. PFQ, contenido de carvona y limoneno experimental (exp) y predicho
(pred) de fracciones (F) del AE de L. alba y condiciones de obtencion.

ftem F1 F2 F3 F4 FONDO
T(°C) 61-67 65-67 92-95 98 -
P(mm Hg) 12 12 4 4 -
AV* 0.22 0.22 0.61 0.34 1
EV* 2.12 18 103.7 156 82
RI 1.473 1.473 1.491 1.493 1.513
D 0.843 0.943 0.973 0.948 1.078
Carvona exp - 0.05 60.62 62.18 39.19
Carvonapred -0.46 34.79 52.66 46.03 63.38
Error 0.46 -34.74 -7.96 16.15 24.19
LimonenOexp 90.47 88.06 0.10 - -
Limonenopred 85.36 57.61 17.09 18.74 -50.73
Error 5.11 30.46 16.99 -18.74 50.73

*Medidos en mg de KOH/g deAE
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CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas (PFQ) son datos facilmente adquiribles y
apropiados para el establecimiento de la identidad de los AE de L. alba, L.
origanoides y C. flexuosus; asi como para la determinacion cuantitativa de
Sus compuestos mayoritarios, siempre y cuando las muestras a evaluar
estén dentro de los intervalos de las PFQ en los cuales se desarrollaron los
modelos. De las 7 medidas fisicas evaluadas, para fines cualitativos y de
prediccion, sélo 3 pruebas se hacen necesarias basicamente, a saber: D, Rl
y AV, lo que se constituye un logro adicional del presente trabajo, al
reducirse entonces los costos y el tiempo de evaluacion de muestras

nuevas.

La medicion de las PFQ de D, RI, AV y EV permiten la determinacion del
contenido (%) del limoneno y carvona en el AE de L. alba, Rl y AV del citral
en C. flexuosus, las de AV, RI, D y OR del carvacrol y timol en L.
origanoides; con intervalos de tolerancia (95% de confianza; medidos como
+ 2 SEP) de £2.93%, +6.25%, +3.10%, +4.40 y de £2.20 %, respectivamente.
Al ser las medidas fisicas mas relacionadas con la composicion de los AE,
sirven como criterios para la identificacion de su genuinidad y su distincion

entre muestras de diferentes origenes.

La baja correlaciéon entre las PFQ y su relacion con los compuestos
mayoritarios de los AE, permitié6 que los modelos obtenidos mediante OLS
fuesen sencillos y con un ajuste aceptable, medido como R? entre el
contenido (%) experimental y el predicho de 0.753, 0.641, 0.870 y 0.840 para

el limoneno, carvona, citral y carvacrol, respectivamente.
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