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RESUMEN

TITULO: COMPARACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE LAS PLANTAS DE Lippia alba (Mill) N.E. Brown,
PROVENIENTES DE DIFERENTES REGIONES DE COLOMBIA*

Autor: Luz Adriana Monsalve Salamanca**

Palabras clave: Aceite esencial, hidrodestilacion asistida por radiacién de microondas
(MWHD), Lippia alba.

La especie Lippia alba, familia Verbenaceae, llama la atenciéon de los investigadores
no solo por su amplia distribucién, variables usos, sino también, por presentar cambios
en la composicidon quimica de sus aceites esenciales (AEs) de acuerdo con la
ubicacion geografica, caracteristicas fisicoquimicas del suelo y clima, entre otras.

En el presente estudio se analizaron los metabolitos secundarios volatiles de plantas
de L. alba, recolectadas en 14 localidades diferentes de Colombia. Adicionalmente, se
realizé una comparacion de la composicion quimica de los AEs aislados de hojas
jovenes y maduras de dos quimiotipos (citral y carvona) de L. alba sembradas en la
zona de cultivos experipentales del CENIVAM, ubicado dentro de las instalaciones de
la UIS, Bucaramanga (Santander). Finalmente, se emplearon dos destiladores semi-
industriales de diferente material de fabricacién (cobre y acero), con el fin de evaluar
las composiciones quimicas, propiedadades fisicoquimicas y rendimientos de los AEs.

Los AEs fueron obtenidos por hidrodestilaciéon asistida por radiacion de microondas
(MWHD) y analizados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS). El analisis comparativo de los AEs obtenidos de las plantas de L.
alba, exhibié la presencia de tres quimiotipos, a saber: Carvona (ca. 41%), Citral (neral
+ geranial) (ca.50%), y un quimiotipo Hibrido, no descrito previamente en la literatura,
caracterizado por el alto contenido tanto de la Carvona (ca. 23%), como de Citral (ca.
20%). El material de fabriacion de los destiladores semi-industriales (cobre y acero) no
afectd las propiedades fisicoquimicas de los AEs de L. alba, sin embargo, las
caracteristicas organolépticas de éstos variaron de acuerdo con el equipo de
extracciéon empleado, especialmente, con el de cobre, el cual exhibié un AE con un
olor intenso y penetrante, dejando una sensacién un poco desagradable.

* Tesis de grado.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directora, Elena E. Stashenko.
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ABSTRACT

TITLE: COMPARISON OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF THE ESSENTIAL
OILS OF THE Lippia alba (MILL) N.E BROWN PLANTS, FROM DIFFERENT
COLOMBIAN REGIONS

Author: Luz Adriana Monsalve Salamanca

Key words: Essential oils, microwave assisted hydro-distillations (MWHD), Lippia
alba.

The Lippia alba specie, Verbenaceae family, captures the attention of researchers not
only because of its wide distribution and variable uses, but also, because of showing
changes in the chemical composition of its essential oils (EOs) according to its
geographical location, physical-chemical characteristics of the ground and weather,
among other things.

In the present research the volatile secondary metabolite of the L. alba plants were
analyzed, collected in 14 different Colombian localities. In addition to this, a
comparison was done of the isolated EOs of the young and mature leaves of two
chemiotypes (citral and carvone) of L. alba grown in the experimental cultivation zone
of the CENIVAM, located inside the installations of UIS, Bucaramanga, (Santander).
Finally two semi-industrial distillers made of different materials (copper and steel) were
used to evaluate the chemical compositions, physical-chemical qualities and EOs
performance.

The EOs were obtained by microwave assisted hydro-distillations (MWHD) and
analyzed by gas chromatography joint to mass spectrometry (GC-MS). The
comparative analysis of the EOs obtained of the L. alba plants, showed the presence
of three chemiotypes, as: Carvone (ca. 41%), Citral (neral + geranial) (ca. 50%), and a
hybrid chemiotype not previously described in books, characterized by the high contain
of Carvone (ca. 23%), as well as Citral (ca. 20%). The material of which the semi-
industrial distillers are made (copper and steel) didn’t affect the physical-chemical
qualities of the L. alba EOs, however, the sensory-perception qualities of these
changed according to the extracting equipment used, especially, with copper, which
showed an EO with an intense and penetrating smell, leaving an unpleasant sensation.

* Tesis de grado.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directora, Elena E. Stashenko.
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INTRODUCCION

Historicamente, el hombre ha centrado su atencion en los productos naturales, los
cuales han sido empleados como fuente de sustancias con diversas actividades,
e.g. antimicrobial, antioxidante y/o farmacéutica, entre otras [8, 13]. Entre las
sustancias de origen natural de gran interés en las industrias de fragancias,
sabores, cosméticos, alimentos y farmacéutica, principalmente, se encuentran los
aceites esenciales (AEs), término introducido presumiblemente por Theophrastus
Paracelsus en el siglo XVI, quien los consideraba el quinto principio vital [8, 40,
84].

La industria de los aceites esenciales nace en el siglo XIX en paises como Francia
y en los Estados Unidos. Los primeros estudios en el campo de aceites esenciales
se deben a J.J. Houton de Labillardiére, quien en 1818 realiz6 el analisis elemental
del aceite de trementina. Seguidamente, los quimicos famosos J. Berzelius, J.B.
Dumas, J. von Liebig y F. Wohler estudiaron las esencias aplicando diversos

meétodos para separar y analizar sus componentes [53, 84].

Los AEs son mezclas complejas de compuestos volatiles extraidos de plantas
aromaticas [8, 105]. Aprovechando la gran biodiversidad que posee Colombia,
estimada en 51.220 especies de plantas vasculares, el Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Tropicales
Aromaticas y Medicinales (CENIVAM), tiene como propdsito realizar un estudio de
especies aromaticas y medicinales promisorias, que incluye la caracterizacion de
sus aceites esenciales, identificacion de sus compuestos de interés, el estudio
comparativo de la eficiencia de extraccion, calidad del aceite y composicion
quimica, de tal manera, que la informacién obtenida pueda proveer a la comunidad

agricola en general y, particularmente, al sector campesino mas necesitado, una
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informacidn mas amplia acerca de los aceites esenciales, y propender el

desarrollo de la industria quimica de las esencias en el pais [112].

Dentro de las diferentes plantas, objeto de estudio del Centro de Investigacion de
Excelencia, CENIVAM, se encuentra la especie Lippia alba (Mill.) N.E Brown,
familia Verbenaceae, un subarbusto que puede alcanzar hasta 2 m, y se
encuentra distribuida desde México hasta América del Sur y el Caribe [6]. Las
plantas de la familia Verbenaceae llaman la atencion de los investigadores no solo
por su gran diversidad botanica, su abundante y amplia distribucion en todo el
mundo, sino también por sus variables usos. La Lippia alba presenta dentro de sus
metabolitos secundarios volatiles la carvona y el limoneno [11, 42], compuestos
aprovechados en las industrias farmacéutica y cosmética. La carvona es
empleada como aromatizante en productos de consumo humano como lociones,
pastas dentifricas, entre otros. El limoneno que se encuentra aproximadamente en
mas de 300 plantas, ha llamado la atencién en los ultimos afnos por presentar

propiedades anticancerigenas [61].

El presente trabajo hace parte de la linea de investigacion sobre aceites
esenciales del Laboratorio de Cromatografia del Centro de Investigacion en
Biomoléculas, CIBIMOL, de la Universidad Industrial de Santander y del Centro de
Investigacion de Excelencia, CENIVAM. En esta linea se han venido estudiando
diferentes plantas tropicales con posible potencial para la extraccion de AEs,
incluyendo la especie Lippia alba. Esta especie suele presentar una notable
variaciéon en la composicion de su aceite esencial, debido a la existencia de
quimiotipos [8], los cuales son individuos de una misma especie botanica,
morfoldgicamente idénticos, pero diferentes en la composicion quimica de sus
metabolitos secundarios volatiles, e.g. aceites esenciales, los cuales varian debido

a factores ambientales y fisiologicos de las plantas [4, 113].

21



En esta investigacion se realizé un estudio comparativo de la composicion quimica
de los aceites esenciales de Lippia alba, extraidos de plantas provenientes de 14
localidades de Colombia; también se verificé la variacibn en la composicion
quimica de los metabolitos secundarios volatiles aislados de hojas de Lippia alba
de diferente edad (hojas jovenes y maduras). Finalmente, empleando dos
destiladores semi-industriales, fabricados en cobre y acero inoxidable, se evalué la
influencia del material de éstos sobre la composicién quimica y la calidad de los

aceites esenciales obtenidos.

Con en el desarrollo de este estudio se pretende contribuir al fortalecimiento de la
creciente industria de los AEs en Colombia y abrir las puertas para la construccion
y puesta en marcha de una planta para extraer el AE de Lippia alba, con miras a la

comercializacion de este producto.

Los resultados obtenidos en este proyecto fueron presentados bajo la modalidad
de poster en el XIV Congreso Colombiano de Quimica, realizado en Armenia
(Quindio), del 25 al 27 de mayo de 2006; asimismo, en el Congreso Internacional
en Ciencias Analiticas (ICAS-06) que tuvo lugar en Moscu (Rusia) en junio de
2006, y donde el presente trabajo ocupd el primer lugar y premio en el concurso

de mejor trabajo analitico.
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1. ESTADO DEL ARTE

Lippia alba

Figura 1. Lippia alba (Mill) N.E. Brown ex Britton & Wills.

[m

La planta Lippia alba (Mill) N.E. Brown ex
Britton & Wills, conocida comunmente como
“Prontoalivio”, “Curalotodo”, “Salvia morada”,
‘Falsa melisa”, pertenece a la familia
Verbenaceae y es frecuentemente cultivada
como ornato en los jardines de todo Centro
América, por su fuerte aroma y por sus

cualidades medicinales [78, 89, 122].

Es una hierba perenne, erecta, algunas veces arbusto o subarbusto, crece hasta
2 m y presenta un fuerte olor a limén, lima o menta. Presenta hojas pequefias y
opuestas, aromaticas, de color verde. Es originaria del bosque seco tropical y
subtropical americano y se encuentra distribuida desde México hasta Surameérica y
el Caribe y crece en alturas de hasta 1800 m.s.n.m [8, 9, 41]. Se puede encontrar
en climas calido humedo, calido seco y templado. Se desarrolla en regiones sin
exceso de calor o frio, con temperaturas de hasta 32°C con alta intensidad
luminica. Debido a su rusticidad, responde a diversos tipos de suelos como
arcillosos y limosos con pH de 5-6. Esta condicion hace que sus principios activos
y calidad del aceite cambien, presentando notables variaciones en el contenido de

terpenos livianos y sesquiterpenos, de acuerdo con el origen de la planta y otros
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factores (e.g. condiciones geobotanicas, edad de la planta y estado fenoldgico)
[42, 78].

Debido a que la planta es originaria de las regiones secas, soporta faciimente
épocas sin lluvias de hasta 4-6 meses. En las condiciones bajas del Caribe, con
mayor humedad, L. alba crece continuamente produciendo mayor cantidad de
biomasa. En regiones de mayor altitud y frias, la planta crece con mayor dificultad

y genera menor biomasa [8, 42].

En cuanto a las condiciones de cultivo, la planta Lippia alba se puede reproducir
por semillas, estacas o acodos [10]. Se siembra dejando una distancia de 0.4 a
0.6 m entre plantas y 0.9 m entre surcos dobles, con 0.5 m de calle. La primera
cosecha se realiza entre 5 y 6 meses después de la siembra [8]. En regiones
secas es necesario esperar hasta 8 meses. Algunos de los cuidados que
requieren después de la plantacion son la poda, la cual se debe aplicar 2 meses
después de la siembra para lograr una mejor forma y obtener mayor rendimiento, y
debe realizarse la limpieza, por lo menos 4 veces al ano durante el primer afo de

crecimiento [8].

La especie L. alba ha sido utilizada en Guatemala, Venezuela y Brasil para tratar
resfriados, gripa, bronquitis, tos, asma [64], dolor estomacal e indigestién [7]. Se le
atribuyen propiedades citostaticas [67], antiespasmddica [76], emenagoga [71],
para tratar problemas digestivos [43]; se ha empleado para aliviar dolores de
huesos, colicos, gracias a que presenta propiedades analgésicas [83, 85, 119]. De
igual forma, L. alba ha demostrado poseer actividades antimalaria, antiviral,
citostatica [9] y antimicrobiana destacables, habiéndose observado su accién
sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Salmonera typha [14,
33, 89]. El AE de sus hojas presenta actividad in vitro contra algunos patégenos
como Trichopyton mentagrophytes, Candida albicans, Neurospora crassa [13] y

también contra ciertos hongos como Dreschlera oryzae y Fusariumi moniliforme
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[117]. Posee actividad antiulcerogénica y es utilizada en Africa, América del Sur y

Centro América, para tratamientos gastrointestinales [11].

En Brasil, el t¢ de sus hojas se emplea como tranquilizante y para aliviar
problemas gastrointestinales [9, 122]. En Colombia, esta especie ha sido utilizada
en infusion reiforme como antiespasmaddico, también se ha usado contra la

diabetes, como diaforética y para aliviar trastornos digestivos [35].

La especie L. alba se caracteriza por presentar cambios en la composicion
quimica de sus AEs de acuerdo con el estado de desarrollo de la planta, la parte
empleada para la extraccion, con la ubicacién geogréafica, también con las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo y clima (humedad, concentracién de
oxigeno e intensidad luminica), etc. [90, 91, 110]. El efecto de estos factores sobre
la acumulacion de distintos metabolitos secundarios en las especies de Lippia
define sus quimiotipos, los cuales son individuos de una misma especie botanica,
son idénticos morfolégicamente, pero poseen diferente composicion quimica de
sus metabolitos secundarios volatiles, i.e. aceites esenciales, la cual varia debido
a factores ambientales vy fisioldgicos de la planta [4, 113]. Esta variabilidad en la
composicion quimica de L. alba se ve reflejada en diversos estudios sobre esta
especie cultivada en diferentes regiones del mundo (Tabla 1), en donde se
encuentra que el tipo y la cantidad de los metabolitos secundarios volatiles
dependen sensiblemente de las caracteristicas geoambientales y fisiologicas

mencionadas anteriormente.
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Tabla 1. Variacién quimica de los AEs de L. alba cultivada en diferentes regiones

del mundo.
Pais Principales componentes
Colombia v’ Carvona (40-57%), limoneno (24-37%), biciclosesquifelandreno (2-22%), piperitenona
(1-2%), piperitona (0.8-1.2%) y B-bourboneno (0.6-1.5%) [108, 109].
India v' Linalool (65%) [5, 6].
v' Mirceno (26.4%), geranial (9.8%) y neral (6.4%) [100].
Uruguay Linalool (55%) [68].

Guatemala v Limoneno (44%) y piperitona (31%) [97].
v/ Se observo la presencia de dos quimiotipos [30]:

o Mircenona (58%) y cis-ocimenona (13.1%).
¢ 1,8-Cineol (25.4%), neral (18.9%) y geranial (27%).

Brasil Linalool (46.5-90.7%) [99].

Citral (neral+geranial) (37.1%) y mirceno (15%) [80].

Geranial (12.9%), B-cariofileno (24.3%), neral (9.6%) y 2-undecanona (9%) [19].
Limoneno (27.5%) y carvona (49.3%) [11].

Se observo la presencia de 2 quimiotipos [73]:

ANANENENEN

o Neral (27.18-30.40%) y geranial (35.63-40.95%).
e Carvona (42.30-54.69%).

v' Linalool (50-79%) y 1,8-cineol (7.3-14.1%) [3].
v Se presentaron 3 quimiotipos [123] en los siguientes tres municipios de Brasil:

e Santa Maria: 1,8-cineol (35%), limoneno (18%) y carvona (8.6%).
e Belterra: limoneno (32%), carvona (32%) y mirceno (11%).
e Chaves: geranial (23%), neral (14%) y germacreno D (25%).

Cuba v Carvona (40%), piperitenona (8.26%) y piperitona (3.62%) [85].
v Limoneno (6.50%), carvona (28.95%), piperitenona (6.35%) y B-guaieno (11.53%) [86].

Argentina Mircenona (65%) y borneol (12%) [90].

Estados Metil chavicol (56.46%) y 1,8-cineol (12.62%) [114].
Unidos

Peru Carvona (50-79%), germacreno D (5.6%) y limoneno (5.1%) [45].
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Continuacién, Tablal.

Antillas Se analizé la composicién quimica del AE de L. alba, extraido de hojas, de 4 localidades
Francesas de las Antillas francesas [44]:

o Gourbeyre: neral (33.1%), geranial (20.8%), a-guaieno (6.3%) y cis-B-ocimeno(6.3%).
e Capesterre: a-guaieno (6.3%), cis-p-ocimeno(13.3%), B-cariofileno (9.2%), geranial
(9.1%) y neral (7.8%).

o St. Pierre: limoneno (51.1%) y germacreno D (18.1%).

e Cayenne: carvona (67.6%) y limoneno (18.4%).

De acuerdo con la tabla anterior, es posible indicar la presencia de cinco

quimiotipos, distribuidos de la siguiente forma (Véase Figura 2):

Figura 2. Ubicacion geografica en el mundo de los quimiotipos de la especie L.

alba estudiados.
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El quimiotipo | incluye todas las especies que presentan como metabolitos
volatiles mayoritarios el neral y geranial. Este quimiotipo fue dividido por los
autores [44] en tres subtipos, i.e. la, Ib y Ic, constituidos, junto con citral
mayoritario, por mirceno, germacreno D y B-cariofileno, respectivamente. Estas

plantas se encuentran cultivadas principalmente en el norte de India [100], Brasil
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[19, 80] y en Antillas francesas [44]. Por otra parte, en Brasil se encontré que
ademas del neral y geranial, el B-cariofileno (24.3%) fue otro de los principales

compuestos presentes en el aceite esencial [19].

El quimiotipo Il se encuentra en Colombia [108, 109], Guatemala [97], Brasil [11,
73, 123], Cuba [85, 86], Peru [45] y en Antillas francesas [44]. Contiene como
compuestos mayoritarios la carvona y el limoneno. Al igual que en el caso anterior,
este quimiotipo fue dividido por los autores [44] en cuatro subtipos, i.e. lla, lIb, licy
[ld, compuestos, junto con la carvona y el limoneno, por mirceno, 1,8-cineol,
piperitenona y piperitona, respectivamente. Los aceites esenciales fueron
obtenidos por HD y MWHD, con rendimientos comprendidos entre 0.5-2.2%. En
Guatemala [97], la composicion quimica del AE estuvo caracterizada por la
presencia del limoneno y la piperitona, los cuales se encuentran clasificados

dentro del quimiotipo lId.

Los quimiotipos lll, IV y V se caracterizan por la presencia de metil chavicol y 1,8-
cineol (Il1); mircenona y borneol (1V) y linalool (V), respectivamente. El quimiotipo
Il se presenta en Estados Unidos [114], mientras que el quimiotipo IV se
encuentra en Argentina [90] y Guatemala [30]. El quimiotipo V, caracterizado por el
alto contenido de linalool, se encuentra principalmente en India [5,6], Uruguay [67]
y Brasil [99, 123]. Cabe sefialar, que en este ultimo se han encontrado mas de un
quimiotipo, asi, por ejemplo, Zoghbi y colaboradores [123] identificaron tres
quimiotipos de Lippia alba en tres municipios. El primero, localizado en el
municipio de Santa Maria, se caracteriz6 por un alto contenido de 1,8-cineol
(35%), limoneno (18%) y carvona (8,6%); el segundo, en el municipio de Belterra,
se destaco por una alta proporcion de limoneno (32 %), carvona (32%) y mirceno
(11%); y el tercero, en el municipio de Chaves, por geranial (23%), neral (14%) y
germacreno D (25%). De acuerdo con la clasificacién realizada, en los municipios
de Santa Maria y Belterra se encuentran plantas dentro del quimiotipo Il y, en el

municipio de Chaves, dentro del quimiotipo .
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1.2 ACEITES ESENCIALES. GENERALIDADES

1.2.1 Definicién

Si bien existen numerosas definiciones, algunas desde el punto de vista quimico,
otras desde la perspectiva del botanico, y aun otras desde el punto de vista
industrial, ninguna de ellas abarca en su totalidad todas las esencias. Como una
forma de generalizar al maximo este término, y tratando de no confundir
conceptos, se define un aceite esencial o esencia como una parte del metabolismo
de un vegetal, compuesto generalmente por terpenos que estan asociados o no a
otros componentes, la mayoria de ellos volatiles, que generan en conjunto el olor

de dicho vegetal [8].

Los AEs se pueden encontrar en diferentes partes de la planta, tales como hojas,
tallos, raices, flores, cascara de frutos, cuya composicion puede variar a pesar de

extraer el aceite de la misma planta [105].

La historia de los aceites esenciales tuvo sus inicios en el Oriente,
especificamente, en Egipto, Persia e India, donde fue empleada la destilacion
simple como método de su extraccion. A principios de la Edad Media, el comercio
entre Oriente, Grecia y Roma aumentod, se comercializaban aceites odoriferos y
unguentos naturales que no eran exactamente aceites esenciales. Estas mezclas
se guardaban en recipientes traslucidos y se sometian a la luz solar o a
calentamiento, logrando finalmente la separacién de los aceites esenciales y los
constituyentes solidos. Algunas flores se maceraban con vino antes de adicionar
grasas, y el producto de la digestiéon se filtraba y calentaba con el fin de obtener

los aceites esenciales [57].
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1.2.2 Biogénesis de los aceites esenciales

1.2.2.1 Metabolismo de las plantas: Las plantas producen diversos compuestos
organicos que aparentemente no parecen tener una funcién directa en su
crecimiento y desarrollo. Estas sustancias se conocen como metabolitos
secundarios, productos secundarios o productos naturales. Estos compuestos no
se relacionan directamente con el proceso de fotosintesis, respiracion, transporte de
solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes, formacion de carbohidratos,
los cuales hacen parte del metabolismo primario de la planta. EI metabolismo
primario proporciona las moléculas de partida para las rutas del metabolismo

secundario, entre las que se encuentran [4, 24, 113]:

e Acido shikimico: da origen a muchos componentes aromaéticos, e.g.

aminoacidos aromaticos, acido cinamico y ciertos polifenoles, vy,

e Aminoacidos: precursores de los alcaloides y antibidticos peptidicos, que

incluyen las penicilinas y cefalosporinas.

Los metabolitos secundarios de las plantas pueden dividirse segun la estructura
quimica en tres grupos, a saber: terpenos o terpenoides, fenoles y sus derivados,
y alcaloides [105]. En la Figura 3 se ilustra la relacion que existe entre los

metabolitos primarios y secundarios.
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Figura 3. Rutas de biosintesis de los metabolitos secundarios y su relacién con los

metabolitos primarios [113].
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Durante varios afos se ha considerado que los metabolitos secundarios en las
plantas son un material de desecho de las mismas. Sin embargo, se ha demostrado
que éstos cumplen importantes funciones ecoldgicas en las plantas como agentes
atrayentes de polinizadores, sustancias de reserva de la planta, regulan los procesos
de evaporacion de agua, hacen parte del mecanismo de defensa contra

depredadores y otros vegetales (alelopatia) [4, 24, 102].
La distribucion de los metabolitos secundarios dentro de los grupos de las plantas

presenta algunas caracteristicas particulares, entre las que cabe mencionar las

siguientes [4, 113]:
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e Una planta contiene una mezcla de metabolitos secundarios con cantidades
variables en diferentes células, tejidos y 6rganos;

e En el organismo individual o de tejido, las cantidades y tipos de productos
del metabolismo secundario varian con la edad o con las condiciones
ambientales de la planta, y;

e Especies de géneros afines o familias de plantas pueden presentar los

mismos metabolitos secundarios.

Los terpenos o isoprenoides constituyen uno de los grupos mas grandes de
compuestos secundarios ampliamente presentes en el reino vegetal. Entre ellos,
se encuentran los componentes de esencias, balsamos y resinas. En las plantas,
los isoprenoides pueden sintetizarse por dos rutas diferentes, a saber: la ruta del

acido mevaldnico y/o la ruta de metileritriol fosfato (MEP) [4, 113].

Dependiendo del numero de atomos de carbono, los terpenos se pueden clasificar
en monoterpenos, Cq (e.g. limoneno, mentol, timol, alcanfor), sesquiterpenos, Cs
(e.g. farnesol), diterpenos, Cyg, etc, donde cada uno de ellos presenta una funcion
caracteristica, e.g. los monoterpenos mencionados anteriormente, que presentan

accion antiséptica, o se emplean como expectorantes [8, 24, 105].

1.2.2.2 Ubicacién de los aceites esenciales en las plantas: Los aceites
esenciales se ubican en las diferentes partes de la planta, tales como hojas, tallos,
flores y frutos, asi como también en diferentes érganos celulares. Es asi como los
aceites de menta y lavanda se localizan en pelos glandulares, mientras que el
aceite de la pimienta se ubica en las células modificadas del parénquima. De igual
forma, el aceite de rosa y jazmin se encuentra en las flores; el aceite de menta y
eucalipto en las hojas; el alcanfor en los lefios; el de los citricos en los frutos; el
aceite de almendras en las semillas y el aceite esencial de Lippia alba se

encuentra principalmente en las hojas [4, 24, 96].
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1.2.3 Composicién quimica

En cuanto a su composicién quimica, los AEs contienen una buena proporcion de
hidrocarburos junto con compuestos oxigenados, tales como cetonas, alcoholes,
acetatos, 1,3-benzodioxoles y furanocumarinas, entre otros, los cuales prevalecen
en las partes aéreas de las plantas, mientras que los hidrocarburos se concentran
basicamente en las raices. Presentan una alta variacion en la proporcion de sus
constituyentes, ya que en ocasiones se transforman unos en otros segun la parte
de la planta, el momento de su desarrollo o el momento del dia de la recoleccion
[8, 23, 25, 26, 105].

Es caracteristico de las esencias la presencia de terpenos, fundamentalmente
mono- y sesquiterpenos; sin embargo, no todas las esencias estan compuestas
exclusivamente por terpenos, existen algunas que carecen de éstos y estan
constituidas por derivados bencénicos, fenoles, ésteres e hidrocarburos lineales,
hasta por componentes dificilmente relacionados con las esencias, como
alcaloides, glicésidos y una gran variedad de compuestos heterociclicos como

derivados piridinicos, aminas, sulfuros, etc [8,105].

Existen diferentes factores que influyen sobre la composicién quimica de un AE,

entre ellos se pueden destacar los siguientes [8, 54, 105]:

v" Condiciones geobotanicas del medio: clima, altitud, tipo de suelo,
pluviosidad;

v' Método del cultivo: fertilizantes, abonos y pesticidas;

(\

Epoca de recoleccién y parte de la planta;

v" Modo de almacenamiento y manejo del material vegetal: fresco, seco,
fermentado, tratamiento postcosecha,;

v" Modo de obtencion del aceite: destilacion (hidrodestilacion, arrastre con

vapor) y;
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v' Edad de la planta y su estado fenoldgico.

Uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta en la modificacion de la
composicion de los AEs, esta relacionado con el momento oportuno para
comenzar la cosecha del material vegetal, ya que existe un momento 6ptimo en
cada organo de la planta para una acumulacion maxima de principios activos, que
son funcion de su estado fenoldgico, y también puede deberse a variaciones
durante el dia. Teniendo en cuenta el periodo de vegetacion, el momento oportuno

depende de los siguientes factores:

e Condiciones atmosféricas: A causa de las diferencias que existen de un afo a
otro, el desarrollo de una planta puede variar produciéndose las fenofases
(estados fenologicos) en fechas distintas. Por ejemplo, un afio con temperaturas
menores a las habituales o menos dias de insolacién puede retardar la floracion

de un cultivo [8].

e Latitud y altitud: Al acercarse al Ecuador, las temperaturas medias mas altas
aceleran la vegetacion y adelantan las fenofases. Por ejemplo, en Argentina, por
cada 10° de latitud hacia el norte se adelanta aproximadamente dos semanas la

floracion de algunas especies anuales [8].

e La exposicién a la luz: Influye por el hecho de que las pendientes expuestas al
sol poseen una vegetacion mas avanzada, porque reciben una energia caldrica y

luminosa mayor que las que no estan tan expuestas a la luz solar [4, 8, 113].
e Las condiciones del terreno: Son importantes, pues los suelos arenosos,

minerales, se calientan mas facilmente y permiten un crecimiento mas rapido que

los suelos arcillosos y pesados [8, 77].
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1.2.4 Propiedades fisico—quimicas

Dentro de las propiedades fisicoquimicas mas destacables de los AEs se
encuentran la volatilidad, inestabilidad ante la luz y el oxigeno, ante la presencia
de agentes oxidantes y reductores, medios con pH extremos, o trazas de metales
que pueden catalizar reacciones de descomposicion, etc. Otra propiedad de los
constituyentes de una esencia son sus variabilidades estructurales, lo que permite
generar por semisintesis estructuras novedosas. En cuanto a sus solubilidades,
tienen la particularidad de que, si bien son solubles en medio no polar, también
suelen tener una solubilidad alta en etanol, lo que es ampliamente explotado en la
elaboracion de fragancias y extractos hidroalcohdlicos para las industrias

farmacéutica y cosmética [8, 16].

También se destaca la propiedad de refractar la luz polarizada, que es
aprovechada para su control de pureza, ya que cada aceite presenta un indice de
refraccion caracteristico. También los AEs presentan un poder rotatorio particular,
debido a que algunos de sus compuestos quimicos son opticamente activos. En
cuanto a la densidad, se caracterizan por ser menos densos que el agua, excepto

algunas esencias, como la de clavo [8].

1.2.5 Aplicaciones

Las esencias se han utilizado desde tiempos remotos y tienen referencias en
todas las culturas y religiones. En la antigledad, 40 siglos a.C, los Egipcios hacian
preparados con aceites esenciales que se utilizaban en medicina, cosmética y
para bafos. Los Egipcios iniciaron el arte de extraer las esencias de las plantas
calentandolas en recipientes de arcilla, pero fueron los alquimistas quienes
conservando la fragancia y las propiedades curativas, inventaron la destilacion

para obtener aceites esenciales [26, 48].
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Actualmente, el uso de los aceites esenciales sigue vigente, éstos son
aprovechados en diferentes industrias, entre ellas, la industria alimenticia,
cosmética, farmacéutica, para la elaboracion de ambientadores, perfumes, licores,
etc. En la Tabla 2 se describen, de forma resumida, algunas de las aplicaciones
de los AEs.

Tabla 2. Aplicaciones de los aceites esenciales.

Industria Aplicacién
Cosmeética Elaboracion de perfumes, pastas dentifricas, cremas, ungientos.
Alimenticia Preparacion de sabores, salsas, aditivos, confiteria, lacteos, condimentos.
Licorera Para saborizar, e.g. lupulo en la cerveza y anis en el aguardiente.
En veterinaria, como repelentes de insectos, antisépticos, efectos sobre el
Farmacéutica
sistema nervioso central.
Quimica fina Precursores quimicos, e.g. limoneno, citral y pinenos.
Plasticos Para enmascarar el mal olor que tienen algunos cauchos y plasticos.

o Para otorgar fragancia a productos de limpieza para el piso, aromatizantes
Aseo y limpieza . o ~ )
ambientales, limpieza de bafos y cocina.

La volatilidad es una de las principales propiedades de las esencias que se
aprovecha en el campo de la medicina y aromaterapia, o que hace de AEs
mezclas ideales para ser usados en nebulizaciones, bafios de inmersion o
simplemente inhalados por via nasal. Ademas, son productos que se eliminan
rapidamente del organismo haciendo que sus efectos fisiolégicos sean suaves y

temporales [8].

1.2.6 Clasificacion

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios [105], segun

relacionado en la Tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de los aceites esenciales.

e Fluidos: Liquidos muy volatiles a temperatura ambiente;
Consistencia e Balsamos: Poco volatiles, consistencia mas viscosa, tienden a polimerizarse y;

o Oleorresinas: Muy viscosos, sustancias semisélidas.

o Naturales: Son obtenidos directamente de la planta, sin ninguna modificacién
fisicoquimica;

¢ Artificiales: Por enriquecimiento de la misma esencia con uno de sus

Origen
componentes y;
o Sintéticos: Mezclas de diversos productos obtenidos por medio de procesos
Quimicos
¢ Monoterpenoides: Albahaca, salvia, menta;
Estructura . ] S
o o Sesquiterpenoides: Copaiba, jengibre;
quimica

o Compuestos oxigenados: Geranio, jazmin, ylang—ylang [8, 105].

1.3 EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES

Desde tiempos inmemorables, el hombre ha centrado su atencion en los productos
naturales aprovechando el reino vegetal para la obtencion de compuestos que
puedan ser empleados como alimentos, sustancias curativas, o cosméticos, un

ejemplo de ello son los AEs.

Existen diferentes métodos empleados para la obtencion de los metabolitos
secundarios de las plantas, entre los que se encuentran la destilacién,
hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas (MWHD), destilacion-
extraccion simultanea (SDE) y extraccion con fluido supercritico (SFE), entre otros
[106, 109]. A continuacion, se describen algunas de las caracteristicas que
presentan estos métodos extractivos, pero se hara mayor énfasis en las técnicas

que fueron utilizadas en este estudio para la extraccién de los aceites.
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1.3.1 Destilacién

La destilacion es uno de los procedimientos mas empleados para la obtencion de los
aceites esenciales, gracias a su bajo costo y relativa simplicidad del equipo.
Industrialmente, la destilacion se realiza en varias formas, a saber: destilacion con
agua o hidrodestilacion, destilacién con agua y vapor, y destilacidon con vapor directo
[25, 26, 40, 77].

1.3.1.1 Hidrodestilacién: Este método consiste en llevar a estado de ebulliciéon el
agua, que penetra los tejidos de la planta y disuelve una parte del aceite esencial
presente en las estructuras contenedoras; esta solucion acuosa se difunde a través
de las membranas de las células y el aceite se vaporiza inmediatamente desde la
superficie. Este proceso continla hasta que se remueve todo el aceite contenido en

las glandulas de la planta [40].

Los constituyentes oxigenados del aceite son mas solubles en el agua hirviendo
(unas 100 veces mas) que los hidrocarburos analogos. Por esta razoén, en las etapas
iniciales, los componentes se liberan de acuerdo con su grado de solubilidad, antes
que por sus puntos de ebullicion. Luego, a medida que avanza la destilacion, los
compuestos se liberan en funcién de su temperatura de ebullicion, siendo la ultima
fraccion muy rica en sesquiterpenos y sus analogos oxigenados. Otro factor que
juega un papel importante durante la extraccion mediante esta técnica, es el
contenido de compuestos grasos (lipidos) en la planta, ya que son poco volatiles vy,
en cierto modo, retienen la fraccion de hidrocarburos volatiles, los cuales muestran
mas afinidad por los compuestos grasos que por los compuestos oxigenados [25, 34,
40, 61].

1.3.1.2 Destilacion por arrastre con vapor: Es el método mas usado a nivel

industrial y de laboratorio, permite obtener AEs con buen rendimiento, y ademas,

se puede procesar grandes cantidades de material vegetal [22, 23]. El proceso
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consiste en hacer pasar vapor de agua por un recipiente que contiene el material
vegetal. El vapor de agua extrae la esencia de la planta y se forma una mezcla
gaseosa homogénea. Al salir del recipiente, a una presion controlada, el vapor de
agua enriquecido con aceites esenciales se enfria en un condensador donde
regresa a la fase liquida. Estos dos liquidos (agua y aceite), finalmente, son
separados gracias a sus diferencias de densidad, en un decantador o vaso
Florentino. Algunas de las ventajas que presenta este método es que no requiere

el uso de equipos muy sofisticados [8, 40].

Un equipo tipico para la extraccién de aceites esenciales mediante destilacion por

arrastre con vapor, se muestra en la Figura 4.

e Alambique: Es el componente principal de un equipo de extraccion por arrastre
con vapor, pues es en este sitio donde se lleva a cabo la extraccion. Las
condiciones de operacién, tales como presion, temperatura, flujo de vapor y altura
del lecho de material vegetal, son muy importantes para realizar una extraccion
adecuada [22].

e Cuello de Cisne: Es el conducto que comunica el alambique con el
condensador. En la parte interior del cuello circula la mezcla de vapor de agua y
aceite esencial. Algunos de los factores importantes a considerar durante su
construccion son: forma y dimensiones; éstos deben disefarse de tal manera que
se reduzcan al minimo las posibilidades de condensaciéon de vapores dentro del

alambique, permitiendo su rapida transferencia por el condensador del sistema.

e Condensador: Existen diferentes tipos de condensadores, dentro de los cuales

se encuentra el condensador de espiras, que es uno de los mas utilizados [8].
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e Recipiente recolector o Florentino: La mezcla de agua-vapor y aceite esencial
que atraviesa el condensador, se colecta en un recipiente conocido como

Florentino, en donde el AE se separa por diferencias de densidad.

Figura 4. Principales componentes de un equipo de extraccion por arrastre con

vapor [8].

Cuello de Cisne

Alambique

Condensador

Difusor de vapor

T

Generador de vapor
de agua

Recipiente
Florentino

1.3.1.3 Destilaciéon con vapor/agua: En este método, el vapor puede ser
generado mediante una fuente externa o dentro del propio cuerpo del alambique,
aunque separado del material vegetal. La diferencia mas notoria que existe entre
este método y la destilacién por arrastre con vapor (Seccién 1.3.1.2), es que el
material vegetal se encuentra suspendido sobre un fondo falso que impide el
contacto del material vegetal con el medio liquido en ebullicion. Este sistema
reduce la capacidad neta de carga de materia prima dentro del alambique, pero

mejora la calidad del aceite obtenido [8].
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1.3.1.4 Hidrodestilacién asistida por radiacion de microondas (MWHD): La
técnica de MWHD fue inicialmente patentada en Canada por J. Paré y
colaboradores, en 1991 [81, 82]. Para la extraccion de los AEs mediante esta
técnica, el material vegetal se sumerge en agua y se somete a la accion de la
radiacion de microondas, que al calentar el agua hasta ebullicion produce vapores
que atraviesan las estructuras celulares y permiten la expulsiéon del AE contenido
en ellas, luego, el AE arrastrado por el vapor de agua, es condensado y colectado
[59, 81, 82].

La aplicacion de esta técnica a la extraccion de AEs fue introducida por primera
vez en 1992 por Jean F. |. y colaboradores [55], quienes estudiaron la
composicion de los extractos de eneldo, alcaravea, hinojo y perejil, de la familia
Umbelliferae; estragdn (fam. Compositae), mejorana, orégano, tomillo salsero,

salvia y tomillo (fam. Labiatae).

Particularmente, en el caso de la MWHD, que se emplea en el Laboratorio de
Cromatografia de la UIS, el material vegetal se sumerge en agua (aproximadamente
una tercera parte del material) en un equipo de destilacién tipo Clevenger [109]. Por
efecto de la radiacion de microondas, obtenida en un horno doméstico, el agua se
calienta hasta ebullicion, de tal manera, que el vapor generado penetra y rompe las
estructuras celulares que contienen la esencia. El AE es liberado y arrastrado por el
vapor de agua, finalmente, se condensa y colecta. La destilacion termina cuando

todo el aceite es liberado de las glandulas que lo contienen.

El método de extraccidon asistida por radiacion de microondas, presenta ventajas
sobresalientes con respecto a las técnicas tradicionales de destilacion: es un
proceso muy rapido y relativamente econdmico y los aceites esenciales obtenidos se
encuentran libres de los productos de descomposicién térmica y de contaminantes
[28, 55, 59, 109].
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Algunas de las ventajas y desventajas de los métodos de extraccion de AEs

mencionados anteriormente, se reportan en la Tabla 4.

Tabla 4. Ventajas y desventajas de los métodos de extraccion de los AEs.

Técnica de extraccién  Ventajas

Desventajas

e Método econdmico;
e AEs con notas mas fuerte;

o Util cuando el material

vegetal

¢ Calidad baja de los AEs;
e Tiempos de destilacion variables

(largos).

Hidrodestilacion
(M.V.)

mientras el vapor pasa a través de

tiende a aglomerarse

el.

¢ No requiere solventes organicos; e Tiempos relativamente largos de

L ¢ No requiere equipos muy extraccion.
Destilacion por arrastre o
sofisticados;

con vapor
¢ No se recalienta el AE por tiempos
prolongados.
e Proceso muy rapido (10-40 min); ¢ Altas temperaturas pueden llegar
¢ Relativamente econémico; a descomponer algunos
o No requiere solventes; compuestos de interés;
MWHD e Buen rendimiento del AE; o Compuestos oxigenados volatiles

e Facil construccién del equipo. solubles en agua, pueden
disolverse y retenerse en ella sin

recuperacion.

1.4 ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS ACEITES ESENCIALES

Para la utilizacion de los aceites esenciales, ademas de los estudios de factibilidad
para su produccion y aplicacion especifica, es necesario conocer su composicion
quimica detallada. El control de calidad de un aceite esencial tiene como objetivo
garantizar que posee unas determinadas caracteristicas analiticas [8]. Los
principales parametros analiticos empleados para establecer la calidad de un

aceite esencial se reportan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Clasificacion de los parametros analiticos utilizados para el control de
calidad de los AEs [8].

e Olor

. . e Color
Caracteristicas organolépticas o
e Apariencia

e Textura

¢ Densidad

e Poder rotatorio

« indice de refraccion
Determinaciones fisicas ¢ Solubilidad en etanol
¢ Punto de congelacion
¢ Punto de inflamacion

e Rango de destilacion

e Acidez
o . o Ester

Indices quimicos
e Saponificacion

e Fenoles

¢ Perfil cromatografico GC
Caracteristicas e Cuantificacion de componentes principales

cromatograficas « indices de retencion

¢ Identificacion por GC-MS

La calidad de un aceite esencial depende de varios factores como:

v' Edad del cultivo: Se relaciona con la existencia y disponibilidad de
nutrientes del cultivo;

v" Condiciones climaticas: Luminosidad, temperatura, pluviosidad, altitud,
latitud;

v' Labores agricolas: Distancias de siembra, abonos, podas;

<

Postcosecha: Lavado, secado, empaque, almacenado, transporte y;
v' Métodos de extraccion: Depende del método empleado para la extraccion
del AE.
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Entre los diferentes métodos existentes para el analisis de los aceites esenciales,
se destacan los fisicoquimicos y los instrumentales. Los métodos fisicoquimicos
incluyen la determinacién de propiedades macroscopicas, tales como: solubilidad
en varios solventes, densidad, rotacion 6ptica e indice de refraccidon, entre otras
[8]. A continuacion, se discuten algunos aspectos de las propiedades fisicas de los
AEs.

e Densidad: La determinacion de la densidad permite, algunas veces, hacer
ciertas deducciones acerca de la composicion de las esencias. Asi, los AEs que
presentan densidades menores de 0.9 g/cm® son ricos en hidrocarburos,
alcoholes, ésteres y cetonas, algunos ejemplos son los AEs de naranja, limon,
romero, trementina y coriandro, entre otros [40]. Por otra parte, aquellos aceites
que tienen densidades mayores de 1.0 g/cm3 contienen principalmente fenoles o
sus derivados y ciertos ésteres aromaticos, por ejemplo, los AEs de anis, canela,

clavo, mostaza, etc [23, 40].

La densidad de un AE no es constante porque depende de la planta de la cual se

obtuvo, del método de extraccion, purificacion, tiempo y modo de almacenamiento.

e Rotacion Optica: En general, el valor del poder rotatorio no permite hacer
deducciones sobre la composicion de una esencia; sin embargo, esta medicién no
debe omitirse, ya que sirve para juzgar sobre el grado de pureza del AE y para
detectar algunas adulteraciones con sustancias inactivas como el alcohol, o con

sustancias de poder rotatorio diferente del aceite examinado [23].

e indice de refraccion: Su valor para la mayoria de AEs es relativamente cercano
y varia entre 1.43 y 1.61 a 20°C [23]. En general, los AEs que presentan indices
de refraccion menores de 1.47, poseen un alto porcentaje de hidrocarburos
terpénicos o compuestos alifaticos. Por el contrario, un indice de refraccion mayor

de 1.47, indica la posible presencia de compuestos alifaticos oxigenados en la
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esencia. En algunos casos, esta determinaciéon puede revelar la presencia de

impurezas [23].

e Solubilidad en etanol: La solubilidad de las esencias en alcohol da una idea
de su contenido en monoterpenos: cuanto mayor sea la solubilidad, menor sera el
contenido de éstos en la esencia, o mayor sera su contenido de compuestos
oxigenados, como alcoholes o fenoles. Es ademas, un método muy sencillo para
detectar adulteraciones provocadas por el agregado de aceites vegetales o

minerales, que son insolubles en alcohol [8].

Por otra parte, los métodos instrumentales de analisis de AEs comprenden las
espectroscopias de infrarrojo (IR), de RMN-H' y de RMN-C", la cromatografia de
gases de alta resolucion (HRGC) y cromatografia de gases de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (HRGC-MS). Los ultimos dos métodos son
ampliamente utilizados en la actualidad para el analisis de los aceites esenciales y
el establecimiento de su calidad [8, 20, 103, 106].

1.4.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) se basa en la separacién de analitos entre una
fase movil gaseosa (helio, argdén, hidrogeno, nitrogeno) y una fase estacionaria.
Esta ultima constituida por un sélido o liquido, soportado sobre las paredes de la
columna. La columna se coloca en un horno, con temperatura regulable y
programable, lo cual influye de forma decisiva en la separacion de los
componentes de la mezcla. Las columnas cromatograficas actualmente
empleadas son de tipo capilar, las cuales estan formadas por un tubo de cuarzo
flexible (silice fundida) de diametro muy pequeno (estandar, 0.25 mm) y de
longitud variable (de 25 a 60 m, hasta 100 m). Para el analisis de AEs suelen
emplearse dos tipos de fases estacionarias, una polar, poli(etilenglicol) y otra
apolar, poli(dimetilsiloxano) [39, 56, 87, 92, 95].
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La GC se lleva a cabo en un cromatografo de gases (Véase Figura 5) que consta
de diversos bloques tales como el gas portador, el sistema de inyeccién de la

muestra, la columna, ubicada en un horno termostatado y el detector.

Figura 5. Principales bloques de un cromatégrafo de gases.
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Jeringa
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Sistema de datos
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Regulador de  Regulador del
presion caudal

D

Columna

—
Gas
portador

Para la identificacion tentativa de los componentes de un AE mediante GC, se
emplea la comparaciéon de sus tiempos de retencion con los de los patrones
analizados bajo las mismas condiciones operacionales. Sin embargo, los tiempos
de retencion dependen de numerosas variables, por ejemplo, el modo de
inyeccion, las variaciones de temperatura o flujo de los gases, el disefio del
equipo, entre otras [95]. Por esta razén, ha sido necesaria la introduccién de
parametros que sean mas reproducibles, como los tiempos de retencion relativos y
los de indices de retencion. Estos ultimos se calculan a partir de los tiempos de
retencion y luego se comparan con los de sustancias a las que se les asignan
valores arbitrarios de indices de retencion, de los cuales los mas utilizados son los
indices de Kovats, introducidos en 1958 por E. Kovats, y que han sido definidos

con respecto a los tiempos de retencion de una serie de n-alcanos [62].
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Los indices de retencion proporcionan informacion valiosa respecto a la identidad
de los componentes presentes en el aceite esencial; sin embargo, es necesario
realizar su identificacién confirmatoria. Por ello, se emplean otras técnicas, entre
las cuales se destaca la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de
masas (GC-MS).

1.4.2 Cromatografia de gases — espectrometria de masas

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) ha
demostrado durante los ultimos 25 anos, que es uno de los métodos mas eficaces
para el estudio de la composicion de los AEs [103, 104, 106, 109]. Es una técnica
adecuada para la identificacion debido a que los componentes del aceite son
compuestos volatiles y de bajo peso molecular. La esencia se inyecta
directamente al cromatografo sin ningun tratamiento previo, lo cual elimina
posibles modificaciones en su composicion o en la estructura de sus
constituyentes. En el cromatografo, los componentes de la esencia se separan,
entran al espectrometro de masas, que permite registrar el espectro de cada una
de las sustancias separadas. Los constituyentes del aceite se identifican con base
en patrones de fragmentacion, que se observan en sus espectros de masas [74,
101, 105].

La GC-MS permite realizar en una sola operacion, para muestras del orden de
1 pl, un analisis cualitativo junto con una indicacion de las proporciones en las
que se encuentran los componentes. Cuando se disponen de sustancias patrén, la
calibracion del equipo permite un analisis cuantitativo exacto de la muestra [75,
101].

En la Figura 6 se observan los bloques de un cromatégrafo de gases acoplado a

un espectrometro de masas.

47



Figura 6. Principales bloques de un cromatégrafo de gases acoplado a un

espectrometro de masas.
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1.5PROCESAMIENTO INDUSTRIAL DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los AEs que se ofrecen en el mercado, pueden ser sometidos a una serie de
procesos industriales con el objetivo de mejorar sus caracteristicas organolépticas,
concentrar algunos compuestos de interés, facilitar su procesamiento industrial u
homogeneizar su calidad. Los tratamientos mas comunmente utilizados se

describen a continuacion [8, 54].

¢ Rectificacion: Este método se basa en el fraccionamiento del AE empleando
una columna de rectificacion, mediante el cual se obtienen porciones que son
analizadas individualmente. En general, un AE se fracciona en tres partes, a
saber: la cabeza o fracciones livianas, el corazon o la parte media de la esencia y
las fracciones mas pesadas. La finalidad de este método es eliminar los productos
no deseables que aparecen durante el proceso de extraccidn, por descomposicion

térmica del material vegetal.

e Fraccionamiento: Es similar a la rectificacion, pero en este caso se realiza una

particion mas especifica, en funcién de la composicién de la esencia.
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e Filtracion: Este método se emplea para eliminar las posibles impurezas
presentes en el aceite esencial crudo (e.g. partes de plantas, restos de agua,

sedimentos de las paredes de los envases empleados, etc).

e Lavado: Proceso empleado para mejorar la calidad de ciertos AEs crudos que
pueden presentar un olor desagradable por la presencia de acidos o fenoles.
Estos compuestos se forman por oxidacion o hidrélisis de algunos metabolitos de

las plantas, y suelen tener un fuerte olor a quemado, a rancio 0 medicamentoso.

¢ Aislamiento de productos especificos: Algunas esencias son comercializadas
en grandes volumenes para el aislamiento de algunos de sus componentes
mayoritarios, como el eugenol de la esencia de clavo o el cedrol de la esencia de
cedro. Algunos de los métodos fisicos empleados para la separaciéon de los
compuestos son la destilacion a presidén reducida, la destilacién fraccionada o la

cristalizacion fraccionada, e.g. mentol, del aceite de menta.

1.6 CARVONA

La carvona, C4oH140, es una cetona de tipo terpenoide; presenta dos isbmeros
Opticamente activos, a saber: la forma enantiomérica S-(+)-carvona (7a),
componente principal del aceite esencial de alcaravea (Carum carvi L.), y la forma
enantiomérica R-(-)-carvona (7b), que se encuentra principalmente en el AE de

esperminta (Menta spicata) [21, 46].

Figura 7. Estructuras de los is6meros opticos de la carvona: 7a-S-(+)-carvona,

7b-R-(-)-carvona.
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49



La alcaravea (Carum carvi L.) es una planta nativa de la region Oeste de Asia, se
cultiva extensamente en la region mediterranea de Europa, Norte de Africa y
Rusia. Es una de las especies mas antiguas cultivadas en Europa. El principal
exportador de la semilla de alcaravea es la Unidn Europea. Las semillas de
alcaravea se emplean como aromatizante de diversos productos como pan,
queso, caramelos, productos carnicos, bebidas alcohdlicas y como fuente de la
carvona. El AE obtenido de los frutos maduros de alcaravea contiene cerca de
50% de S-(+)-carvona. La semilla es empleada con fines culinarios y en la
extraccion del AE, para su posterior fraccionamiento y obtencion de la carvona
[21, 63].

La espermentina (Menta spicata) es una planta originaria de China. Presenta
propiedades carminativas, antiespasmoddicas y estimulantes. Los principales
compuestos presentes en su aceite esencial son la carvona, en su forma R-(-)-
carvona (70%), limoneno (8-15%), y como componentes minoritarios se

encuentran el B-felandreno y el acetato de dihidrocarveol [21].

El AE de L. alba que crece en Colombia, es rico principalmente en la S-(+)-
carvona, compuesto que puede ser aislado empleando la destilacion fraccionada o

la derivacién quimica [107].

La carvona puede obtenerse a nivel de laboratorio, partiendo de la oxidacion del
limoneno (I). En el Esquema 1 se observa que la adicion de acido clorhidrico al
limoneno en presencia de nitrito de sodio, genera el cloruro nitroso de limoneno
(), el cual junto con dimetilformamida (DMF), se protona formando la carvoxima

(1), que por hidrdlisis se convierte a carvona [52].
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Esquema 1. Sintesis de la carvona via oxidacion del limoneno.

Cl
NO NOH (0]
HCI DMF H*
NaNO,
I Il 1

Carvona

Debido a la presencia de enlaces dobles en su estructura, la carvona puede
presentar reacciones de reduccion, que dependen de las condiciones empleadas;
asi por ejemplo, en el Esquema 2 se muestran los productos obtenidos utilizando

diversas condiciones de reaccion [49].

Los isdbmeros Opticos de la carvona se caracterizan por presentar propiedades
antimicrobianas y antifungicas; particularmente, el isomero R-(-)-carvona mostré
la actividad contra Campylobacter jejuni, Enterococcus faecium y Escherichia coli
[32]. Por otra parte, el isémero S-(+)-carvona fue activo contra Listeria

monocytogenes [21, 31, 32].

La carvona se emplea en la sintesis organica fina, para la obtencion de las
decalinas quirales, tales como el (-) poligodial (un insecticida), el ambrox (fijador
en perfumeria) y el (-)-1,14-trimetil-2-decalol (inhibidor en la sintesis del
colesterol) [118]. La (-)-R- y la (+)-S-carvona son utilizadas ampliamente en la
elaboracion de jabones, champues, en la fabricacion de pastas dentifricas y en la
industria alimenticia. Particularmente, la S-(+)-carvona es aprovechada en la
agricultura para prevenir la maduracion prematura de las papas durante su

almacenamiento [18, 37, 46].
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Esquema 2. Productos de reacciones de reduccibn de la carvona:

2a-carvomentol; 2b-carvomentona; 2c-dihidrocarvona; 2d-carveol y 2e-limoneno.

OH
120 atm, H,
Zn 200°C
CH3;COOH
\ O
2a
NaBH, H,/Pd
0)/ \ 5
Carvona
Zn
CH3;COOH
2b

2c

2e

2d

1.7CITRAL
El citral es una mezcla de dos monoterpenos (isémeros), de formula molecular

C10H160. El isbmero trans se conoce como geranial, o citral A (Figura 8a), y el

isbmero cis se conoce como neral, o citral B (Figura 8b) [51].
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Figura 8. Estructuras de los isobmeros (8a) geranial y (8b) neral.

A AN

(0]

8a 8b

El citral, cuya caracteristica principal es el fuerte olor a limén, es el componente
mayoritario del aceite esencial de Cymbopogon citratus (70-85%), planta
ampliamente conocida como limonaria. El té de sus hojas se usa en Brasil como
antiespasmaodico, analgésico, antiinflamatorio, diurético y sedativo [88]. Los
compuestos volatiles obtenidos de sus hojas se emplean ampliamente en la
industria cosmética y de perfumes, asi como también en la sintesis organica fina,

debido al alto contenido de citral [88].

El citral es una molécula particularmente interesante, ya que por ser un
compuesto a,p-insaturado, puede presentar reacciones de hidrogenacién que
conducen a la formaciéon de los alcoholes insaturados, nerol y geraniol (Véase
Esquema 3), los cuales son intermediarios importantes utilizados en industrias

farmacéutica, de fragancias y sabores [66].
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Esquema 3. Productos de la hidrogenacion del neral (3a, nerol) y geranial (3b,

geraniol).
X
Ho
X, Ru/Pt
Neral
H2 OH
Ru/Pt
Geranial
1.8LIMONENO

El limoneno, CqoH1s, €s un monoterpeno ciclico y componente mayoritario de los
AEs de Pinus pinea (70-95%) y de frutas citricas, e.g. la naranja. Presenta dos
isdbmeros o6pticos, a saber: R-(+)-limoneno (9a), extraido facilmente de la cascara

de limon, y S-(-)-limoneno (9b), el cual se obtiene de la cascara de naranja [79].

Figura 9. Estructuras de los isbmeros opticos del limoneno: 9a-R-(+)-limoneno,

9b-S-(-)-limoneno.

9b



En los ultimos afios, el limoneno ha adquirido gran importancia debido a su
demanda como disolvente biodegradable en procesos farmacéuticos (como
componente aromatico). Industrialmente se emplea para la produccién de
p-cimeno, el cual encuentra muchas aplicaciones en la industria quimica,
incluyendo la produccion de p-cresol y carvacrol, como intermediario en la sintesis
de antioxidantes (e.g. BHT), en la produccion de resinas sintéticas y en
perfumeria, asi como para la obtencion de la carvona [29]. El limoneno también

presenta propiedades anticancerigenas [36].

1.9 MERCADO MUNDIAL DE LOS ACEITES ESENCIALES

Debido a sus diversas propiedades fisicoquimicas, el olor agradable y la
bioactividad, los aceites esenciales hacen parte de dos grandes mercados. El
primero corresponde a la industria de sabores y fragancias, que aprovecha
principalmente las caracteristicas organolépticas de los AEs, y el segundo
mercado en donde esta incluida muy seguramente la industria farmacéutica, aisla

los componentes que presentan actividades especificas [8].

En los ultimos 50 afos, las industrias farmaceéutica, alimenticia y cosmética
aumentaron la demanda de los AEs, es asi como cerca del 50% de la produccion
mundial de los aceites esenciales se usa en sabores (predominantemente
bebidas), entre un 5y 10% es empleado en fitoterapia y aromaterapia y entre un
20 y 25% en fragancias. En este ultimo caso, el 70% se usa en productos
domésticos, el 20% en articulos de tocador y cuidado personal, y el 10%
remanente es aprovechado en fragancias (elaboracion de perfumes), para el
fraccionamiento y la obtencién de sustancias quimicas de mayor valor agregado
(e.g. citral, eugenol, anetol, carvona, etc), empleados como materia prima en la

sintesis organica fina [16].
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Segun la Asociacion de Productores de Fragancias y Sabores [70], el mercado
global estimado en los afios 2003 y 2004 para las industrias alimenticia, cosmética
y farmacéutica, fue de 799, 201 y 263 millardos de euros, respectivamente. Por
otra parte, la Organizacion de la Agricultura y Alimentos (FAO) reporté en el afio
2003 que la produccién global de los aceites esenciales fue de 28 mil toneladas,
siendo la Unién Europea (UE) la mayor productora de éstos. En la Tabla 6 se
presentan los principales AEs empleados por la Union Europea con sus

respectivas aplicaciones industriales.

Tabla 6. AEs empleados en los paises de la Union Europea.

Industria Aceites esenciales Area

o ¢ Cuidado personal
. Limon, Menta piperita, naranja, patchouli, tallo
Cosmeética . ) e Jabones y detergentes
de rosa, menta, eucalipto y derivados.
e Cuidado dental

e Bebidas suaves
Citricos, vainilla, aceites florales, oleorresinas
Alimenticia o ¢ Confiteria
y Menta piperita.

Productos enlatados y procesados

o Homeopatia

oo . . ) Aromaterapia
Farmacéutica Naranja, citrico, patchouli, lavanda y geranio.
¢ Productos para el cuidado de la

salud

El principal pais productor de aceites esenciales en el mundo es los Estados
Unidos (EE. UU), a él se suma un numero importante de paises en via de
desarrollo, i.e. Brasil, Indonesia, China e India, entre otros. En el 2003, la Union
Europea exportd el 55% del total de AEs en el mundo y los Estados Unidos el
15%. Los AEs con mayor incidencia econémica en el mundo industrial son: menta,
limoén, rosa, jazmin, los AEs con alto contenido de citral, sandalo, vetiver,

patchouli, geranio, cedro, lavandina, esencias de citronela y citricos [2, 70].

Actualmente, el AE de Lippia alba no esta incorporado y reconocido como tal en el

mercado mundial [70]. Sin embargo, teniendo en cuenta que éste se caracteriza
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por la presencia de metabolitos de interés tales como la carvona y el limoneno, los
cuales son ampliamente aprovechados a nivel industrial, se hace necesario llevar
a cabo un estudio profundo de esta especie, con el fin de encontrar las
condiciones mas apropiadas que permitan la mayor acumulacion de estos

metabolitos en la planta, y, luego, en su aceite esencial.

1.10 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA)

El analisis de componentes principales es un método estadistico que fue
desarrollado por Hotelling en 1933 [47]. Es uno de los métodos mas comunmente
utilizados para proveer una descripcion condensada, en conjuntos de datos con
muchas variables, puesto que reduce la dimensionalidad de éstos [15, 98]. En este
método, las variables no se consideran explicativas o de respuesta, sino que todas

son tratadas de la misma manera.

Para examinar las relaciones entre un conjunto de p-variables correlacionadas, se
transforma el conjunto original de las variables a un nuevo conjunto no
correlacionado usando una rotacion ortogonal en el espacio p-dimensional. Estas
nuevas variables se denominan componentes principales (CP), y se obtienen en
orden decreciente de importancia, de modo que las primeras CP resuman la
mayor cantidad posible de variabilidad de los datos originales. Si un numero
pequeio de dichos CP resume la mayor parte de la variacion de los datos,

entonces podria pensarse que la dimensionalidad real de los datos es menor que
p [15].

Este método tiene tres finalidades especificas:

1. Presentar optimamente, en un espacio de dos dimensiones, pequefias

observaciones de un espacio general p-dimensional. En este sentido, los
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componentes principales son el primer paso para identificar las posibles

variables latentes, o no observadas, que generan los datos.

2. Transformar las variables originales, facilitando la interpretacion de los

datos.

3. Buscar un espacio vectorial de una dimension mas baja que la de los

puntos originales, para que puedan ser proyectados.

El uso de este procedimiento es similar al de encontrar un nuevo sistema de
coordenadas. Generalmente, 2 6 3 componentes principales son necesarios para
explicar la mayoria de la informacion presente en el conjunto de datos, siempre y
cuando exista un numero grande de variables intercorrelacionadas. Por medio del
uso del analisis de componentes principales en un sistema de datos
multivariables, se puede realizar la reduccion de dimensiones, la clasificacion de

muestras e identificacion de grupos [109, 111, 120].

En este trabajo se realizé un analisis de componentes principales (PCA) con el fin
de establecer una relacion entre las composiciones de los aceites esenciales de
Lippia alba obtenidos por MWHD, de las plantas provenientes de las 14 regiones
de Colombia. De igual forma, se realizé el mismo anadlisis para observar la
influencia del material de fabriacidon de los destiladores semi-industriales, i.e. cobre
y acero inoxidable, sobre la composicion del AE de Lippia alba extraido por

destilacion vapor/agua.
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2. METODOLOGIA

2.1 CARACTERIZACION TAXONOMICA

La caracterizaciéon taxondmica de las plantas de Lippia alba, se realizé en el
Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota. Los pliegos testigo de cada planta quedaron
depositados como muestra permanente en el Herbario Nacional Colombiano
(COL, Bogota), asi: Lippia alba (Mill) N.E.Br, los numeros de COL se presentan en

la Tabla 7. Las plantas fueron clasificadas por el doctor J. L. Fernandez.

Tabla 7. Numeros de voucher en el Herbario Nacional (COL) de las especies de

Lippia alba bajo estudio.

Ne . N° Voucher Procedencia de la planta
Especie )

(Figura 10) Especimen Departamento Localidad
(1] Lippia alba 512082 COL Antioquia Puerto Berrio
(2] Lippia alba 512083 COL | Boyaca Cubara
® Lippia alba 484350 COL Cundinamarca | Anolaima
(@) Lippia alba 480750 COL | Santander Bucaramanga
( 5 Lippia alba 512078 COL Tolima Flandes
(6] Lippia alba 512078 COL Valle del Cauca | Cali
Q Lippia alba 512077 COL Valle del Cauca Palmira
© Lippia alba 512084 COL Arauca Saravena
(9] Lippia alba 512272 COL Bolivar Colorado
@ Lippia alba 512077 COL | Bolivar Turbaco
m Lippia alba 517306 COL Santander Suaita
@ Lippia alba 480750 COL | Santander Bolivar
O Lippia alba 480750 COL Quindio Armenia
(14) Lippia alba 480750 COL Cesar San Martin

2.2 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las plantas de L. alba provenientes de diferentes regiones de Colombia (Tabla 7)

fueron recolectadas por personal adscrito al Centro de Investigacion de
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Excelencia, CENIVAM. En la Figura 10 se indican los sitios de muestreo donde se

recolectd el material vegetal.

Figura 10. Sitios de muestreo de las plantas de Lippia alba en diferentes regiones

de Colombia.
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Las cantidades y numeros de plantas recolectadas en cada una de las regiones,

se registran en la Tabla 8.

Tabla 8. Cantidad de material vegetal y numero de plantas recolectadas en las 14
regiones de Colombia.

Cantidad de material

Localidad Numero de plantas
vegetal recolectado (g)

Puerto Berrio 1000

Cubara 1000

Anolaima 2800 14
Bucaramanga 1500 8
Flandes 2100 11
Cali 4500 22
Palmira 1200 5
Saravena 1300 6
Colorado 1000 4
Turbaco 2400 12
Suaita 1000 4
Bolivar 1000 4
Armenia 1100 4
San Martin 20000 102

Por otra parte, se cultivd material vegetal proveniente de Colorado (Bolivar) en la
zona de cultivos experimentales del Complejo Piloto de la Cadena Productiva de
AEs (CENIVAM), que se encuentra dentro de las instalaciones de la UIS. El
sistema de propagacion empleado fue el de reproduccion por esquejes. EI material
vegetal se clasific6 como hojas jovenes (<15 dias) y maduras (2 meses), teniendo
en cuenta que las hojas jovenes se encontraban en la parte superior de la planta,
y las hojas maduras se ubicaban a % partes por debajo de las hojas jévenes

(Véase Figura 11). De igual forma, se recolecto y seleccion6 el material vegetal
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sembrado en la zona de cultivos experimentales del CENIVAM, ubicado en la UIS,

Bucaramanga (Santander).

Figura 11. Clasificacion del material vegetal (hojas jovenes y maduras).

OJAS JOVENES
dad de hojas: Menos de 15 dias
bicacién: Parte superior

HOJAS MADURAS :
Edad de las hojas: 2 meses |
Ubicacidn: Parte inferior {
Apariencia: Opacas y tallos
lefiosos .

2.3 EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Para la extraccion de los aceites esenciales se empleo la hidrodestilacion asistida

por radiacion de microondas (MWHD) y la destilacion vapor/agua.
2.3.1 Hidrodestilacién asistida por radiacion de microondas
La extraccion de los AEs provenientes de diferentes regiones de Colombia se llevé

a cabo empleando un equipo de destilacién tipo Clevenger, con reservorio de

destilacion tipo Dean-Stark y la adaptacion para calentamiento por radiacion
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mediante un horno de microondas convencional KENDO, modelo MO-124, con
una potencia de salida de 800 vatios (W) y frecuencia de radiacion de 2.5 giga-
Hertz (GHz). Por otra parte, se empled un horno de microondas LG Intelowave con
potencia de salida de 720 W para la obtencion de los aceites esenciales de hojas

jovenes y maduras.

Se emplearon hojas y tallos (300 g) picados en trozos de 1-2 cm, para la obtencion
de los AEs de las plantas provenientes de las diferentes regiones de Colombia.
Para la extraccion de los AEs de las hojas jévenes y maduras, se emplearon
220 g. Para cada una de las diferentes extracciones se adicionaron 250 mL de
agua destilada. Cada extraccion duré 40 min, dividido en intervalos de 10 min
(10 min X 4). Este procedimiento se repitid tres veces para obtener datos de

reproducibilidad.

2.3.2 Destilacion vapor/agua

Para la obtencion de los AEs de plantas de Lippia alba cultivadas en las
instalaciones del CENIVAM, ubicado en la UIS, Bucaramanga (Santander), se
emplearon dos destiladores semi-industriales, uno de cobre y otro de acero
inoxidable, empleando como fuente de calentamiento, gas y una resistencia
eléctrica, respectivamente, con el fin de evaluar la influencia del material de los
destiladores sobre la calidad de los aceites obtenidos. Para este fin, se tomaron
2 kg de material vegetal previamente identificado, seleccionado, cortado y pesado.
El montaje fue conformado por un alambique (extractor) en el cual se sumergio el
material vegetal, un condensador de serpentin, un cuello de Cisne o de Ganso,
que permitid la union entre el condensador y el destilador, y un recipiente
recolector para separar el aceite del agua (Florentino) (Véase Figura 12). Se

emplearon 10 L de agua, y el tiempo de extraccién fue de 2 V% h.
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Figura 12. Destiladores semi-industriales. A. Destilador de cobre; B. Destilador de

acero inoxidable.

Florentino

2.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SU ANALISIS POR GC-MS

Los aceites de Lippia alba obtenidos por MWHD y destilacion vapor/agua, se
separaron por decantacion para su posterior analisis cromatografico. Para esto, se
agrego sulfato de sodio anhidro a los aceites extraidos, con el fin de secar el agua
residual y se tomaron 50 uL del aceite, a los cuales se le adicionaron 4 uL de n-

tetradecano (como estandar interno, Istd), y se aforaron a 1 mL con diclorometano.
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2.5 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FISICAS DE LOS AEs de Lippia

alba

Con el fin de verificar y evaluar la calidad de los AEs de Lippia alba, obtenidos por
destilacion vapor/agua, se determinaron algunas constantes fisicas, a saber:
densidad, indice de refraccion y solubilidad en etanol. Estas determinaciones
también se realizaron para los AEs extraidos por MWHD, y se realizé una
comparacion de los resultados, tomando como patron de referencia las esencias
obtenidas por MWHD.

e Densidad: La densidad de los AEs de Lippia alba, se determind a 26°C
empleando un picnometro de 3 mL. Inicialmente, se realizd la calibracion del
picnometro con agua destilada. Para esto, se peso el picnbmetro previamente
limpio y seco, en una balanza METLER Toledo AG 285 (Suiza); posteriormente, se
adicion6 agua destilada y se pes6 nuevamente. Con los valores obtenidos, y
conociendo la densidad del agua a esta temperatura, se calculé el volumen real

del picnémetro.

A continuacién, se peso el AE y, con el volumen del picndmetro anteriormente
obtenido, se determiné la densidad de la esencia. Este procedimiento se realizé
por triplicado para cada uno de los AEs aislados por destilacion vapor/agua y por
MWHD.

e indice de refraccion: El indice de refraccion se determind a 19.4°C empleando

un refractémetro ABBE Atago (Estados Unidos).

e Solubilidad en etanol: La solubilidad de los AEs de Lippia alba, se determind
empleando cuatro soluciones etandlicas de 20, 40, 60 y 80% v/v. Tomando 100 puL
de cada solucion, se agregaron lentamente pequefios volumenes (2 uL) de aceite

esencial, hasta que la solucion se torné turbia (punto de saturacion).
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2.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Para la identificacion de los metabolitos secundarios volatiles se empled la técnica
analitica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-

MS), y se usaron dos columnas capilares de fases estacionarias: apolar y polar.
2.6.1 Columna apolar

Para la identificacion de los componentes quimicos de los AEs de Lippia alba (Mill)
N.E. Brown se aplico la técnica analitica GC, utilizando un cromatégrafo Agilent
Technologies 6890 Plus Series GC System, y un detector selectivo de masas (MS)
Agilent Technologies 5973 Network (Véase Figura 13), equipado con un puerto de
inyeccion split/splitless (250°C, relacién de split 1:30).

Para la separacion de las mezclas se utilizé una columna capilar apolar DB-5MS
(J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU) de 60 m x 0.25 mm, D.I. x 0.25 um, ds, con
fase estacionaria de 5% fenil-poli(metilsiloxano). La temperatura se programo
desde 45°C (5 min) hasta 150°C (2 min) @ 4°C/min, luego, se increment6 hasta
250°C (5 min) @ 5°C/min, finalmente, la temperatura aumenté @ 10°C/min hasta
alcanzar 275°C (15 min). Las temperaturas de la camara de ionizacion y de la

linea de transferencia fueron de 230 y 285°C, respectivamente.

El gas de arrastre empleado fue helio, con una presion de entrada en la cabeza de

la columna de 16.47 psi y una velocidad lineal de 26 cm s™.

Los espectros de masas y corrientes ionicas reconstruidas (TIC) se obtuvieron en
un cuadrupolo, por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan), a 4.75
scan s, en el rango de masas m/z 40-350. La identificacién de los componentes

presentes en cada aceite se realizd con base en sus espectros de masas, y
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comparandolos con los de las bibliotecas, entre las que se encontraban NBS 75K,
WILEY 138K, ADAMS y NIST 02.

Figura 13. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus Series GC
System acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5973
Network.

275°] s==ase i
10°C/mi S
f i =
5°C/min 550°C
4°C/min o 150°C

45°C

2.6.2 Columna polar

Para este analisis, se empleé un cromatégrafo Agilent Technologies 6890N
Network Series GC acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5975, los espectros se obtuvieron por impacto de electrones; el
cromatografo fue equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250°C,
relacion split 50:1) y un inyector automatico Agilent Technologies 7683B Series
Injector. Los datos fueron adquiridos y procesados por el sistema de datos
HPChemStation (Versién D.02.00.275).

El proceso de separacion de los metabolitos se llevd a cabo en una columna

capilar polar DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), con fase

estacionaria entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol), de 60 m x 0.25 mm,
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D.I. x 0.25 ym, d:. El gas de arrastre empleado fue helio, con una presion de
entrada en la cabeza de la columna de 16.47 psi. La programacion de la
temperatura fue la siguiente: desde 45°C (5 min) hasta 150°C (3 min) @ 3°C/min,

y hasta 220°C (5 min) @ 4°C/min (Véase Figura 14).

Figura 14. Cromatdgrafo Agilent Technologies 6890 Network Series GC acoplado

a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975.

220°C, 5 min

4°C/min |
150°C, 3 min Sooass
=

=

=

45°C, 5 min

Para la identificacion de los metabolitos volatiles también se emplearon espectros
de masas e indices de retencion de Kovats. Los indices de Kovats se calcularon
teniendo en cuenta los tiempos de retencion de una serie homéloga de patrones
de hidrocarburos desde Cio hasta Caus, corridos en el GC bajo las mismas
condiciones operacionales que los aceites esenciales, empleando las columnas

DB-5MS y DB-WAX. Para su determinacion, se empleé la siguiente férmula:

RN tRn

I, = 100n+ 100 [m} Ecuacion 1

68



Donde:

lk: indice de retencién del compuesto de interés;

n: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto de
interés;

N: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye después del compuesto
de interés;

trx: Tiempo de retencién del compuesto de interés;

trn Y trn: Tiempos de retencidn de n-alcanos que eluyen antes y después del

compuesto x.

2.6.3 Cuantificacion de los metabolitos secundarios

Para la cuantificaciéon de los componentes presentes en los AEs se empledé como
estandar interno n-tetradecano. La concentracién de cada compuesto se calculd

mediante la siguiente formula:

Cy =Cpx— Ecuacion 2

Donde:

Cx: Concentracion del compuesto de interés;

Ca: Concentracion del estandar interno (n-tetradecano);
Ax: Area del compuesto de interés;

Aa: Area del estandar interno (n-tetradecano).

2.7 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA) DE LOS AEs DE
Lippia alba

Con el fin de establecer las comparaciones entre los AEs de Lippia alba obtenidos

por MWHD, de las plantas provenientes de las 14 regiones de Colombia, se
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realizé un analisis estadistico multivariable de tipo PCA (Analisis de componentes
principales) (PCA, STATISTICA Version 6.0, StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma,
EE.UU.). De igual forma, para apreciar de una manera mas clara la influencia del
material de elaboracion de los dos destiladores semi-industriales (cobre y acero
inoxidable), sobre la composicién quimica del AE de Lippia alba, se aplico el
mismo analisis estadistico. Para esto, se tomaron las cantidades relativas y
concentraciones de los metabolitos aislados e identificados en cada uno de los
aceites. Los resultados se clasificaron en subconjuntos, segun su distancia en el
espacio formado por los componentes principales obtenidos del conjunto de los

datos.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

El proyecto fue divido en tres etapas. En la primera, se extrajeron y analizaron los
metabolitos secundarios volatiles de plantas de Lippia alba cultivadas en
diferentes regiones de Colombia. En la segunda, se realizé6 una comparacion de
los AEs aislados de hojas jovenes y maduras de plantas de Lippia alba cultivadas
en el Complejo Piloto de la Cadena Productiva de AEs (CENIVAM), ubicado
dentro de las instalaciones de la UIS, Bucaramanga (Santander) y, finalmente, se
compararon y evaluaron los rendimientos y las composiciones quimicas de los
aceites esenciales obtenidos de L. alba, empleando dos destiladores semi-
industriales, fabricados en cobre y en acero inoxidable. A continuacion, se

describen y se discuten los resultados obtenidos en cada una de las etapas.

3.1ACEITES ESENCIALES OBTENIDOS DE DIFERENTES REGIONES DE
COLOMBIA

Con el objetivo de evaluar la influencia de las condiciones geograficas y el lugar de
procedencia, se realizdé un estudio comparativo de la composicion quimica de los
AEs extraidos de plantas de Lippia alba, provenientes de 14 regiones de

Colombia.

3.1.1 Rendimiento de los aceites esenciales

En la Tabla 9 se registran los rendimientos de cada uno de los aceites esenciales
de Lippia alba extraidos por MWHD, de las plantas cultivadas en las 14 regiones

de Colombia, asi como también las condiciones geogréficas (altitud y temperatura)

de estas localidades.
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Los rendimientos de aceites mas altos (2.50-3.17%) se alcanzaron en las plantas
cultivadas en Armenia (Quindio), Suaita (Santander) y Bolivar (Santander),
caracterizadas por el alto contenido de la carvona. Por el contrario, los
rendimientos mas bajos (0.30-036%) se obtuvieron en las plantas cultivadas en
Colorado (Bolivar) y Saravena (Arauca), que presentaron el citral
(neral + geranial) y la mezcla carvona + citral, respectivamente, como componente

mayoritario en el aceite.

Fue evidente, que las plantas cultivadas en regiones de mayor altura presentaron
un mayor rendimiento de AE; sin embargo, esta tendencia no fue directa, ya que
en el caso de Anolaima (Cundinamarca), cuya altura es de 1650 m.s.n.m, el
rendimiento obtenido fue inferior al alcanzado en los lugares mencionados
inicialmente. Estos resultados difieren con los reportados por Guzman [42], quien
afirma que el mayor rendimiento se alcanza en condiciones de menor altitud y de
temperaturas mas altas. Por tanto, es posible afirmar, que las condiciones de
cultivo en estas regiones (Armenia, Suaita y Bolivar) no favorecen el desarrollo
vegetativo de la planta, provocando un estado de “estrés” que conduce a un
aumento en la produccién de AE, ya que, segun Gottlier [38], el estado de “estrés”

cumple una funcion fundamental en la defensa de la planta y su fisiologia.

La especie Lippia alba se encuentra ampliamente distribuida en Colombia, en los
departamentos de Bolivar, Amazonas, Guajira, Magdalena y Santander [8]. Con el
objetivo de recolectar material vegetal de diferentes regiones del pais, en busca de
nuevas especies promisorias y quimiotipos, se encontré que esta planta también
crece abundantemente en los departamentos del Cesar, Antioquia, Boyaca, Valle

del Cauca, Arauca y Quindio.
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Tabla 9. Rendimientos de los AEs obtenidos por MWHD, de plantas de Lippia alba

provenientes de las diferentes regiones de Colombia.

Condiciones geogréficas*

No Rendimiento,
(Figura 10) Localidad Departamento Altitud Temperatura promedio % (p/p) Quimiotipo**
(m.s.n.m) (°C)

(1) Puerto Berrio | Antioquia 125 27 0.48 Carvona
(2} Cubara Boyaca 600 26 0.78 Carvona
(3] Anolaima Cundinamarca 1650 19 0.51 Carvona
(@) Bucaramanga | Santander 960 25 0.43 Carvona
(5] Flandes Tolima 300 26 0.73 Carvona
(6) Cal Yalle del 1000 25 0.60 Carvona
[ 7] Palmira \C/:lelji:el 1000 27 0.55 Carvona
(8] Saravena Arauca 220 27 0.36 gaitr:/ac:;a
(0} Colorado Bolivar 180 27 0.30 Citral

@ Turbaco Bolivar 80 28 0.83 Citral

@ Suaita Santander 1500 19 297 Carvona
@ Bolivar Santander 2600 17 2.50 Carvona
O Armenia Quindio 1480 24 3.17 Carvona
@ San Martin Cesar 120 30 1.41 Carvona

*Datos tomados del IDEAM.
**Ver Numeral 3.1.2.

3.1.2 Caracterizaciéon quimica de los aceites esenciales de Lippia alba,

mediante GC-MS

Los aceites esenciales se obtuvieron de los tallos y hojas de Lippia alba

recolectadas en 14 localidades de Colombia, a saber: Puerto Berrio (Antioquia),

Cubara (Boyaca), Anolaima (Cundinamarca),

Bucaramanga, Suaita, Bolivar

(Santander), Flandes (Tolima), Saravena (Arauca), Cali y Palmira (Valle del

Cauca), Colorado y Turbaco (Bolivar), Armenia (Quindio) y San Martin (Cesar).

Las condiciones de extraccion empleadas fueron descritas en la Seccién 2.3.1 de

la Parte Experimental.

En la Figura 15 se ilustran los perfiles cromatograficos tipicos, obtenidos bajo las

condiciones operacionales descritas en la Seccién 2.6.1, empleando la columna
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DB-5MS (60 m), de metabolitos secundarios volatiles de Lippia alba, obtenidos por
MWHD. Los compuestos identificados para cada uno de los aceites de las
diferentes localidades, fueron agrupados teniendo en cuenta los compuestos
mayoritarios comunes, a saber: carvona y citral (neral + geranial). En las Tablas
10 y 11, se registran los compuestos identificados y sus cantidades relativas (%).

Se encontraron en el AE mas de 50 sustancias en cantidades relativas >0.05%.

Con base en los indices de Kovats calculados y los reportados en la literatura [1],
asi como en sus espectros de masas, se identificaron los metabolitos secundarios
volatiles presentes en hojas y tallos de Lippia alba. La cuantificacion de los
compuestos de los AEs se realiz6 empleando la técnica de estandarizaciéon

interna, siguiendo el procedimiento descrito en la Seccion 2.6.3.

Figura 15. Perfiles cromatograficos tipicos de los AEs de L. alba, obtenidos por
MWHD: A. Quimiotipo Carvona, B. Quimiotipo Citral, C. Quimiotipo hibrido
(carvona + citral). Columna DB-5MS (60 m). Detector selectivo de masas

(El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en las Tablas 10y 11.
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Continuacion, Figura 15.
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Tabla 10. Cantidad relativa (%) de los principales componentes de los aceites

esenciales de Lippia alba (Quimiotipo Carvona), aislados por MWHD.

b

No Ix Localidad, Cantidad relativa (%)

Pico® pg.5  DB-WAX Compuesto (1] [2] 3] © e 0
1 840 1289 cis-3-Hexenol - 0.55 0.19 0.13 0.26 -
2 939 921 o-Pineno 0.07 0.09 - 0.11 0.05 0.13
3 954 965 Canfeno 0.26 0.17 0.07 0.29 0.14 0.33
4 979 1351 1-Octen-3-ol - 0.12 0.14 0.14 0.08 -
5 991 1064 -Mirceno 0.92 0.88 0.48 0.79 0.87 1.05
6 1015 994 Isobutanoato de isopentilo 0.07 0.07 - - 0.10  0.00
7 1028 1172 p-Cimeno 0.15 0.10 - 0.10 0.13 0.12
8 1034 1105 Limoneno 25.74 28.52 27.55 29.05 26.10 32.66
9 1047 1153 trans-B-Ocimeno 0.65 0.37 0.40 0.67 0.73 0.52
10 1089 1186 Terpinoleno - - - - 0.05 -
11 1093 1338 p-Cimeneno - 0.06 - - 0.00 0.06
12 1100 1453 Linalool 0.38 0.39 0.65 0.58 0.54 0.66
13 1126 1580 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.14 0.25 0.26 0.24 0.21 0.27
14 1133 1460 trans-Hidrato de pineno - - 0.07 0.07 0.06 0.06
15 1137 1350 cis-Oxido de limoneno 0.25 0.08 0.11 0.13 0.17 0.14
16 1141 1707 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol - 0.18 0.23 0.17 0.13 0.19
17 1181 1613 Borneol 0.67 0.48 0.67 0.75 0.60 0.60
18 1203 1517 cis-Dihidrocarvona 0.20 0.18 0.15 0.20 0.23 0.18
19 1211 1537 trans-Dihidrocarvona 0.16 0.19 0.10 0.23 0.15 -
20 1228 1745 trans-Carveol 0.50 0.55 0.37 0.48 0.53 0.31
21 1244 1776 cis-Carveol 0.00 0.23 0.14 0.12 024 0.22
22 1258 1653 Carvona 37.21 37.88 31.86 34.96 36.09 35.03
23 1264 1641 Piperitona 2.25 2.29 2.70 2.38 1.73  2.03
24 1270 1798 cis-Oxido de carvona 0.13 0.12 0.13 0.14 0.1 0.11
25 1278 1754 Isopiperitona 0.15 0.11 0.08 0.10 0.14  0.07
26 1284 1745 trans-Oxido de carvona 0.22 0.19 0.16 0.14 0.15 0.19
27 1291 2092 Timol 0.37 0.20 0.17 0.21 0.15 0.1
28 1335 1678 trans-Acetato de carvilo 0.12 0.15 0.13 0.13 0.16 0.14
29 1349 1842 Piperitenona 4.95 4.09 2.82 4.01 3.80 1.55
30 1357 2080 Eugenol 0.08 - 0.08 - 0.09 0.00
31 1385 1399 o-Copaeno 0.06 0.08 0.12 0.07 0.11 0.15
32 1396 1428 B-Bourboneno 0.79 1.78 1.76 1.20 116 2.34
33 1397 1496 B-Elemeno 0.83 - 1.60 0.96 0.98 -
34 1432 1483 B-llangeno 0.25 0.26 0.36 0.26 0.31 0.34
35 1436 1506 trans-B-Cariofileno 0.17 0.15 0.68 0.13 0.85 0.19
36 1444 1447 B-Gurjuneno 0.27 0.25 0.40 0.24 0.34 0.41
37 1456 1570 trans-pB-Farneseno 0.23 0.28 0.42 0.74 0.56 0.74
38 1459 1557 allo-Aromadendreno 0.11 0.15 0.20 0.14 0.16  0.17
39 1471 1580 o-Humuleno - - 0.05 - 0.07 -
40 1475 1587 y-Gurjuneno 0.37 0.38 0.53 0.36 0.43 048
41 1483 1599 y-Muuroleno 0.10 0.12 0.18 0.12 0.18 0.14
42 1486 1552 Germacreno D 0.09 0.10 0.15 0.08 0.13  0.17
43 1496 1624 Biciclosesquifelandreno 9.70 7.81 10.34 8.20 10.00 7.56
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Continuacion, Tabla 10.

44 4509 1608  Biciclogermacreno 0.67
45 1514 1667 8-Amorfeno 0.11
46 1526 1671 y-Cadineno -
47 1528 1855 Cubebol 1.05
48 1547 1680 trans-y-Bisaboleno -
49 1565 1946 trans-Nerolidol -
50 1591 1967-2043 Germacreno D-4-ol + Espatulenol 0.81
51 1600 1909 Oxido de cariofileno -
52 1613 1970 Presilfiperfolan-8-ol* 0.09
53 1630 2272 epoxi-allo-Alloaromadendreno -
54 1648 2314 trans-Asarona 0.05
55 1656 2116 a-Eudesmol 0.09
56 1670 2105 a-Cadinol -
57 1700 2284 Kusinol* 0.15

0.11

0.16

0.71
0.10

1.35
0.16
0.05
0.74
0.22
0.06
0.18
0.08
0.20
0.18
0.24

0.46
0.09

0.51
0.08

0.56

0.07
0.13
0.05
0.11
0.12
0.25

0.76
0.1

0.83
0.06

0.51

0.10

0.06

0.09

0.15

0.52
0.09
0.05

0.08

0.09

@ Numero de pico en la Figura 15 (A)
® indices de Kovats determinados experimentalmente

* Identificado tentativamente

Continuacion, Tabla 10.

b

Localidad, Cantidad relativa (%)

N —

Pico® pB-5  DB-WAX Compuesto © @ (12] ® (14)
1 840 1289 cis-3-Hexenol - 0.13 0.16 - 0.07
2 939 921 o-Pineno 0.05 0.12 0.10 0.13 0.10
3 954 965 Canfeno 0.14 0.30 0.20 0.34 0.29
4 979 1351 1-Octen-3-ol - 0.09 0.09 0.06 0.08
5 986 1241 6-Metil-5-hepten-2-ona - 0.85 0.66 0.89 0.99
6 991 1064 B-Mirceno 0.61 - - - -

7 1028 1172 p-Cimeno 0.10 0.12 0.11 0.15 0.18
8 1034 1105 Limoneno 30.89 29.97 30.85 30.17 26.16
9 1047 1153 trans-B-Ocimeno 0.54 0.34 0.61 0.63 0.61

10 1089 1186 Terpinoleno - 0.04 0.03 0.05 0.06
11 1093 1338 p-Cimeneno - 0.05 0.00 - 0.04
12 1100 1453 Linalool 0.51 0.58 0.69 0.59 0.36
13 1126 1580 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.15 0.34 0.19 0.20 0.25
14 1133 1460 trans-Hidrato de pineno - 0.06 0.05 0.06 0.07
15 1137 1350 cis-Oxido de limoneno 0.12 0.18 0.15 0.16 0.21
16 1141 1707 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.11 0.20 0.13 0.12 0.12
17 1181 1613 Borneol 0.45 0.76 0.64 0.73 0.80
18 1203 1517 cis-Dihidrocarvona 0.19 0.11 0.17 0.22 040
19 1211 1537 trans-Dihidrocarvona 0.20 0.07 0.16 0.26 0.46

20 1228 1745 trans-Carveol 0.60 0.73 0.63 0.56 0.93

21 1244 1776 cis-Carveol 0.94 - - 0.26 -

22 1258 1653 Carvona 32.13 41.88 38.89 34.34 42.19

23 1264 1641 Pipqritona 3.18 3.34 3.58 2.54 2.92

24 1270 1798 cis-Oxido de carvona 0.12 0.26 0.20 0.16 0.29
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Continuacion, Tabla 10.

25

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

1278

1284
1291
1335
1349
1357
1385
1396
1397
1432
1436
1444
1456
1459
1471
1475
1483
1486
1496
1509
1514
1528
1547
1591
1600
1613
1630
1648
1656
1670
1700

1754

1745
2092
1678
1842
2080
1399
1428
1496
1483
1506
1447
1570
1557
1580
1587
1599
1552
1624
1608
1667
1855
1680
1967-2043
1909
1970
2272
2314
2116
2105
2284

Isopiperitona
trans-Oxido de carvona
Timol

trans-Acetato de carvilo
Piperitenona

Eugenol

a-Copaeno
B-Bourboneno
B-Elemeno

B-llangeno
trans-p-Cariofileno
B-Gurjuneno
trans-p-Farneseno
allo-Aromadendreno
oa-Humuleno
y-Gurjuneno
y-Muuroleno
Germacreno D
Biciclosesquifelandreno
Biciclogermacreno
8-Amorfeno

Cubebol
trans-y-Bisaboleno

Germacreno D-4-ol + Espatulenol

Oxido de cariofileno
Presilfiperfolan-8-ol*

epoxi-allo-Alloaromadendreno

trans-Asarona
a-Eudesmol
a-Cadinol
Kusinol*

0.10

0.13
0.28
0.08
4.40
0.09
0.07
1.73

0.20
0.39
0.22
0.20
0.10
0.00
0.32
0.09
0.09
7.96
0.45
0.11
1.14
0.07
0.62
0.11

0.09
0.13
0.07
0.09
0.30

0.14

0.22
0.19
0.20
5.57
0.05
0.13
2.40
0.05
0.28
0.23
0.33
0.31
0.18
0.04
0.30
0.11
0.07
6.01
0.54
0.17
0.76
0.08
0.32
0.08

0.10
0.05

0.42

0.11

0.14
0.08
0.05
3.74
0.06
0.21
2.99
0.08
0.48
0.30
0.54
0.74

0.03
0.65
0.15
0.18
13.62
1.17
0.63
0.94
0.18
0.24

0.20

0.25
0.28
0.17
6.76
0.13
0.07
1.49

0.26
0.19
0.26
0.31
0.13

0.33
0.09
0.08
8.63
0.88
0.23
0.48
0.00
0.31

0.05

0.36

@ Numero de pico en la Figura 15 (A)

® indices de Kovats determinados experimentalmente

*Identificado tentativamente
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Tabla 11. Cantidad relativa (%) de los principales componentes de los aceites

esenciales de Lippia alba (Quimiotipo Citral), aislados por MWHD.

b

li Localidad, Cantidad relativa (%)

NO

Pico® DB-5 DB-WAX Compuesto e e @
1 840 1289 cis-3-Hexenol 0.11 0.05 -
2 939 921 a-Pineno 0.13 0.13 0.15
3 954 965 Canfeno 0.25 0.05 -
4 979 1351 1-Octen-3-ol 0.12 0.18 -
5 986 1241 6-Metil-5-hepten-2-ona 1.74 3.79 5.22
6 991 1064 B-Mirceno 0.65 0.08 0.07
7 992 1365 6-Metil-5-hepten-2-ol - 0.13 0.19
8 1009 1066 o-Felandreno 0.43 0.22 0.09
9 1015 994 Isobutanoato de isopentilo 0.07 0.07 0.07
10 1028 1172 p-Cimeno - 0.08 0.13
11 1034 1105 Limoneno 20.76 3.27 3.24
12 1036 1111 B-Felandreno - 0.08 0.07
13 1047 1153 trans-B-Ocimeno 0.42 0.38 0.28
14 1089 1186 Terpinoleno 0.05 - -
15 1092 1303 Rosafurano 0.08 0.21 0.36
16 1100 1453 Linalool 0.59 1.70 1.82
17 1126 1580 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.13 - -
18 1128 1491 exo-Fenchol - 0.08 -
19 1137 1350 cis-Oxido de limoneno 0.07 - -
20 1141 1707 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.07 - -
21 1154 1381 Citronelal 0.28 0.69 0.68
22 1162 1449 cis-Crisantenol 0.12 0.46 0.54
23 1171 1509 Epoéxido de rosafurano 0.1 0.33 0.94
24 1181 1613 Borneol 0.57 0.76 0.79
25 1203 1517 cis-Dihidrocarvona 0.35 - -
26 1211 1537 trans-Dihidrocarvona 0.30 - -
27 1224 1673 Citronelol - - 0.10
28 1228 1745 trans-Carveol 0.56 - -
29 1231 1708 Nerol 0.68 3.46 2.28
30 1236 1719 Isogeraniol 0.13 0.25 0.41
31 1248 1589 Neral 9.60 19.96 20.67
32 1252 1755 Geraniol - 4.81 5.53
33 1258 1653 Carvona 23.43 - -
34 1264 1641 Piperitona 0.98 - 0.09
35 1275 1643 Geranial 9.60 25.44 26.75
36 1278 1754 Isopiperitona 0.14 - -
37 1284 1745 trans-Oxido de carvona 0.10 - -
38 1291 2092 Timol 0.13 - -
39 1349 1842 Piperitenona 2.07 - -
40 1357 2080 Eugenol 0.19 0.40 0.28
41 1379 1662 Acetato de geranilo 0.33 1.39 0.60
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Continuacion, Figura 11.

42 1385 1399 a-Copaeno 0.10 - -
43 1397 1496 B-Elemeno 1.58 1.12 0.78
44 1432 1483 B-llangeno 0.20 - -
45 1436 1506 trans-B-Cariofileno 222 6.71 5.46
46 1444 1447 B-Gurjuneno 0.22 - -
47 1447 1498 o-Guaieno 1.18 1.56 1.42
48 1456 1570 trans-B-Farneseno 0.19 0.12 0.07
49 1459 1557 allo-Aromadendreno 0.09 0- -
50 1471 1580 o-Humuleno 0.50 215 1.64
51 1475 1587 y-Gurjuneno 0.32 0.11 0.10
52 1483 1599 y-Muuroleno 0.08 - -
53 1486 1552 Germacreno D 0.12 0.13 -
54 1496 1624 Biciclosesquifelandreno 7.43 2.73 1.54
55 1508 1633 Isobutanoato de geranilo - - 0.59
56 1509 1608 Biciclogermacreno 0.67 0.65 -
57 1515 1627 a-Bulneseno 0.77 1.07 0.80
58 1528 1855 Cubebol 0.40 0.22 0.20
59 1547 1680 trans-y-Bisaboleno 0.12 0.39 0.34
60 1565 1946 trans-Nerolidol 0.04 0.12 0.10
61 1586 1895 Sesquiterpenol, C15H260 0.10 0.15 0.20
62 1591 1967-2043 Germacreno D-4-ol + espatulenol 0.30 0.17 0.14
63 1600 1909 Oxido de cariofileno 0.35 1.70 2.19
64 1613 1970 Presilfiperfolan-8-ol* 0.04 0.13 0.11
65 1616 1626 cis-Bisabolol-11-ol - 0.07 0.07
66 1628 1964 Epoxido de humuleno I - 0.26 0.54
67 1630 2272 epoxi-allo-Alloaromadendreno 0.12 0.19 -
68 1648 2314 trans-Asarona - 0.10 0.09
69 1700 2284 Kusinol* 0.08 - -

@ Numero de pico en la Figura 15 (B y C)

® indices de Kovats determinados experimentalmente

* |dentificado tentativamente

En general, la composicién quimica de los AEs de Lippia alba extraidos por
MWHD de las plantas provenientes de las 14 regiones de Colombia (Tabla 9),
presentd una variacién apreciable respecto a los principales compuestos en cada
una de las regiones. Para el caso de Puerto Berrio (Antioquia), Bucaramanga
(Santander), Cali y Palmira (Valle del Cauca), Cubara (Boyaca), Anolaima
(Cundinamarca), Flandes (Tolima), Armenia (Quindio), Bolivar y Suaita

(Santander) y San Martin (Cesar), la carvona (31-42%%) fue el componente

80



mayoritario en todos los aceites, seguido del limoneno (25-32%), el

biciclosesquifelandreno (7-10%), la piperitenona (1-5%) y la piperitona (1-3%).

Para las plantas provenientes de Turbaco y Colorado (Bolivar), y Saravena
(Arauca), el geranial (9-27%) y el neral (9-21%) fueron los principales metabolitos
encontrados en los AEs de Lippia alba, seguidos del limoneno (3-26%), geraniol
(4-5%), trans-B-cariofileno (2-6%), y biciclosesquifelandreno (1-7%). Sin embargo,
el AE extraido de plantas cultivadas en Saravena tenia una alta cantidad de la
carvona (23%), el cual no es un metabolito comun en los AEs de quimiotipo citral
aislados de las plantas provenientes de Turbaco y Colorado. De igual forma, en
comparacion con los aceites aislados de plantas de Turbaco y Colorado, el AE
extraido de las plantas de Lippia alba de Saravena presenté una mayor cantidad
de limoneno, y mas baja de neral y geranial, lo que se aprecia mas claramente en

la Figura 16.
Esta variabilidad en la composicién quimica pudo estar influenciada por diversos

factores, tales como la temperatura, altitud, condiciones de cultivo, suelo, origen y

edad de la planta, asi como por cambios de tipo genético [90, 91, 110].
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Figura 16. Compuestos mayoritarios en los AEs de Lippia alba, obtenidos por

MWHD, de plantas cultivadas en Saravena, Colorado y Turbaco.
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En cuanto a los efectos de tipo genético, cabe sefialar que la biosintesis de los
compuestos volatiles esta dada por enzimas especificas; para el caso de los
terpenos, estas enzimas se denominan “terpene synthases”, e.g. linalool synthase
(LIS), la cual es responsable por la sintesis del linalool. Estas enzimas son
codificadas por un gran numero de genes, que estan relacionados
estructuralmente. Asi como las “terpene synthases”, también existen las mono, di,
y sesqui-terpen synthases, encargadas de la sintesis de los correspondientes
terpenos. Teniendo en cuenta que las plantas analizadas pertenecen a la misma

especie, se supone que la informacion genética de éstas sea la misma. Sin
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embargo, se han encontrado variaciones en la composicion quimica de los
metabolitos secundarios entre plantas de la misma especie; un ejemplo es la C.
breweri para la cual, algunas plantas emiten tanto eugenol como metil eugenol,
mientras que otras emiten unicamente eugenol [24]. Esto indica que las plantas
que emiten metil eugenol expresan el gen que codifica la enzima eugenol
methyltransferase, la cual convierte el eugenol a metil eugenol, mientras que la
planta que no emite metil eugenol, no expresa este gen [24,50]. Particularmente,
la variacion en la composicion quimica observada en las plantas de Lippia alba
analizadas, indica, que a pesar de que estas plantas sean de la misma familia y
presenten la misma informacion genética, no todas expresan los mismos genes
encargados de codificar las enzimas que generan los terpenos caracteristicos.
Esto esta directamente relacionado con las condiciones geogréficas, de cultivo y
de crecimiento de cada planta, puesto que cada una de éstas responde a las
necesidades particulares, conduciendo a la activacion o desactivaciéon de las

respectivas enzimas [4, 24, 113].

De acuerdo con lo anterior, se concluye que la especie Lippia alba colombiana
presenta tres quimiotipos, a saber: carvona [108, 109], citral y un quimiotipo
“mixto” o hibrido, no descrito previamente en la literatura, que se destaca por el
alto contenido de la carvona y del citral (neral + geranial). En la Tabla 12, se
comparan los principales compuestos encontrados en el aceite esencial de Lippia
alba cultivada en Colombia y en otros paises, a saber: Cuba [85, 86] y 4
localidades de Antillas Francesas (Bourbeyre, Capesterre, St. Pierre y Cayenne)
[44].
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Tabla 12. Composicion quimica de los aceites esenciales de Lippia alba,

provenientes de diferentes lugares geograficos.

Cantidad relativa, %

Compuestos Colombia Antillas Francesas Cuba
mayoritarios St.
1 2 3 Gourbeyre Capesterre . Cayenne
Pierre
B-Mirceno 0.79 0.08 0.65 4.0 6.5 - 3.0 0.3
p-Cimeno 0.10 0.08 - 2.6 5.6 - - -
trans-B-Ocimeno 0.67 0.38 0.42 6.3 13.3 - - -

Limoneno 29.05 3.27
Linalool
Neral - 19.96 9.60

Carvona - 23.43 - - - 51-57
Piperitona 2.38 - 0.98 0.8-1.2

Geranial = 25.44 9.60 20.8 9.1 = 0.1
Piperitenona 4.01 - 2.07 - 9.2 . . 1-2
trans-B-Cariofileno 0.13 6.71 2.22 3.7 - - - 0.1-0.2
Biciclosesquifelandreno 8.20 2.73 7.43 - - - - 4-7

1-Quimiotipo Carvona; 2-Quimiotipo Citral; 3-Quimiotipo hibrido (citral + carvona).

El aceite esencial de Cuba se extrajo de las partes aéreas de la planta (hojas,
tallos y flores), secas y molidas, empleando la hidrodestilacion durante 3 horas. En
Antillas francesas, también se emplearon las partes aéreas de las plantas secas
recolectadas en las 4 localidades, y la extraccion se llevo a cabo por el método de
hidrodestilacion, empleando un equipo tipo Clevenger. Los rendimientos
alcanzados para cada uno de los AEs de estas 4 localidades fueron: 0.6%
(Gourbeyre), 0.2% (Capesterre), 0.8% (Cayenne) y 1.6% (St. Pierre). En el
presente trabajo, se emplearon hojas y tallos picados en trozos de 1-2 cm, y como
método de extraccion se emple6 MWHD durante 40 min. Los rendimientos
obtenidos para Bucaramanga, Colorado y Saravena fueron: 0.43, 0.30 y 0.36%,

respectivamente.
Es evidente la marcada variabilidad en la composicion quimica de los diferentes

aceites esenciales extraidos en Colombia, Antillas Francesas y Cuba. Sin

embargo, se observa la presencia de metabolitos comunes tales como el
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B-mirceno para todos los casos, exceptuando la localidad de St. Pierre (Antillas
Francesas). Las plantas cultivadas en Bucaramanga y Saravena (Colombia),
Cayenne (Antillas Francesas) y Cuba se caracterizaron por el alto contenido de la
carvona. De igual forma, el limoneno se presentd en altas concentraciones en las
plantas cultivadas en Bucaramanga y Saravena (Colombia), Cayenne (Antillas
Francesas), Cuba y, para el caso de St. Pierre (Antillas Francesas), fue el
metabolito mayoritario. El neral y geranial, por su parte, predominaron en la
composicion quimica del AE extraido de Lippia alba cultivada en Gouyerbe
(Antillas Francesas) y, en menor proporcion, en las plantas de Saravena
(Colombia).

Los datos obtenidos ilustran las diferencias en la composicion quimica de los AEs
de Lippia alba, lo cual corrobor6 una vez mas la marcada dependencia de ésta del
origen geografico y de la edad de la planta, las condiciones de cultivo, y algunos

otros factores de tipo geobotanica y, posiblemente, genético [89, 91, 110].

3.1.3 Andlisis de componentes principales (PCA) de los AEs de L. alba,
extraidos por MWHD de plantas provenientes de diferentes regiones de

Colombia

Para establecer las comparaciones entre los aceites esenciales de Lippia alba
obtenidos por MWHD, de las plantas provenientes de 14 regiones de Colombia, se
realizé el analisis de componentes principales (PCA, STATISTICA Version 6.0,
StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

El resultado de aplicar PCA a los AEs de Lippia alba de plantas de diferentes
regiones de Colombia, indica que mas del 60% de la informacion de las Tablas 10
y 11, puede ser representada por un subespacio de dos coordenadas
(componentes principales), construido con base en las combinaciones lineales de

los porcentajes de los componentes presentes en los diferentes AEs (Véase
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Figura 17). El Factor 1 involucra el 54% de la informacion y esta representado
basicamente por monoterpenos oxigenados (i.e. geranial, neral, citronelal y
carvona). Por el contrario, el Factor 2 constituye el 9% de la informacién, y esta
caracterizado principalmente por monoterpenos (i.e. p-cimeno, a-pineno,

terpinoleno).

Figura 17. Anadlisis de componentes principales (PCA) de los compuestos
presentes en los AEs de L. alba, aislados por MWHD, de plantas provenientes de
14 regiones de Colombia. A. Quimiotipo Carvona; B. Quimiotipo Hibrido (carvona
+ citral); C. Quimiotipo Citral.
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De acuerdo con la Figura 17, se observa la existencia de tres quimiotipos; A.
Hallado en los departamentos de Antioquia, Santander, Valle del Cauca, Boyaca,
Cundinamarca, Tolima, Quindio y Cesar se caracterizdé por un alto contenido de
carvona (37%), limoneno (32%), biciclosesquifelandreno (10%) y piperitenona
(5%); C. Encontrado en los municipios de Colorado y Turbaco (Bolivar) se destaco

por su alto contenido de geranial (27%), neral (21%) y trans-B-cariofileno (6%); B.
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Presente en el departamento de Arauca, fue rico en carvona (23%), limoneno
(21%), y citral, i.e. neral (9.6%) y geranial (9.6%). Este ultimo es un quimiotipo
hibrido (B), entre los quimiotipos carvona (A), y citral (C), no descrito previamente
[44].

3.2 ACEITES ESENCIALES OBTENIDOS DE HOJAS JOVENES Y MADURAS
DE DOS QUIMIOTIPOS DE Lippia alba

3.2.1 Rendimiento de los aceites esenciales

En la Tabla 13 se registran los rendimientos obtenidos de AEs (% p/p) de las
hojas jovenes y maduras de Lippia alba, de dos quimiotipos; i.e. citral (neral +
geranial) y carvona. Se observa que, independientemente del quimiotipo
analizado, se alcanza un poco mas alto rendimiento del aceite esencial de hojas

jévenes, que de las hojas maduras.

Tabla 13. Rendimiento de los AEs de L. alba, extraidos por MWHD, de hojas

jévenes y maduras.

Hojas  Quimiotipo Rendimiento, (% p/p)

Carvona 0.53 £ 0.01
Jovenes i

Citral 0.50+0.03

Carvona 0.45+£0.02
Maduras

Citral 0.38 £ 0.02

Las hojas constituyen una de las partes mas importantes de las plantas, puesto
que son las encargadas de realizar mas intensamente la fotosintesis, proceso,
mediante el cual las plantas capturan y utilizan la energia luminica para
transformar la materia inorganica de su medio externo, mediante una serie de
reacciones quimicas, en materia organica que utilizan para su desarrollo [4, 113].

La fotosintesis es un proceso fisiolégico que esta influenciado por factores
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abidticos, tales como temperatura, humedad y luz, entre otros [94,113], Este
proceso, hace parte del metabolismo primario de las plantas, pero se relaciona
también con la biosintesis de los metabolitos secundarios volatiles. Se ha
encontrado que la sintesis de los compuestos volatiles se acelera
proporcionalmente con la temperatura [113]. De esta manera, es posible afirmar,
que las hojas jovenes, las cuales se encuentran expuestas a una mayor cantidad
de luz solar, presentan una mayor produccién de metabolitos secundarios
volatiles, mientras que las hojas maduras, son “cubiertas” por las hojas jévenes,
que disminuyen la intensidad luminica que inside sobre ellas, lo cual se ve
reflejado en los rendimientos de metabolitos secundarios volatiles alcanzados,
(Véase Tabla 13). Sin embargo, para que esta hipotesis sea valida, se requiere
realizar una comparacion de los rendimientos de AEs de hojas jévenes y maduras
recolectadas en horas de la noche, o en condiciones de “estrés luminico” en

donde se reduce o se elimina el factor de la luz.

3.2.2 Caracterizacion quimica de los AEs de Lippia alba, extraidos de hojas

jovenes y maduras por GC-MS

Con el propésito de verificar si existe alguna variacién tanto cualitativa como
cuantitativa, en la composicion quimica de los AEs extraidos de hojas jévenes y
maduras de dos quimiotipos de Lippia alba, se siguié el procedimiento descrito en

la Seccién 2.3.1 de la Parte Experimental.

e Quimiotipo Carvona

En la Figura 18 se observan los perfiles cromatograficos obtenidos de los AEs de
Lippia alba de hojas jovenes y maduras. En la Tabla 14 se registran los
componentes mayoritarios aislados e identificados por GC-MS segun el orden de
elucién en la columna DB-5MS, junto con sus indices de retencion, olores

caracteristicos y concentraciones (ug analito’kg de M.V.) determinadas utilizando
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estandarizacion interna. Mas de 40 sustancias en cantidades relativas >0.10% se

encontraron en los AEs.

Figura 18. Perfiles cromatograficos tipicos de los AEs obtenidos por MWHD. A.

Hojas jovenes; B. Hojas maduras, de Lippia alba, quimiotipo Carvona. Columna
DB-5MS (60 m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de los

compuestos se reporta en la Tabla 14.
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Tabla 14. Concentracién (ug analito/kg de M.V.) de los principales componentes

en los AEs aislados por MWHD de Lippia alba, quimiotipo Carvona, obtenidos de

hojas jovenes y maduras.

Concentracion, ug/ kg de M.V."

Olor

N° Pico Compuesto Edad de las hojas ic
Fig. 18 Caracteristico
DB-5MS DB-WAX Jovenes Maduras

1 881 1122 2-Metil butil acetato 1160 -

2 939 1019 a-Pineno 910 710 Pino, mentolado

3 954 1062 Canfeno 3130 2000 Ligero, alcanforado

4 979 1453 1-Octen-3-ol 840 - Frutal, herbaceo

5 991 1164 B-Mirceno 6420 5360 Herbaceo

6 1005 1319 (3Z)-Acetato de hexenilo 980 470

7 1009 1681 Verbeneno - 800

8 1038 1202 Limoneno 230980 208090 Citrico, frutal

9 1050 1252 trans-$-Ocimeno 7580 5240 Dulce, herbaceo

10 1101 1550 Linalool 5000 2890 Floral, dulce

11 1127 1637 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1040 1220

12 1139 1453 cis-Oxido de limoneno 1400 1000 Frutal

13 1142 1948 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 710 730 Alcanforado

14 1181 1716 Borneol 6270 4220 Dulce

15 12,04 1621 cis-Dihidrocarvona 1180 4110 A madera

16 1212 1641 trans-Dihidrocarvona 1840 3890 A alcaravea

17 1228 2001 Monoterpeno, CioHqe - 1380

18 1229 1845 trans-Carveol 3290 1470 Mentolado

19 1244 1876 cis-Carveol - 1760 Picante

20 1259 1756 Carvona 241180 234530 A hierba fresca

21 1264 1748 trans-Epodxido de piperitona 3910 3760

22 1266 1746 Piperitona 14800 15040 Mentolado

23 1277 1860 Isopiperitenona 960 780

24 1282 1851 trans-Oxido de carvona 800 890

25 1292 2287 Timol 1560 1600 Medicinal, agradable

26 1336 1965 trans-Acetato de carvilo 1110 780 Herbaceo

27 1350 1948 Piperitenona 34420 33160

28 1396 1529 B-Bourboneno 6110 9360 Herbaceo

29 1398 1599 B-Elemeno 10420 10290 Herbaceo, fresco

30 1432 1586 B-Cedreno 1670 2270

31 1435 1610 trans-B-Cariofileno 1040 1200 A madera

32 1444 1679 B-Copaeno 1490 2160

33 1456 1671 tans-p-Farneseno 6910 7360 Citrico, verde

34 1458 1662 allo-Aromadendreno 890 1270

35 1475 1741 y-Gurjuneno 2470 3220

36 1483 1692 y-Muuroleno - 930

37 1496 1728 Biciclosesquifelandreno 71560 80780

38 1509 1708 Biciclogermacreno 3760 470

39 1515 1656 y-Cadineno - 4360

40 1528 1957 Cubebol 3020 710
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Continuacion. Tabla 14.

42 1546 1782 cis-a-Bisaboleno 1530 800
43 1590 2069 Germacreno D-4-ol 3690 3840
44 1699 2231 Kusinol* 800 1220

2 indices de Kovats determinados experimentalmente
® Promedio de tres extracciones independientes, n=3
°[12, 27, 60, 121]

* |dentificado tentativamente

Los principales componentes presentes en los AEs de Lippia alba, extraidos de
hojas jovenes y maduras fueron: la carvona (30-32%), el limoneno (28-30%), el

biciclosesquifelandreno (9-11%), la piperitenona (4-5%) y la piperitona (1-2%).

De acuerdo con los compuestos identificados en los aceites esenciales de L. alba,
de hojas jovenes y maduras, se observo que la composicion quimica fue muy
similar. Se presentd un aumento en la fraccion sesquiterpénica (i.e. y-muuroleno y
y-cadineno), como también en la fraccidon de monoterpenos oxigenados (i.e. cis-

carveol) en los AEs extraidos de hojas maduras.

Cuantitativamente, se observd un ligero aumento en la concentracion de
metabolitos tales como la carvona, el limoneno y la piperitenona en las hojas
jévenes; mientras que en las hojas maduras, la piperitona y el
biciclosesquifelandreno, se encontraron en mayor proporcion. Este

comportamiento se aprecia en la Figura 19.
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Figura 19. Principales compuestos presentes en los AEs de Lippia alba, obtenidos
por MWHD, de hojas jévenes (HJ) y maduras (HM), quimiotipo Carvona.
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Estos resultados indican que los aceites esenciales de Lippia alba, extraidos de

hojas jovenes y hojas maduras, presentan los componentes mayoritarios en
concentraciones similares. En hojas jovenes, el limoneno (230980 pg/kg de M.V.),
la carvona (241180 ng/kg de M.V.) y la piperitenona (34420 pg/kg de M.V.) se
presentaron en mayor proporcion que en las hojas maduras. Sin embargo, para
estas ultimas, la piperitona (15040 ug/kg de M.V.) y el biciclosesquifelandreno
(80780 pg/kg de M.V.) estuvieron en mayor concentracion en comparacion con las
hojas jovenes. En este sentido, si se desea obtener el AE de Lippia alba con la
mayor concentracion de carvona, metabolito de interés por sus aplicaciones en la

industria farmacéutica y cosmética, no es necesario que las hojas alcancen cierto
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grado de madurez para realizar la extraccion, puesto que la edad no influye

significativamente en la concentracién de este compuesto.

e Quimiotipo Citral

En la Figura 20 se observan los perfiles cromatograficos obtenidos de los AEs de
Lippia alba de hojas jovenes y maduras. En la Tabla 15 se registran los
componentes mayoritarios aislados e identificados por GC-MS segun el orden de
elusion en la columna DB-5MS, junto con sus indices de retencion, olores
caracteristicos y concentraciones determinadas empleando estandarizacion
interna. Mas de 40 sustancias en cantidades relativas >0.10% se encontraron en
los AEs.

Figura 20. Perfiles cromatograficos tipicos de los AEs de L. alba, obtenidos por
MWHD. A. Hojas jovenes; B. Hojas maduras; quimiotipo Citral. Columna DB-5MS
(60 m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de los

compuestos se reporta en la Tabla 15.
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Tabla 15. Concentracion (ug de analito/lkg de M.V.) de los principales
componentes de los AEs de Lippia alba, aislados por MWHD, de hojas jovenes y

maduras (quimiotipo Citral).

Concentracion, pg/ kg de M.V."

Ne Ik® Olor

COMPUESTO Edad de las hojas
Pico
Fig. 20 DB-5MS  DB-WAX Jévenes Maduras Caracteristico®

1 939 1019 o-Pineno 1410 990 A pino, menta

2 979 1453 1-Octen-3-ol 2820 1340 Frutal, herbaceo

3 986 1340 6-Metil-5-hepten-2-ona 13310 11010 Herbaceo

4 1003 1319 (3E)-Acetato de hexenilo 960 -

5 1008 1164 a-Felandreno 1570 - Citrico, frutal

6 1033 1198 Limoneno 28320 16530

7 1046 1252 trans-p-Ocimeno 3890 2150 Dulce, herbaceo

8 1100 1550 Linalool 11650 9840 Floral, dulce

9 1141 1391 (3Z)-Isobutanoato de hexenilo 980 -

10 1144 1521 epi-Fotocitral A + C4oH160 2240 -

1 1144 1490 cis/cis-Fotocitral + epi-Fotocitral - 2820

12 1153 1483/1515 Citronelal + Fotocitral A 3580 -

13 1153 1483 Citronelal - 5370 Notas de limén

14 1162 1548 trans-Verbenol 9780 11010

15 1180 1577 cis-Crisantenol 11950 13850

16 1230 1808 Nerol 10940 5861 Ligero a fruta

17 1246 1695 Neral 146330 173420 Floral

18 1259 1855 Geraniol 114500 58630 Suave, floral

19 1277 1747 Geranial 191570 212570 Rosa
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Continuacion, Tabla 15.

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1337
1348
1348
1358
1374
1379
1390
1391
1398
1436
1497
1456
1471
1475
1495
1507
1507
1513
1546
1547
1567
1585
1599
1628
1648
1670
2116

1898

1948
1735
2046
1764
1428
1599
1599
1612
1602
1671
1686
1662
1726
1817
1817
1731
1685
1783
2044
1913
2014
2071
2314
1949
2313

N.I.

Nerolato de etilo
Piperitenona

Acetato de nerilo

N.I.

Acetato de geranilo
B-Bourboneno

Isémero de B-Elemeno
B-Elemeno
trans—B-Cariofileno
a-Guaieno
trans—3-Farneseno
o-Humuleno
allo-Aromadendreno
Biciclosesquifelandreno
Isobutanoato de geranilo
Isobutanoato de geranilo + Biciclogermacreno
a-Bulneseno
Sesquiterpenoide, C1sH60
trans—y-Bisaboleno
trans-Nerolidol

Globulo

Oxido de cariofileno
Epoxido de humuleno I
trans-Asarona

N.I.

Terpenoide, C1gH2602

2125
3310
1340
45610

1300
16800
46620
6930
3560
14610

18120

4030
5230

7700

7430

1140

920

1520

1210
2730

3110
2300
26780
1100

14340
42800
7290
2350
13380
760
14430
4250

4450
7900

1880
920
16950
2660
1160
1270

Herbaceo

Herbaceo, fresco
A madera
A madera

Citrico, verde

Ligeramente dulce

2 indices de Kovats determinados experimentalmente

® Promedio de tres extracciones independientes, n=3
°[58, 60, 121]

N.I. No identificado

La composicién quimica de los aceites esenciales obtenidos de hojas jévenes y

maduras presentd una variacion tanto cualitativa como cuantitativa. En hojas

jévenes se encontré una mayor acumulacidon de monoterpenos oxigenados, e.g.

(32)-acetato de hexenilo, epi-fotocitral A y citronelal, y de sesquiterpenos, e.g.

biciclosesquifelandreno. Por otra parte, en hojas maduras se observd una mayor

concentracion de sesquiterpenos oxigenados, i.e. C1sH260, y trans-nerolidol.
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Los principales metabolitos secundarios volatiles identificados tanto en hojas

jévenes como en maduras, fueron: geranial (23-28%), neral (19-22%), geraniol (9-

13%), acetato de geranilo (3-5%), trans-p-cariofileno (5-6%) y limoneno (2-3%).

Los dos primeros fueron los principales constituyentes de las hojas maduras,

mientras que los cuatro ultimos se presentaron en mayor concentracion en hojas

jévenes. En la Figura 21, se observan los principales metabolitos presentes en

hojas jovenes y maduras del aceite esencial de L. alba (quimiotipo Citral).

Figura 21. Principales compuestos presentes en los AEs de Lippia alba, obtenidos

por MWHD, de hojas jévenes (HJ) y maduras (HM), quimiotipo Citral.
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En la Figura 21 se observa que los aceites esenciales de Lippia alba, obtenidos
de hojas jovenes y maduras, contienen los componentes principales en
concentraciones diferentes. Se encontrd, que el AE extraido de hojas jévenes
presentd una mayor concentracion de geraniol (114500 ug/kg de M.V.), acetato de
geranilo (45610 ng/kg de M.V.), trans-p-cariofileno (46620 pg/kg de M.V.) y
limoneno (28320 ug/kg de M.V.), mientras que el geranial (212570 ug/kg de M.V.)
y neral (173420 pg/kg de M.V.), (citral) se hallaron en mayor cantidad en el AE
obtenido de hojas maduras. Estos resultados indican que si se desea obtener el
AE con mayor concentracion de citral (neral + geranial), compuesto de interés en
la industria farmacéutica, de fragancias y sabores [66], es necesario, que las hojas
de la planta alcancen cierta madurez, para lograr asi una mayor acumulacion de

citral.

Al comparar los resultados obtenidos de los AEs extraidos de hojas jévenes y
maduras para los dos quimiotipos analizados, se observo que el rendimiento de
AE fue mayor al emplear hojas jovenes (Véase Tabla 13). Sin embargo, esto no
mostré una relacion directa con la concentraciéon de los metabolitos de interés,
tales como la carvona y el citral. Particularmente, el AE extraido de Lippia alba,
quimiotipo Carvona, no exhibié una diferencia marcada entre la concentracion de
este analito al variar la edad de las hojas. Por el contrario, el AE correspondiente
al quimiotipo Citral presenté una mayor concentracion de este metabolito en hojas
maduras, donde el rendimiento fue menor. Para este ultimo caso, es
recomendable realizar la recoleccion del material vegetal una vez la planta haya
alcanzado un nivel de maduracion apropiado, es decir, aproximadamente 2 meses

después de su siembra.

La variabilidad en la concentracion de los principales metabolitos volatiles, en los
dos quimiotipos analizados de Lippia alba, se debe, posiblemente, a dos factores,
a saber: genético y biolégico. Para el primer caso, la expresion de los genes se ve

afectada por la edad de las hojas; para el quimiotipo Citral, el gen que codifica la
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enzima encargada de sintetizar el citral, se expresa con mayor pronunciacion en
las hojas maduras. Por el contrario, en el quimiotipo Carvona, la expresion del gen
que sintetiza este compuesto, se mantiene aproximadamente constante durante el
desarrollo de la planta. Biologicamente, los metabolitos que sintetizan las plantas,
pueden ser utilizados, liberados o almacenados; particularmente, la especie Lippia
alba, caracterizada por el alto contenido de citral, al parecer, tiende a almacenar
este metabolito a lo largo de su desarrollo; mientras que la especie rica en
carvona, al mismo tiempo que sintetiza este compuesto, o emplea para su
desarrollo metabdlico [4, 94, 113]. Lo anterior se ve reflejado en los resultados

reportados en las Tablas 14 y 15.

Por otra parte, se encontré que para los dos quimiotipos de la especie Lippia alba,
se hallaron metabolitos comunes, a saber. «-pineno, limoneno,
biciclosesquifelandreno y bicilogermacreno, entre otros. Esto se debe a que la
combinacion de los metabolitos secundarios en las plantas de géneros afines,
pueden contener los mismos compuestos volatiles [4]. Sin embargo, la variabilidad
en las cantidades de cada uno de estos compuestos se puede explicar,
probablemente, porque a nivel del organismo individual, las cantidades de
productos del metabolismo secundario varian con la edad de la planta (en las

mismas condiciones de cultivo y crecimiento).

3.2.3 Relacion estructura-olor

Para que un compuesto emita un olor detectable, se requiere que éste sea volatil a
temperatura ambiente, propiedad que presentan los terpenos, los cuales se
caracterizan por emanar fragancias particulares y generalmente agradables, razén
por la cual son apetecidos y aprovechados en las industrias de fragancias y

cosmeéticos [93, 116].
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En las ultimas seis décadas se han adelantado investigaciones con el propésito de
establecer una relacion entre el olor de los compuestos y su estructura. Sin
embargo, esto no ha sido una tarea facil, ya que las teorias propuestas sobre esta
relacion generan controversia y, ademas, se ha encontrado que moléculas de
diferentes estructuras pueden presentar olores similares, un ejemplo es el sabor
amargo de almendra, el cual esta constituido por mas de 75 moléculas, todas ellas
de diferente estructura. Asi mismo, se ha observado que pequefios cambios en la
estructura de una molécula pueden generar un completo cambio en su olor, tal es
el caso de los isdbmeros R- y S-carvona, los cuales presentan olores diferentes
[115, 116, 121]. Ademas, la presencia de ciertos grupos funcionales como
aldehidos, carbonilos, ésteres y éteres se relacionan frecuentemente con un
particular olor [12, 27, 115], como se observa en los terpenos identificados en las

esencias extraidas de Lippia alba (Véase Tablas 14 y 15).

3.3 EXTRACCION DE AEs DE Lippia alba MEDIANTE DESTILACION
VAPOR/AGUA

Las plantas aromaticas son fuente de aceites esenciales, productos de alto valor
agregado, empleados diariamente como aditivos alimenticios, agentes del
“flavour”, fragancias, en industria farmacéutica, como colorantes, entre otros. El
uso de estas plantas, a lo largo de la historia, ha conducido a la busqueda de
métodos de extraccion de aceites esenciales que ofrezcan ventajas en cuanto a la
eficiencia de extraccién y calidad del aceite obtenido [69]. Por esta razén, en esta
seccion del proyecto, se evaluo la influencia del material de fabricacién de dos
destiladores semi-industriales, i.e. cobre y acero inoxidable, en la composicion
quimica de los AEs extraidos de hojas de Lippia alba. Para esto, se siguieron los

procedimientos descritos en las Secciones 2.3.2 y 2.5 de la Parte Experimental.

En la Tabla 16 se presentan los tiempos de extraccion y rendimientos obtenidos

para cada una de las extracciones realizadas, empleando destiladores semi-
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industriales de diferente material, y para MWHD, usada como el patrén de

referencia.

Tabla 16. Tiempos de extraccion y rendimientos de los AEs de Lippia alba,

quimiotipo Carvona, empleando MWHD vy destiladores fabricados en diferente

material.
) ] Tiempo de extraccion o
Material del destilador ) Rendimiento, % p/p
(min)
MWHD 40 0.85 +£0.01
Destilador de cobre 160 0.56 £ 0.08
Destilador de acero inoxidable 160 0.52 £0.05

El mayor rendimiento se alcanz6 con la técnica de MWHD. Este método presenta
ventajas destacables en comparacion con la destilacion por arrastre con vapor o
vapor/agua, en cuanto a disminucion de tiempo y uso de solvente (agua),
calentamiento efectivo y tamafo de equipo reducido [28, 69]. Sin embargo, la
destilacion vapor/agua es un método sencillo, reproducible, econémico y sobre

todo, ampliamente utilizado en la industria [17, 72].

En la Figura 22 se observa el perfil cromatografico obtenido del AE de Lippia alba,
quimiotipo Carvona, extraido por destilaciéon vapor/agua. La identificacion de los
compuestos y sus concentraciones (ug de analito/lkg de M.V.) determinadas
utilizando estandarizacién interna, junto con los indices de retencidn se reportan
en la Tabla 17.
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Figura 22. Perfil cromatografico tipico del AE de Lippia alba, aislado por
destilacion vapor/agua (destilador de acero inoxidable). Columna DB-5MS (60 m).
Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de los picos se reporta
en la Tabla 17.
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Tabla 17. Concentracion (u de analito/kg de M.V.) de los principales componentes
de los AEs de Lippia alba, quimiotipo Carvona, obtenidos por MWHD y destilacién

vapor/agua, usando destiladores de cobre y acero inoxidable.

Concentracion (ug/kg de M.V.)b, Material del

P’i\l:o Compuesto 2 destilador

Fig. 22 DB-5MS DB-WAX MWHD Acero inoxidable Cobre
1 (2E)-Hexenal + (3z)-Hexenal 2060
2 Acetato de 2-metilbutilo 881 1122 - - 350
3 a—Pineno + Tiglato de etilo 939 1019 1280 2000 1890
4 Canfeno 954 1062 4260 4900 4840
5 B—Pineno 979 1105 - 1470
6 Sabineno 975 1119 - - 470
7 B-Mirceno 991 1164 10880 12180 11790
8 Verbeneno 1009 1681 1720 1990 2030
9 Limoneno + B-Felandreno 1041 1202 416080 448610 437420
10 trans-B-Ocimeno 1049 1252 9930 11360 10660
11 Linalool 1101 1550 6750 8170 8680
12 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1127 1637 4130 3550 3650
13 cis-Oxido de limoneno 1139 1453 1820 2030 2190

101



Continuacién. Tabhla 17.

14 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1143 1948 2800 2550 2850
15 Borneol 1181 1716 10360 11060 12480
16 cis-Dihidrocarvona 1204 1621 3640 4900 5430
17 trans-Dihidrocarvona 1212 1641 1890 4070 3280
18 trans-Carveol 1233 1845 6970 7080 6400
19 Carvona 1263 1756 518169 537910 539170
20 Piperitona 1268 1746 38230 35840 35040
21 cis-Oxido de carvona 1272 1812 3120 2690 2870
22 Isopiperitenona 1279 1860 2030 1280 1360
23 trans-Oxido de carvona 1284 1851 2660 1890 2140
24 Timol 1293 2287 2340 3390 2410
25 trans-Acetato de carvilo 1336 1965 1940 2270 2240
26 Piperitenona 1343 1948 60280 48970 43440
27 a-Copaeno 1387 1399 1520 - -
28 B-Elemeno 1396 1599 - - 27170
29 B-Bourboneno 1396 1529 34910 30820 -
30 B-Cedreno 1434 1583 4850 4090 3500
31 trans-p-Cariofileno 1437 1610 2550 2220 2050
32 B-Gurjuneno 1447 1447 4630 3950 3370
33 trans—B-Farneseno 1460 1671 9970 8660 -
34 allo-Aromadendreno 1462 1662 3040 2390 -
35 a-Guaieno 1480 1662 5760 4820 3640
36 Germacreno D 1489 1655 1800 1540 -
37 Biciclosesquifelandreno 1496 1728 126460 102720 82160
38 Biciclogermacreno 1509 1708 4880 7880 5600
39 y-Cadineno 1515 1671 2920 2790 1400
40 Cubebol 1528 1955 5480 6490 3350
41 Germacreno D-4-ol 1590 2069 3380 3550 2850
42 Kusinol* 1702 2231 - 1860 1670

Familias de compuestos (%)

M: Monoterpenos 52 50 47
M.O: Monoterpenos oxigenados 31 31 30
S: Sesquiterpenos 13 12 13
S.0: Sesquiterpenos oxigenados 3 3 2
Otros 1 1 1

2 indices de Kovats determinados experimentalmente
® Promedio de dos extracciones independientes; n=2
* |dentificado tentativamente

En general, los metabolitos secundarios volatiles identificados en los AEs de
Lippia alba, empleando los diferentes materiales de destilacion, fueron los mismos,
entre los principales se destacan: carvona, limoneno, biciclosesquifelandreno,
piperitenona y piperitona. La concentracion de estos compuestos se vio

influenciada por el material de destilacién empleado; la carvona (539170 npg/kg de
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M.V.) se obtuvo en mayor concentracion al emplear el destilador de cobre; el
limoneno (448610 ng/kg de M.V.) se encontré6 en mayor cantidad al emplear el
destilador de acero inoxidable, mientras que la piperitenona (60280 ug/kg de
M.V.), el biciclosesquifelandreno (126460 ug/kg de M.V.), la piperitona (38230
ng’kg de M.V.) y demas sesquiterpenos, se hallaron en cantidades mayores
empleando MWHD.

Estas diferencias fueron producidas, posiblemente, por dos factores. El primero
esta relacionado con el calentamiento del material vegetal. Al comparar los
resultados obtenidos por MWHD vy destilacion vapor/agua, se observa que para
MWHD se alcanza mayor rendimiento (0.85% p/p) debido, probablemente, a que
la energia suministrada al material vegetal por la radiacion de microondas es
mayor en comparacion con la generada en los destiladores. Esto también explica
el alto contenido de sesquiterpenos obtenidos mediante esta técnica, respecto a la

destilacion vapor/agua (Tabla 17).

El segundo factor esta dado por el sistema de refrigeracion utilizado en cada
equipo de destilacion. Los destiladores semi-industriales presentan el mismo
disefio (condensador de espiras), variando unicamente el material de fabricacion.
En este sentido, la conductividad térmica de los metales (cobre 401 J/m.s°C, acero
79.5 J/Im.s°C) [65] juega un rol importante en la condensacion de los metabolitos
volatiles, puesto que gracias a que el cobre es un mejor conductor térmico,
favorece la refrigeracion, en comparacion con el destilador de acero inoxidable,

aspecto que se ve reflejado en los rendimientos obtenidos (Tabla 16).
En la Figura 23 se observan las estructuras quimicas de los metabolitos

secundarios volatiles presentes en los AEs aislados, empleando los diferentes

materiales de destilacion.
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Figura 23. Estructuras quimicas de los metabolitos secundarios volatiles extraidos

de L. alba, quimiotipo Carvona. Los nombres quimicos, segun el numero de pico,
aparecen en la Tabla 17.
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Continuacion, Figura 23.
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Continuacion, Figura 23.

CH:

CHj3

En la Figura 24 se observan las principales familias de compuestos en cada uno

de los aceites esenciales extraidos, a saber: M: Hidrocarburos monoterpénicos,

M.O: Monoterpenos oxigenados, S: Hidrocarburos sesquiterpénicos y S.O:

Sesquiterpenos oxigenados.
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Figura 24. Distribucidon de las principales familias de los compuestos en los AEs
de Lippia alba, quimiotipo Carvona, obtenidos por MWHD, y en destiladores

fabricados en cobre y en acero inoxidable.
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De la Figura 24 se observa que, en general, las familias de compuestos
identificados en los AEs extraidos, empleando los diferentes materiales en
destiladores, fueron similares, presentandose mayor contenido de hidrocarburos
monoterpénicos (52%) al emplear MWHD. Los monoterpenos y sesquiterpenos
oxigenados se presentaron en igual proporcién (31% y 3%, respectivamente) en
MWHD vy usando el destilador de acero. Por el contrario, el porcentaje de

hidrocarburos sesquiterpénicos (13%) en MWHD y usando el destilador de cobre

fue el mismo.
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3.3.1 Analisis organoléptico y determinacion de las constantes fisicas de los

AEs de Lippia alba, quimiotipo Carvona

Para la aplicacion industrial de los aceites esenciales y determinacién de su
calidad, es necesario conocer tanto su composicion quimica, como las
caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas, parametros imprescindibles para la

elaboracion de fichas técnicas.

En el ambito industrial se requiere que los métodos empleados para la obtencion
de los AEs sean eficientes, pero mas importante aun, que éstos proporcionen
esencias de buena calidad. En el control de calidad de los AEs por parte de la
industria de fragancias y sabores, la evaluacion organoléptica es prioritaria y
excluyente, pues estd justamente evaluadno las propiedades por las que es
utilizada dicha esencia [8]. La destilacién vapor/agua es uno de los métodos mas
utilizados porque permite obtener AEs con buen rendimiento; sin embargo, la
calidad de estos AEs debe verificarse. Por tanto, fueron determinadas tanto las
constantes fisicas como las propiedades organolépticas de los AEs de Lippia alba,

obtenidos empleando MWHD vy los destiladores semi-industriales.

Tomando como referencia el AE de Lippia alba, quimiotipo Carvona, extraido por
MWHD, el cual presentd una ligera coloracion amarilla y un olor intenso y
penetrante, se realizé el analisis organoléptico a los AEs obtenidos por destilacion
vapor/agua en los dos destiladores semi-industriales. El AE aislado empleando el
destilador de acero inoxidable present6 también un color ligeramente amarillo y un
olor mas suave, comparado con el obtenido por MWHD. Por su parte, el AE
aislado en el destilador de cobre, exhibié un color amarillo mas suave con relacién
al de MWHD y un olor semejante a los dos anteriores, dejando un olor un poco

desagradable.
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En la Tabla 18 se registran las propiedades fisicas de los AEs extraidos de hojas

de Lippia alba, empleando los diferentes materiales de destilacion.

Tabla 18. Propiedades fisicas de los AEs extraidos de hojas de Lippia alba,

quimiotipo Carvona

Método
MWHD ‘ Vapor/agua

Propiedad fisica

Material de destiladores
Vidrio ‘ Acero Cobre
Densidad (g/mL) 0.88 £ 0.02 0.90 + 0.02 0.87 £ 0.01
indice de refraccion (19.4°C) 1.4960 + 0.0009 1.4960 + 0.0004 1.4970 + 0.0004
Solubilidad* (Etanol, % v/v)

20 0.03 0.03 0.03
40 0.03 0.03 0.03
60 0.04 0.03 0.03
80 0.04 0.04 0.06

*mL de AE/mL de solucién.

El AE de Lippia alba se caracteriza por presentar densidades comprendidas entre
0.88-0.90 g/mL, e indices de refraccion entre 1.48—1.50 [89, 90]. De acuerdo con
los resultados de la tabla anterior, los AEs extraidos empleando los diferentes
destiladores coinciden con los reportados en la literatura [89, 90]. Estos resultados
indican la presencia de monoterpenos, alcoholes y cetonas en los AEs [22]. Sin
embargo, las pequenas diferencias entre los valores de densidad se deben a las
variaciones cuantitativas encontradas en los AEs por efecto del material de los

destiladores, mencionado en la Secciéon 3.3.

La determinacién de la solubilidad es un parametro importante si se considera que
el AE es extraido con el objeto de ser aplicado en la industria de perfumes, en la
cual, generalmente, el etanol es el solvente mas utilizado. Los datos reportados en

la Tabla 18 indican que el AE de Lippia alba es poco soluble en etanol, esto se
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debe al alto contenido de compuestos apolares como los hidrocarburos mono- y

sesquiterpénicos, los cuales predominan en el AE de Lippia alba.

Los resultados correspondientes a la determinacion de propiedades fisicoquimicas
de los AEs de Lippia alba, quimiotipo Carvona, indican que el material de los
destiladores empleados no ejerce una influencia notoria sobre éstas. Sin embargo,
si se observa un cambio en las caracteristicas organolépticas de los AEs,
principalmente, al emplear el destilador de cobre. Esto se explica, probablemente,
por la disminucion en el contenido de monoterpenos oxigenados (30%) vy
sesquiterpenos oxigenados (2%), los cuales son los encargados de contribuir al

olor fuerte y penetrante (Véase Tabla 17).

3.3.2 Anélisis de componentes principales (PCA) de los AEs de Lippia alba,
empleando diferentes materiales de destilacion

Para apreciar de una forma mas clara la influencia del material de destilacion
sobre la composicién final de los AEs de Lippia alba, obtenidas empleando MWHD
y los destiladores semi-industriales, se aplicé el analisis estadistico de
componentes principales (PCA) de la misma forma que se llevé a cabo en la
Seccion 3.1.3. El analisis comparativo de las diferentes esencias de L. alba indica
que el 71% de la informacién de la Tabla 17, puede ser representada por un
subespacio de dos coordenadas (componentes principales), construido con base
en las combinaciones lineales de las concentraciones (ug de analito/kg de M.V.)
de los componentes presentes en los diferentes AEs, como se aprecia en la
Figura 25. El Factor 1 representa el 53% de la informacion y se encuentra
representado por cis-dihidrocarvona, linalool, piperitona, piperitenona y trans-f-
cariofileno. El Factor 2 corresponde al 18% de la informacién y esta conformado

por cis-p-menta-2,8-dien-1-ol, B-pineno, timol, cubebol y germacreno-D-4-ol.
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Figura 25. Analisis de componentes principales (PCA) de los AEs de Lippia alba,
quimiotipo Carvona, aislados por MWHD vy destilacion vapor/agua empleando

destiladores fabricados en diferentes materiales.
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Factor 1: 53,18%

M1 y M2 réplicas de las extracciones por MWHD; A1 y A2 réplicas de las extracciones empleando

el destilador de acero; C1y C2 réplicas de las extracciones utilizando el destilador de cobre.

Como se puede observar en la Figura 25, la separacion entre los conjuntos de
puntos formados por las réplicas de extraccion, correspondientes a los diferentes
métodos, indican una diferencia en las concentraciones de los compuestos
presentes en los diferentes AEs obtenidos mediante el uso de los destiladores
semi-industriales y MWHD, debida posiblemente, al material de fabricacion de los

destiladores empleados.
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3.4 ANALISIS POR GC-MS DE LOS AEs DE Lippia alba

Los metabolitos aislados de hojas y tallos, de tres quimiotipos, a saber: carvona,
citral y el quimiotipo hibrido (carvona + citral) de la especie Lippia alba, fueron
identificados empleando los indices de retencion de Kovats. Para ello, se utilizaron
sustancias patron de hidrocarburos lineales (C1p - C2s5) y los espectros de masas
(MS) obtenidos por impacto de electrones (70 eV), los cuales fueron comparados

con los reportados en la literatura [1], y analizados “manualmente”.

Los espectros de masas, obtenidos experimentalmente de cada compuesto
presente en las mezclas, se compararon también con los de las bibliotecas, a
saber: NBS 75K, WILEY 130K, NIST 2002 Y ADAMS. A continuacion se presentan
algunos espectros de masas tipicos obtenidos experimentalmente, y su
interpretacion para los compuestos mayoritarios identificados en los AEs de L.
alba.

¢ B-Mirceno: En la Figura 26 se observa el espectro de masas del -mirceno. Las
rutas de la ionizacion disociativa por impacto de electrones a 70 €V, se muestran
en el Esquema 4. El B-mirceno exhibe una fragmentacion caracteristica de
monoterpenos. El ion molecular M*" (m/z 136) presenta una intensidad baja (4%).
La fragmentacion del B-mirceno conduce a la formacion de iones caracteristicos
para monoterpenos, a saber: (M — CH3)" en m/z 121 con una intensidad baja (8%)
y el fragmento (M — CH3 — CoH4)™ en m/z 93, como el pico de base [8]. El ion m/z
69 (60%) se forma como resultado de una ruptura alilica a partir del M™; la
posterior eliminacion de una molécula de etileno a partir del fragmento m/z 69
conduce a la formacion del ion alilo m/z 41 (50%). Los fragmentos de intensidad
baja en m/z 107 y 79, provienen de la eliminacion del radical CoHs y de una

molécula de etileno, respectivamente.
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Figura 26. Espectro de masas del p-Mirceno.
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Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion del -Mirceno.
- CoHs + +
A’ [M'C2H5] - CZH4 > [(M - C2H5) - C2H4]
m'z 107 (3%) m'z 79 (16%)
CgHyy* CeH-

Ruptura alilica - CzH4 /\
j\ j‘\ mz 41(50%)

+
‘ m'z 69 (60%) CaHs
CsHg*
ME* miz 136 (4%) . .
CioHygt* -CHs o [M-CHq]" —CoMi o [(M - CHg) - CoHy]
m'z 121 (8%) m/z 93 (95%)
CoHqst CrHo*

e Limoneno: El espectro de masas del limoneno, un monoterpeno ciclico con dos
dobles enlaces aislados, mayoritario en los aceites esenciales de citricos [8], se
muestra en la Figura 27. Las rutas de la ionizacion disociativa del limoneno se
presentan en el Esquema 5. Se observa el ion molecular M*" (m/z 136) con una
intensidad media (44%). Su fragmentacion se caracteriza por una ruptura tipo retro

Diels-Alder (RDA), acompanada de la formacion de un fragmento en m/z 68

113



(93%). Los iones (M — CH3)" y (M -C3Hs - 2H)" en m/z 121 (45%) y m/z 93 (100%),
respectivamente, se producen a partir del ion M™" por pérdida del radical CHs'y del
grupo isopropenilico, seguido de dos atomos de hidrogeno. Los iones de
intensidad media en m/z 107 y m/z 79 provienen de la pérdida del radical C;Hs y

de una molécula de etileno, respectivamente, a partir del ion molecular.

Figura 27. Espectro de masas del limoneno.
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e Linalool: El espectro de masas del linalool se observa en la Figura 28, presenta
el patrén de fragmentacion tipico de monoterpenoles. Las rutas de la ionizacién
disociativa por impacto de electrones (70 eV) se observan en el Esquema 6. El ion
molecular M™ en m/z 154 muestra una intensidad baja (2%). Se presentan dos
rupturas alilicas en el ion M™, a y b, que conducen a la formacién de los
fragmentos C4H;O" en m/z 71 (a), pico de base, y el ion CsHg" en m/z 69 (42%)
(b). El ion 71, posteriormente, elimina una molécula de etileno conduciendo a la
formacion del ion CH3CO™ en m/z en 43 (45%), y el fragmento 69, también por
pérdida de una molécula de C,H,4, forma el ion alilico C3Hs™ en m/z 41 (42%). Los
iones C4H;O" (m/z 71), CsHy" (m/z 69), CH3;CO™ (m/z 43) y C3Hs" (m/z 41)
constituyen los fragmentos “diagndstico” en el MS del linalool y permiten
distinguirlo facilmente de otros monoterpenoles, confirmando la presencia del
grupo OH en la molécula y el numero y la disposicion de enlaces dobles en ella
[25].

Figura 28. Espectro de masas del linalool.
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Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion del linalool.

CHs.

3 m'z 121 (33%)
| CoHq3*
+
03H7'
— m'z 93 (92%)
C/Ho*
miz 136 (12%) Y 7Ho
C10H16

OH"
Ruptura alilica CH c= O
— _874_>

‘ @ | miz 43 (45%)
+
mz 71 (100%) CaHsO
. C4H,0+
M+ miz 154 (2%) o
C1oH1g0F*
Ruptura alilica [ j\ j\] /’/ +\\
—_— -
m/z 41 (42%)
+
m/z 69 (42%) CsHs
CsHo™*

e Carvona: El espectro de masas de la carvona se presenta en la Figura 29. Las
rutas de la ionizacién disociativa por impacto de electrones a 70 eV, se observan
en el Esquema 7. Aparece en el espectro el M™ en m/z 150, con una intensidad
baja (19%), que sufre una ruptura tipo retro Diels-Alder (RDA), dando lugar a la
formacion del fragmento en m/z 82, el cual constituye el pico de base.
Posteriormente, por pérdida de una molécula de CO, el ion CsHsO" (m/z 82) da
origen al cation radical C4Hg™™ en m/z 54 (29%). Otros fragmentos producidos a
partir del ion M* son (M-CH3)" en m/z 135 (9%) y (M-C3He)" en m/z 108 (50%), los
cuales se forman por pérdida del radical CHs y de una molécula de propeno,
respectivamente. Por eliminacion de un radical CH3™ a partir del fragmento (M-

CsHe)", se origina el fragmento CsHsO" en m/z 93 (44%).
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Figura 29. Espectro de masas de la carvona.
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Esquema 7. Posibles rutas de fragmentacion de la carvona.

+ .
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e Geranial: El espectro de masas del geranial, un aldehido monoterpénico
aciclico, se presenta en la Figura 30. Las rutas de la ionizacién disociativa por
impacto de electrones a 70 eV, se observan en el Esquema 8. Presenta el M*" en
m/z 152 con una intensidad baja (3%), que por pérdida de agua genera el

fragmento en m/z 134 (10%), el cual, en su turno, por eliminacion de los radicales
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CH3" y CsH7 genera los cationes [(M-H,0)-CHs]* y [(M-H20)-C3H7]" en m/z 119 y
m/z 91, respectivamente. El ion molecular del geranial sufre una ruptura alilica,
originando un fragmento hidrocarbonato en m/z 69, el cual constituye el ion pico
de base, que, posteriormente, elimina una molécula de etileno (C2H4) para generar
el fragmento alilico en m/z 41 con una intensidad de 50%. El ion de intensidad

baja en m/z 109 (14%) se genera por pérdida del radical C3H; a partir del M™".

Figura 30. Espectro de masas del geranial.
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e Piperitona: El espectro de masas de la piperitona, una cetona terpenoide, se
observa en la Figura 31. En el Esquema 9 se presentan las rutas de su ionizacién
disociativa por impacto de electrones, a 70 eV. La piperitona exhibe una ruta de
fragmentacion muy similar a la de la carvona (Véase Esquema 7). El ion
molecular M™ de la piperitona en m/z 152 (26%), presenta una ruptura retro Diels-
Alder (RDA), dando origen a la formacién del fragmento en m/z 82 (95%), el cual,
posteriormente por eliminacién de una molécula de CO, genera el fragmento
CsHs™ en m/z 54 (12%). A partir del ion molecular M*", también, se generan los
iones CgH130" en m/z 137 (36%) y C7H100™ en m/z 110 (100%), por la pérdida del
radical CH3', y una molécula de propeno, después de un reordenamiento de
hidrégeno, tipo McLafferty, respectivamente. El ion C¢H;O" en m/z 95 (43%), se

forma por eliminacién de un radical CHj3™ a partir del ion pico de base en m/z 110.

Figura 31. Espectro de masas de la piperitona.
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Esquema 9. Posibles rutas de fragmentacion de la piperitona.

- CH- )\’ o
\ | — C4H6
+ ) i miz 54 (12%)
. () ¢}

m/z 137 (36%) m/z 82 (95%)
CgH30 " CsHgO

(a) >
/\( H @
McLafferty
OH

M* miz 152 (26%) (a) OH
CyoH160™ m/z 110 (100%) miz 95 (43%)
C7"'100 CgH,0"

e Biciclosesquifelandreno: El espectro de masas del biciclosesquifelandreno,
Figura 32, presenta el ion molecular M™ en m/z 204 con una intensidad media
(17%), el cual por pérdida del radical isopropilico, genera el ion pico de base
(M-C3H7)" en m/z 161. A partir de éste, se generan los iones fragmento C1oH13" y
CgHo™ en m/z 133 (16%) y m/z 105 (41%), respectivamente, como productos de
dos reacciones monomoleculares consecutivas tipo retro Diels-Alder (RDA), tal

como se puede observar en el Esquema 10.

El pico de base (M-C3H)", sufre un reordenamiento por deslocalizacién de la
carga, y reacciones RDA consecutivas, para generar los iones CgH11*, en m/z 119
(28%), C7H7;", en m/z 91 (34%) y CeH;", en m/z 79 (20%), los cuales son

fragmentos “diagnostico” en el MS del biciclosesquifelandreno.
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Figura 32. Espectro de masas del biciclosesquifelandreno.
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4. CONCLUSIONES

1. Se determind la composicion quimica usando criterios cromatograficos (l,
tr de sustancias patron) y espectroscopicos (El, 70 eV) de los aceites
esenciales de plantas de Lippia alba de 14 localidades de Colombia.

2. Las plantas de Lippia alba recolectadas en las diferentes regiones de
Colombia pueden ser clasificadas, segun su composiciéon quimica, en tres
quimiotipos, a saber: Carvona, Citral y un quimiotipo Hibrido, no descrito
previamente en la literatura, caracterizado por la presencia tanto de la
carvona (ca. 23%), como del citral (ca. 20%).

Quimiotipo, Cantidad relativa (%)

Compuestos mayoritarios Carvona Citral Hibrido*

6-Metil-5-hepten-2-ona - 3.79 1.74

Limoneno 29.05 2.27 20.76

Neral - 19.96 9.60

Carvona 34.96 - 23.43

Piperitona 2.38 - 0.98

Geranial - 25.44 9.60

Piperitenona 4.01 - 2.07

Biciclosesquifelandreno 8.20 2.73 7.43

Localidad Bucaramanga (Santander) Colorado (Bolivar) Saravena (Arauca)

Numero de plantas 8 4 6

Rendimiento (% p/p) 0.43 0.30 0.36

* Citral + carvona

3. El rendimiento del aceite esencial de Lippia alba presentd variaciones de

acuerdo con el quimiotipo y con las condiciones geograficas de su cultivo,
siendo éste mayor para las plantas caracterizadas por el alto contenido de
la carvona, cultivadas en Armenia (1480 m.s.n.m, 24°C) (Quindio), Suaita
(1500 m.s.n.m, 19°C) (Santander) y Bolivar (2600 m.s.n.m, 17°C)
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(Santander), cuyos rendimientos fueron 3.17%, 2.97% y 2.50%,
respectivamente. Por el contrario, los menores rendimientos se alcanzaron
en las plantas que presentaron como metablito mayoritario el Citral en su
aceite, cultivadas en Colorado (Bolivar) y Saravena (Arauca), cuyos valores

son 0.30% y 0.36%, respectivamente.

. La variabilidad observada en la composicidn quimica de los aceites
esenciales extraidos de las plantas provenientes de las 14 regiones de
Colombia, se debe a factores geobotanicos, condiciones de cultivo v,
posiblemente, a la diversidad genética de la especie, que puede ser un
factor determinante si se considera que los cultivos han existido en estas
regiones durante un tiempo considerable, de manera tal, que la planta se ha

adaptado a las condiciones especificas de acuerdo con sus necesidades.

. El mayor rendimiento de los AEs de Lippia alba, se logré empleando hojas
jévenes (<15 dias). Para el quimiotipo Carvona, la edad de las hojas no
inffuyd de manera significativa sobre el contenido de los principales
metabolitos (i.e. carvona, piperitona, piperitenona y
biciclosesquifelandreno). Por el contrario, para el quimiotipo Citral, se
obtuvo una mayor cantidad de neral + geranial en hojas maduras (2

meses).

. Los materiales de los destiladores semi-industriales influyeron sobre la
cantidad de los metabolitos secundarios volatiles aislados de L. alba,
quimiotipo Carvona, encontrandose mayor concentracién de la carvona en
el AE extraido con el destilador de cobre, mientras que el limoneno se

obtuvo en mayor cantidad usando el destilador de acero.

. El material de fabricacién de los destiladores semi-industriales (cobre y

acero) no afecto las propiedades fisicoquimicas de los AEs de Lippia alba,
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sin embargo, las caracteristicas organolépticas de éstos variaron de
acuerdo con el equipo de extraccion empleado, especialmente, con el
destilador de cobre. Los AEs obtenidos por MWHD y en el destilador de
acero presentaron olores suaves, muy parecidos, mientras que el aceite
obtenido en el destilador de cobre, se caracterizé por su olor muy intenso y

penetrante, dejando una sensacion un poco desagradable.
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1.

5. RECOMENDACIONES

Si se desea obtener un AE de L. alba (quimiotipo Carvona) con un alto
contenido de este metabolito, la edad de las hojas empleadas para su
extraccion no es un factor determinante, por lo que no se hace necesario
esperar que éstas alcancen cierto grado de madurez. Por el contrario, para
conseguir el AE de L. alba con la mayor concentracion de citral (neral +
geranial), es necesario que las hojas de la planta alcancen un nivel de
maduracion apropiado, es decir, aproximadamente 2 meses después de la
siembra, logrando, de esta manera, una mayor acumulacién del citral en la

esencia.

El hallazgo de un nuevo quimiotipo sugiere continuar el estudio de la
especie L. alba en distintas regiones de Colombia, donde ésta se
desarrolle, de manera que sea posible hallar plantas que posean diferentes
metabolitos volatiles, la propagacién y la estandarizacion de aquel
quimiotipo cuyo aceite pueda tener un mayor interés industrial, e.g.

quimiotipo carvona.

Teniendo en cuenta que a nivel industrial se requieren técnicas extractivas
que sean reproducibles, y que ademas de ser econdmicas, no alteren la
composicion quimica y las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de
los AEs, con los resultados obtenidos en este proyecto, se recomienda el
uso de destiladores de acero, puesto que cumple con las caracteristicas

mencionadas anteriormente.
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