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El conocimiento no es mas que un accioente de La
representaciin Y no un atributo necesario Yy esencial
de ella, Yy que Lo que Lamamos conciencia, Lejos de
ser La conclencia misma, no es mbs gque una

condiclon de nuestra waturaleza intelectual Y moral.

LEBNITZ

(Tomado de “La Gaya Clencia” Friedrich Nietzsche)

El placer y el dolor estin tan fuertemente atados
uno al otro, que quien quiera gozar del primero
hasta donde quepa, tendrd por fuerza que gustar

también el Ultimo en proporcion semgjawte.

FRIEDRICH NIETZSCHE

La qaya Clencia
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AE Aceite(s) esencial(es)

GC Gas Chromatography (Cromatografia de gases)

FID Detector de ionizacion en llama

MS Mass Spectrometry (Espectro o Espectrometria de
masas)

MSD Mass Selective Detector (Detector Selectivo de masas)
Gas Chromatography — Mass Spectrometry

GC - MS (Cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas)
Microwave — Assisted Hydrodistillation

MWHD (Hidrodestilacion asistida por la radiacion de
microondas)

SDE Simultaneous Distillation — Solvent Extraction
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RESUMEN

TITULO: AISLAMIENTO Y DETERMINACION ESTRUCTURAL DE UN
SESQUITERPENO MAYORITARIO DEL ACEITE ESENCAL DE LIPPIA ALBA
(Mill.)N.E.Br .

Autor: Ingrid Johanna Miranda Carvajal**

Palabras claves: Aceites esenciales, Lippia alba (quimiotipo carvona), destilaciéon
fraccionada a presién reducida, destilacion por arrastre con vapor de agua,
cromatografia de capa fina, biciclosesquifelandreno.

En la presente investigacion se determiné la composicidon quimica y se caracterizaron
por medio de sus propiedades fisicoquimicas (densidad, indices de refraccion vy
rotaciones especificas), los aceites esenciales de diferentes especies del género Lippia:
L. alba, L. citriodora H.B.K., L. dulcis (Trev.), L. micromera Schauer, L. origanoides
H.B.K. Los aceites esenciales y los extractos se obtuvieron por hidrodestilacion asistida
por la radiacion de microondas (MWHD) y por destilacion — extraccidon con solvente
(SDE), respectivamente. La identificacion de los metabolitos secundarios volatiles se
realizd por cromatografia de gases — espectrometria de masas; asi como también, se
logré un pre — aislamiento del sesquiterpeno mayoritario del aceite de Lippia alba,
quimiotipo carvona, por métodos fisicoquimicos.

Los componentes mayoritarios identificados en los aceites L. alba (quimiotipos carvona y
citral), L. citriodora H.B.K., L. micromera Schauer, L. origanoides H.B.K. (quimiotipos
carvacrol y p — cimeno), corresponden a monoterpenos oxigenados (53.05, 65.30,
54.24, 64.14, 63.32 y 45.07%, respectivamente). Se destacan como componentes
mayoritarios, carvona (40,11%), limoneno (27,73%) y epi — biciclosesquifelandreno
(4,92%) en el aceite de L. alba (quimiotipo carvona). Geranial y neral predominan en los
aceites de L. alba, quimiotipo citral, (27,79 y 22,92%) y de L. citriodora (14,35 y 13,75%),
respectivamente. Carvacrol y timol predominan en el aceite de L. origanoides, quimiotipo
carvacrol. En tanto que, el timol fue el componente mayoritario para el aceite de L.
micromera (34,19%) y del aceite de L. origanoides, quimiotipo p — cimeno (timol 29,84%
y p — cimeno 12,05%). Por otro parte, en el aceite esencial de L. dulcis (Trev.),
predominaron los hidrocarburos sesquiterpénicos: (E)-[I-cariofileno (9,4 %) y [1-cadineno
(8,85 %), entre otros. El aceite esencial de L. alba, quimiotipo carvona, fue sometido a
varios procesos, de los cuales, la destilacion por arrastre con vapor de agua, logré el pre
— aislamiento del epi — biciclosesquifelandreno.

*Tesis de Maestria en Quimica
**Facultad de ciencias, Escuela de quimica, Elena E. Stashenko.
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ABSTRACT

TITLE: ISOLATION AND STRUCTURAL DETERMINATION OF THE MOST
ABUNDANT SESQUITERPENE IN THE OF ESSENTIAL OIL OF LIPPIA ALBA (Mill.)
N.E.Br.*

Author: Ingrid Johanna Miranda Carvajal”

Key words: Essential oils, Lippia alba (chemotype carvone), fractional distillation to
reduced pressure, distillation for haulage with vapor of water, thin layer chromatography,
bicyclosesquiphellandrene.

In the present investigation, the chemical composition was determined and characterized
by means of its physiochemical properties (density, refraction indexes and specific
rotations), the essential oils of different species of the gender Lippia: L. alba, L. citriodora
H.B.K., L. dulcis (Trev.), L. micromera Schauer, L. origanoides H.B.K. The essential oils
and the extracts were obtained applying microwave assisted hydro — distillation (MWHD)
and simultaneous distillation — solvent extraction (SDE), respectively. The identification
of the volatile secondary metabolites was carried out by employing gas chromatography —
mass spectrometry; moreover, the majority sesquiterpene of the essential oil of L. alba,
chemotype carvone, was partially isolated for physiochemical methods.

The most components identified in the essential oils of L. alba (chemotypes carvone and
citral), L. citriodora H.B.K., L. micromera Schauer, L. origanoides H.B.K. (chemotypes
carvacrol and p — cimene), correspond to oxygenated monoterpenes (53.05, 65.30,
54.24, 64.14, 63.32 and 45.07%, respectively). Carvone (40,11%), limonene (27,73%)
and epi — bicyclosesquiphellandrene (4,92%) are present in more quantity in the oil of L.
alba (chemotype carvone). Geranial and neral predominate in the oils of L. alba,
chemotype citral, (27,79 and 22,92%) and of L. citriodora (14,35 and 13,75%),
respectively. Carvacrol and thymol characterize the oil of L. origanoides, chemotype
carvacrol. As long as, the thymol was the majority component of the oil of L. micromera
(34,19%) and of the oil of L. origanoides, chemotype p — cimene (thymol 29,84% and p —
cimene 12,05%). On the other hands, in the essential oil of L. dulcis (Trev.), is
characterized for its high sesquiterpenic hydrocarbons content: (trans)—p—caryophyllene
(9,4%) and 6—cadinene (8,85%), among others. The essential oil of L. alba, chemotype
carvone, was subjected to several processes, of those which, the distillation for haulage
with vapor of water, achieved the pre—isolation of the epi — bicyclosesquiphellandrene.

*Thesis of Chemistry Magister
**Science Facultity School Chemistry, Elena E. Stashenko.
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INTRODUCCION

Desde que el hombre existe, su gran preocupaciéon ha sido la lucha por la
supervivencia, por conseguir las curas de sus enfermedades y asi
extender su tiempo de vida. Las plantas medicinales han provisto
diferentes materiales, alimentos y curas a través de los afios a la raza
humana, y asi es que, los pueblos primitivos han adquirido informacion
sobre las propiedades medicinales de las plantas, en un principio por
casualidad y luego por necesidad, y de esta manera se han acumulado y
transmitido en forma oral estas tradiciones hasta nuestros tiempos. Hoy
en dia se estan aplicando métodos modernos de analisis, para comprobar
las propiedades que los indigenas encontraron de un modo empirico. En
los ultimos afos, ha recibido gran impulso el estudio de las plantas
medicinales, tratando de aislar sustancias activas, para las industrias
farmacéutica, perfumeria y cosmética, de alimentos y de plasticos,

principalmente [1].

En la actualidad se definen como “aceites esenciales” las fracciones
liqguidas volatiles, generalmente destilables con agua o en corriente de
vapor, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas [1,8]. Colombia esta situada geograficamente en una zona de
gran biodiversidad; posee alrededor de 51220 especies de plantas

vasculares.

La Familia Verbenaceae posee gran biodiversidad, una amplia

distribucion en todo el mundo, en zonas tropicales y subtropicales,



amplios usos en la medicina vernacula y diversidad en la composicion de
sus AE [8,10,28,99], por lo que son de gran interés para los
investigadores. Dentro de esta familia se encuentra el género Lippia, que
reune alrededor de 200 especies. Aprovechando la diversidad botanica
que posee nuestro pais y la de la familia Verbenaceae, esta investigacion
se encamino a la caracterizacion quimica de los AE y de los extractos de
siete especies de Lippia: L. alba, quimiotipo carvona, L. alba, quimiotipo
citral, L. citriodora H.B.K., L. dulcis (Trev.), L. micromera Schauer, L.
origanoides, quimiotipo carvacrol y L. origanoides, quimiotipo p — cimeno.
Los AE fueron aislados por hidrodestilacién asistida por la radiacion de
microondas y los extractos fueron obtenidos por destilacion — extraccion
con solvente. La identificacion se hizo con base en criterios
cromatograficos y espectroscopicos. Se determinaron la densidad, los
indices de refraccion y las rotaciones especificas para los AE de cada una
de las especies de Lippia estudiadas. Finalmente, por métodos
fisicoquimicos, se hizo un aislamiento parcial del sesquiterpeno
mayoritario del AE de Lippia alba, quimiotipo carvona,
(biciclosesquifelandreno), usando para su separacion destilacion por
arrastre con vapor de agua y para su aislamiento cromatografia de capa

fina.

La presente investigacion hace parte del desarrollo de los objetivos del
Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializaciéon de
Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM),
principalmente, asi como también hace parte de la linea de investigacion
del Laboratorio Cromatografia, adscrito al Centro de Investigacion en
Biomoléculas (CIBIMOL), de la Universidad Industrial de Santander, con
el fin de beneficiar a la comunidad agricola campesina y ademas impulsar

el desarrollo de la industria quimica de los AE en Colombia.



Los resultados obtenidos en este proyecto, fueron presentados en el XV
Congreso Colombiano de Quimica, que se llevé a cabo en Bogota, 29 —
31 de octubre de 2008.



1. MARCO CONCEPTUAL

1.1 ACEITES ESENCIALES

En la actualidad se definen como “aceites esenciales” las fracciones liquidas
volatiles, generalmente destilables con agua o en corriente de vapor, que
contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y que son
importantes en las industrias cosmética (perfumes y aromatizantes), alimentaria
(condimentos y saborizantes) y farmacéutica (principios activos). Los aceites
esenciales generalmente son mezclas complejas de mas de 100 componentes
que pueden tener la siguiente naturaleza quimica: compuestos alifaticos de bajo
peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos),

terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos) y fenilpropanoides [1].

El conocimiento y la utilizacion de estos preparados se remontan a varios siglos
antes de Cristo, por lo que no es de extrafar que desde su aparicion hasta la
aceptacion que hoy en dia se les reconoce, hayan sufrido grandes cambios. De
hecho, a lo largo de la evolucion, las plantas han ido adaptandose vy
especializandose en la produccion de unos tipos de sustancias, y no otros, para su

propio beneficio [1].

La idea generalizada de que los aceites esenciales sirven a las plantas para
favorecer la polinizaciéon, es incompleta. Muchas de las especies que presentan
aceite esencial lo utilizan en ese sentido [2,3], pero numerosas investigaciones
llevadas a cabo durante los ultimos veinte afios han puesto de manifiesto otras
utilidades. Se ha comprobado que numerosos compuestos que forman parte del

aceite esencial sirven a la planta para repeler posibles depredadores, e incluso



agentes patoégenos, debido a su actividad anti fungica o antibacteriana [4,5].
También se ha probado la actividad alelopatica de algunos compuestos que

inhiben el crecimiento de especies competidoras [6,7] entre otras.

El interés suscitado por los aceites esenciales desde su conocimiento se puso de
manifiesto a partir del siglo XIX cuando comenzaron los analisis de estas mezclas
complejas que conducirian al aislamiento y caracterizacion de sus compuestos.
Actualmente se ha comprobado que los aceites esenciales estan constituidos por
componentes volatiles o metabolitos secundarios sintetizados a partir de distintas

rutas metabdlicas [1]:

v" Via metabdlica del acido mevaldnico: Terpenoides.
v' Via metabdlica del acido siquimico: Fenil propanoides.

v" Via metabdlica de biosintesis de acidos grasos: Compuestos aliciclicos.

1.2 TERPENOIDES

Los isoprenoides, mas conocidos como terpenoides o terpenos, son un grupo de
productos naturales que incluyen todas aquellas sustancias quimicas que derivan
biosintéticamente del acido mevalénico (AMV) y que origina el isopentenil
pirofosfato [1]. Wallach (1887) [9] propuso la clasificacion de este grupo de
compuestos atendiendo al numero de atomos de carbono de los mismos (Tabla
1). Actualmente esa clasificacion es reconocida a nivel mundial y seguida por
cuantos trabajan con terpenoides. La etimologia de esta palabra también se debe
a Otto Wallach que originariamente diferencié entre “terpene” y “campher” por sus
férmulas empiricas C1oH1s Yy C10H160 6 C1oH150 respectivamente [1]. Esta palabra
inglesa, “terpene”, deriva de la palabra alemana “terpentin”, de la inglesa
“terpentine” y la francesa “térebenthine” que en espanol equivaldria a “trementina”.
Se cree que este nombre fue tomado al ser precisamente el aceite de trementina

el primero del cual se tiene testimonio escrito [8].



La unidad estructural basica de los terpenoides es el isopreno, constituido por
cinco atomos de carbono. Su union sucesiva da lugar a los distintos tipos de
terpenos conocidos. De esta forma, los compuestos con un sélo isopreno son los
hemiterpenos (C5), monoterpenos los de dos (C10), sesquiterpenos los de tres

(C15) y asi sucesivamente.

Tabla 1. Clasificacion de terpenos segun Wallach (1887) [9].

N° de atomos de N° de unidades de
Grupo i
carbonos isopreno
Hemiterpeno 5 1
Homoterpenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3
Diterpenos 20 4
Sesterterpenos 25 5
Triterpenos 30 6
Tetraterpenos 40 8
Politerpenos 5n n

Los terpenos mas comunes en los aceites esenciales son aquellos de menor peso

molecular, y por lo tanto mas volatiles, es decir, monoterpenos y sesquiterpenos

[1].

1.2.1 Sesquiterpenos

Muchos aceites esenciales en las fracciones semivolatiles de 250-280°C
contienen hidrocarburos de férmula molecular empirica, C1sH24, a los cuales se les
ha llamado Sesquiterpenos. Muchos de estos hidrocarburos tienen un olor débil,
son mas viscosos que los monoterpenos, poco solubles en alcohol, su punto de
ebullicion se encuentra entre 240 — 250°C, su densidad entre 0.84 — 0.93 g/mL [8].



Se caracterizan por poseer 15 atomos de carbono y por tanto tres unidades de
isopreno. Aunque por regla general la mayoria de ellos presentan una union
regular “cabeza-cola”, existen algunos que son el resultado de transposiciones en
esta estructura. Aparecen ampliamente distribuidos en la naturaleza, se
encuentran en los aceites esenciales, al igual que los monoterpenos, pero con
mayor frecuencia que éstos en hongos, plantas no vasculares e incluso en

algunas bacterias como Streptomyces.

Este grupo presenta gran variabilidad natural pudiendo incluir hidrocarburos,
alcoholes, cetonas y sus derivados, ésteres, glicésidos y alcaloides

sesquiterpénicos.

Aunque se les han atribuido diversas funciones como hormonas vegetales (acido
abscisico o fitoalexinas) y como antibiéticos de origen fungico, al igual que los
monoterpenos pueden actuar como alelopaticos [6,7]. Los sesquiterpenos, al
contar con una unidad de isopreno mas que los monoterpenos, presentan una
mayor plasticidad en su construccion que se traduce en una mayor variabilidad
estructural y funcional. Ademas, la presencia de isomeros geométricos de
posicidon u 6pticos es mucho mayor. Debido a esta plasticidad y segun el numero
de anillos de la molécula, se pueden agrupar, segun Semmler, Schreiner y
Kremers [8], en aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos y tetraciclicos como

aparece reflejado en la Tabla 2.



Tabla 2. Clasificacion de los sesquiterpenos [1].

Sesquiterpenos aciclicos:

Sesquiterpenos monociclicos:

2 - Grupo Elemano:

3 - Grupo Germacrano:

Germacreno D

Sesquiterpenos biciclicos:
: E

1.- Grupo Cadinano: 5-Cadineno

2.- Grupo Cariofileno: B-Cariofileno

3 .- Grupo Eudesmano: L.
o-Selineno

4 - Grupo Perhidroazuleno:

o-Farneseno Nerolidol

1.- Grupo Bisabolano: B-Bisaboleno ot-Bisabolol
P =
1

B-Elemeno Elemol

on
Germacreno D-4-ol

4 - Grupo Humulano: ; HO m

o-Humuleno 14-Hydroxy- ¢-humuleno

ct-Eudesmol

Ho )
Guazol
Sesquiterpenos triciclicos:
ﬁ : JOH
Aromadendreno B-Copaen-4-0i-ol
Sesquiterpenos tetraciclicos:
Iswareno




1.3 FAMILIA VERBENACEAE

La familia Verbenaceae reune cerca de 100 géneros y alrededor de 3000 especies
herbaceas o lefosas, repartidas principalmente en regiones tropicales,
subtropicales y templadas del hemisferio austral, han sido estudiadas
exhaustivamente debido a la marcada variabilidad composicional que presentan
sus AE vy, sobre todo, su diversa bioactividad. Por otra parte, la familia
Verbenaceae constituye la gran mayoria de la riqueza floral colombiana y de
Suramérica [10-14]. La aplicabilidad en diferentes industrias como aromatizantes,
saborizantes, y/o principios activos en drogas farmacéuticas, en la industria
cosmeética y de perfumeria, y también en aditivos para alimentos, entre otros, hace
de la familia Verbenaceae un modelo de estudio quimico, bioquimico y

farmacoldgico [12].

En Argentina se encuentran 26 géneros con 191 especies, 54 son endémicas;
para Corrientes estan citados 11 géneros y 59 especies. En la familia se destacan
géneros con especies ornamentales como Glandularia J.F. Gmel, Lantana L.,
Durante L, entre otros [14]. Algunas especies tienen aplicaciones en medicina
popular como: Lippia alba (Mill.) N.E. Br. “salvia de campo”, Aloysia citriodora
Palau “cedrén” y A. polystachya (Griseb.) Moldenke “burrito”, entre otras. En el
Ecuador estan representados 19 géneros. Cuatro géneros nativos con
representantes arbdreos o arbustivos se encuentran en la zona andina [15]. Las
especies suelen tener las flores bilabiadas, con el tubo a menudo largo, y
encorvado, cuatro estambres, dos de ellos mas largos, y un fruto que se
descompone en cuatro, pequeiitos y por lo comun un poco carnosos. Las hojas
de las verbenaceas nacen enfrentadas o en numero de mas de dos en cada nudo
[14-15].

Las plantas del género Lippia, particularmente, crecen de forma nativa y salvaje en

Suramérica, Centroamerica y, en agunos lugares de Africa tropical [16—18]; son



utilizadas tradicionalmente para afecciones gastrointestinales, respiratorias y para
alimentos [16,19 — 20]. Algunas especies de Lippias han mostrado actividades

antimalarica, antiviral y citostatica [18].

1.3.1 Lippiaalba (Mill.)N.E. Brown

Lippia alba (Mill.) N.E.Br, es una planta aromatica ampliamente distribuida en
Centroamérica y Suramérica comunmente conocida como erva—cidreira, falsa
melisa, o salvia morada, cidreira, en Brasil, cidréon, hierba Luisa, en Venezuela,
prontoalivio en Colombia, Juanilama o Salvia sija en Guatemala, entre otros;
dentro de la medicina vernacula tiene mucho uso. Se utiliza para diferentes
afecciones como: el té de sus hojas es muy usado como un tranquilizador, potente
analgésico y también en problemas gastrointestinales. Puede actuar como
carminativo, y en Centroameérica y la Amazonia Brasilera es empleada para tratar
enfermedades hepaticas, sifilis, diarrea, y disenteria. En Guatemala, Panama,
Costa Rica, Cuba, Venezuela y Brasil como un remedio para resfrios, gripes,
bronquitis, asma, dolor de estdmago e indigestion; se usa también para los
colicos, diarrea, dispepsia, estomatitis, indigestion, flatulencia, nausea, vémito,
asma, catarro, laringitis, resfrio, tos, insomnio, enfermedades venéreas,
afecciones de la piel y mucosas, flujo vaginal, goma, artritis, dolores musculares y
de muelas, hipertension y atencion del parto [16, 21-25]. La infusion de las hojas
y la inflorescencia se ha empleado como sedante gastrointestinal, sudorifico,
expectorante y emenagogo; ademas el extracto alcohdlico de la planta se usa en
fricciones para los resfriados. En Colombia, sirve como sedante para la diabetes,
como diaforética y emenagoga, y para trastornos digestivos y antiespasmaodicos.
En México, las ramas frescas se utilizan para acelerar la recuperacion posparto.
En Venezuela, la planta entera con Plantago major y lechuga se emplea para
inducir suefio [18,20,26]. Trevisan et al., reportaron el estudio de Lippia alba en el
desarrollo de drogas para el tratamiento del déficit cognitivo de la enfermedad de
Alzheimer [27].
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Prontoalivio, es una planta de gran interés en el mercado nacional e internacional.
La planta tiene una altura alrededor de 1.5 m, sus hojas opuestas y finamente
dentadas, los tallos son lefiosos, tiene ramas largas y arqueadas, y crece en
lugares de alta luminosidad y altitudes entre 0 y 1100 m.s.n.m. [10,28]. La planta
presenta alta productividad de biomasa y suscita un creciente interés cientifico. Su
AE ha sido caracterizado y se ha encontrado en uno de los quimiotipos [12,29-30],
un alto contenido de carvona, particularmente, en las plantas cultivadas en
Colombia [13,16]. La composicion quimica del AE de L. alba depende
sensiblemente, del origen geografico de la planta, de las condiciones de cultivo, la
edad, la parte de la planta empleada para la extraccion y de otros factores
geobotanicos [12,31-33].

1.3.2 Lippiacitriodora H.B.K.

Lippia citriodora H.B.K. o Aloysia triphylla (L'Her.) o Aloysia citriodora (Cav.),
también conocida como cedron, lemon verbena, hierba Luisa, salvia limao,
cidrinha, hierba cidreira (Argentina) es una planta nativa y que crece
espontaneamente en Suramérica (Chile, Argentina) y se cultiva en el Norte de
Africa (Marruecos) y en Europa Meridional. En estas &reas, las hojas son bastante
usadas como té de hierbas por sus propiedades aromatica, estimulante, digestiva
y diurética. Sus hojas en alcohol sirven como remedio febrifugo, antimalarico, y
antiespasmodico [20,34-36]. La Lippia citriodora H.B.K. es un remedio popular
para curar resfrios, fiebre y espasmos. Su uso tradicional explica la inocuidad
generalmente reconocida del té. Un examen etnofarmacoldgico en Porto Alegre
(Brasil) [35] ha demostrado que la infusién de Lippia citriodora H.B.K. fue uno de
los remedios mas comunes para el insomnio y la ansiedad pero los resultados de
un ensayo clinico parecian indicar una carencia de las actividades sedativa y
ansiolitica. Se han atribuido al aceite esencial algunas propiedades
farmacoldgicas tales como espasmolitica y antimicrobiana [35]. Actualmente, esta

planta se esta estudiando ampliamente por su capacidad para prevenir el potencial

11



genotoxico de mutagenos especificos o carcinégenos de diferentes categorias que
generan radicales libres en células no tumorales tanto in vivo como in vitro para
prevenir dafios en el DNA, debido a que la composicion quimica de la infusion de
esta planta revela una gran cantidad de compuestos polifendlicos, principalmente,

flavonoides y acidos fendlicos [34—36].

Respecto a la composicion del aceite esencial de las hojas, citral (neral + geranial)
representa el 41% del aceite esencial. Los otros constituyentes principales son
limoneno, 1,8—cineol, citronelol, 6xido de cariofileno y espatulenol; todos con una

abundancia en el aceite menor del 5% [35].

1.3.3 Lippiadulcis (Trev)

Es una planta medicinal tradicional con una larga historia de uso en América
tropical para el tratamiento de resfrios, bronquitis, retencién urinaria y como
inflamatorio [18-19]. En Guatemala se le conoce como orozuz, hierba dulce, en
Panama como hierba dulce, orozuz, salvia santa. Como usos medicinales
populares se encuentran: en Guatemala, el cocimiento de las hojas se utiliza para
el tratamiento de afecciones digestivas (diarrea, dolor de estobmago, estrefiimiento,
gastritis, inflamacion intestinal, parasitos intestinales, vomito), respiratorias (asma,
bronquitis, catarro, gripe, resfrio, sedante de la tos, tos ferina), edema, fiebre,
neuropatia, paludismo, cdlicos y desordenes menstruales; de igual manera sus
hojas se emplean como saborizantes de medicamentos. A las hojas y tallos se les
atribuyen  propiedades antitusivas, balsamicas, diaforéticas, diuréticas,
emenagogas, emolientes, espasmoliticas, estimulantes, expectorantes, febrifugas,
pectorales, sedantes, sudorificas y tonicas. En Meéxico, se utiliza como
emenagoga en forma de bafios vaginales, para la disenteria y dolor abdominal.
Ha sido reconocida por los aztecas como una planta dulce. También se le
atribuyen propiedades abortivas y estimulantes de apetito. Es fuertemente

aromatica, hierba endémica con hojas y flores intensamente dulces [20,37].
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Esta planta es intensamente dulce debido a su alto contenido del sesquiterpenoide
bisaboleno hernandulcina, que es 1500 veces mas dulce que la sacarosa [37-22].
Se conoce de esta planta que presenta dos quimiotipos: dulce y amarga. El
segundo tipo es porque dentro de la composicion quimica del aceite esencial se
reporta una cantidad apreciable de alcanfor (ca. 53%) mientras que en el primero

este compuesto (amargo) no se detecta [37,41].

1.3.4 Lippia micromera Schauer

Lippia micromera Schauer es una planta medicinal tradicional usada en
Centroamérica subtropical, como anticatarral y antitusivo y para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales y como un antiséptico, digestivo y anti—
inflamatorio. Es una hierba nativa fuertemente aromatica de Texas y Nicaragua,
pero su habitat se extiende desde el sur de México a Panama, Guatemala y
Colombia; por sus propiedades suele confundirse con el orégano. En México, la
planta entera en forma de decoccion se emplea como emenagogo y expectorante,
mientras que la decoccién de hojas se usa para inducir la menstruacion, y sirve
también como condimento. En El Salvador es util para inflamaciones, y dolor de
estbmago. Para espasmos e inflamaciones, se hierven las hojas con sal y se
aplican localmente [18,42]. Segun Tucker (1993), el AE de L. micromera esta
compuesto principalmente por carvacrol, 26.5 +/- 1.5%, [1 — terpineno, 22.5 +/-
0.2% y p—cimeno, 11.5 +/- 0.3% [43].

1.3.5 Lippiaoriganoides H.B.K

Es un arbusto o arbol delgado, muy aromatico, que alcanza 3 m de alto. Esta
especie es nativa de Centroamérica (México, Guatemala, Cuba) y del norte de
Suramérica, especialmente, en la Regibn Amazona (Guiana, Venezuela, Brasil y
Colombia). Esta planta es popularmente conocida en el norte de Brasil por “Salva

— de — Marajo” y “Alecrim — d’Angola”, en el estado de Para es usada para la
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culinaria y para propoésitos medicinales. En México, Lippia origanoides H.B.K. es
llamada orégano, y la Farmacopedia Mexicana la reconoce como un sustituto para
el orégano comun, Lippia graveolens Kunth [44]. Maisch reporta la composicion
quimica del aceite esencial de Lippia origanoides H.B.K. con un alto contenido de
monoterpenos oxigenados (66%), carvacrol (38.6%) y timol (18.5%), siendo éstos
sus constituyentes mayoritarios, lo que sugiere la ocurrencia de un nuevo
quimiotipo para esta especie [45]. Ademas, debido a su composicion, Lippia
origanoides H.B.K. puede considerarse como una especia y condimento [44].
También el uso extenso de esta planta como carminativa, antiséptico general
(boca, piel, vagina) y para tratar las infecciones respiratorias, puede ser

relacionado con su notoria actividad antimicrobiana [44—46].

1.4 DESTILACION FRACCIONADA A PRESION REDUCIDA

La destilacion fraccionada es una operacion basica de las industrias quimica y
afines y se utiliza fundamentalmente en la separacion de mezclas de componentes
liquidos. La eficiencia de la separacion depende de multiples factores como la
diferencia de los puntos de ebullicién de los componentes de la mezcla, la presién
de trabajo, y otros parametros fisicoquimicos de los componentes; por una parte; y

del disefio y construccién del equipo, por otra parte [47].

El corazon de un sistema de destilacion fraccionada, es la columna de
fraccionamiento, de cuyo disefio (tamafio, n° de platos, tipo de relleno, diametro,
etc.) depende en gran medida el éxito de la separacion. Existen numerosos
procesos industriales, donde la destilacion fraccionada es una operacion clave y
de suma importancia para la obtencion y calidad de los productos fabricados.
Entre éstas estan la industria petroquimica, de sintesis quimica y de materias

primas (rectificacion de aceites esenciales), entre otras [47].
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Basicamente la destilacién a presidon reducida consiste en disminuir la presién a la
que esta sometido el liquido a destilar, de esta manera, su punto de ebullicion
también disminuye, y al destilar el material no se pierde por evaporacion [48]. Asi

mismo hay que tener en cuenta que:

a) La relacion entre la presion aplicada y la temperatura de ebullicion de un
liquido esta determinada por su comportamiento presion de vapor —
temperatura.

b) Muchos liquidos organicos no pueden ser destilados a presion atmosférica
debido a que se descomponen al llegar a su punto de ebullicion o por debajo
de éste; esto es frecuente en compuestos que ebullen por encima de los 200
°C.

c) Estas sustancias se purifican o separan por una destilacion a presion reducida

para evitar su descomposicion [48].

1.5 DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR DE AGUA

Las destilaciones sencilla, fraccionada y al vacio, se usan para compuestos
miscibles. Si un liquido hierve cuando su prensién de vapor equilibra la presion
exterior, dos liquidos inmiscibles entre si lo hacen conjuntamente cuando, por
calefaccion gradual, la suma de las presiones de vapor de ambos iguala la presion

exterior [49].

Con base en este hecho, gran numero de compuestos organicos pueden
destilarse a temperaturas inferiores a su punto de ebullicibn normal sélo al
someterlos a una corriente de vapor de agua. La sustancia puede recuperarse del
destilado por simple decantacion puesto que, al ser inmiscibles los dos liquidos,
existe una neta separacién entre fases. Esta técnica presenta la ventaja de que
permite la destilacion de muchas sustancias insolubles en agua y que mezcladas

con ella, pueden destilar a temperaturas inferiores a 100° C. Por ello se puede
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utilizar cuando se desea purificar un compuesto de alto punto de ebullicién y que
descompone a su temperatura de ebullicion o a una temperatura inferior. En este
sentido supone una alternativa a la destilacion a vacio. Sin embargo, su mayor
utilidad se presenta en el aislamiento de compuestos a partir de sus fuentes

naturales [49].

1.6 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

La expresion “Thin Layer Chromatography” (TLC) de los anglosajones y la
“Diinnschichtchromatographie” de los germanos, consiste esencialmente en el
empleo de capas finas y uniformes de adsorbentes normalizados sobre soportes
rigidos (placas de vidrio, porta-objetos de microscopia, poliéster, etc.), en las que
se depositan mezclas o sustancias puras, para que mediante el desarrollo con una
fase movil (disolventes) en una cubeta, puedan separarse e incluso identificarse

por medida de la capacidad de adsorcion [50].

El origen de TLC data hacia 1938 cuando dos investigadores rusos, IZMAILOV vy
SHRAIBER, utilizaron una técnica llamada Cromatografia de goteo sobre capas
finas horizontales. El método fue desarrollado mas adelante por MEINHARD vy
HALL y por KIRCHNER, MILLER y KELLER, y fue usado hasta entonces casi
exclusivamente para la separaciéon de terpenos. Tomd 20 afios para que esta
técnica llegara a ser una herramienta practica, cuando STHAL describio el equipo
y absorbentes eficientes, y estandarizé el procedimiento para la preparacion de las

placas, en 1958 y demostré su amplia aplicabilidad [51-52].

La principal razén para el amplio uso de esta técnica es la calidad de la
informacién suministrada en corto tiempo [50]. Es una de las mas populares y
ampliamente usadas técnicas de separacion. Las razones para esto son muchas,
e incluyen facil uso, amplia aplicacion para un gran numero de diferentes

muestras, alta sensibilidad, rapidez de separacion y un costo relativamente bajo
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[52]. TLC puede ser también usada como una técnica preparativa para

aislamiento y purificacion de compuestos de interés [50].

La TLC es un método de separacion en el cual una capa fina uniforme de
adsorbente o medio seleccionado y un eluyente son usados para la separacion de
mezclas. El adsorbente es aplicado como una cubierta para obtener una capa
estable de tamafo adecuado. El soporte mas comun es una placa de vidrio. Los
cuatro adsorbentes mas comunmente usados son el gel de silice, la alumina,

tierras diatomaceas y la celulosa [52].

1.7 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA Y LOS ACEITES ESENCIALES

Los terpenos y los aceites esenciales pueden generalmente ser detectados
usando tricloruro de antimonio, pentacloruro de antimonio, reaccién de
fluoresceina / bromo o una solucién al 1% de vainillina en acido sulfurico
concentrado. Las cetonas son localizadas con una solucion saturada de 2,4 —
dinitrofenilhidrazina en acido clorhidrico 2 N y peréxidos por la reaccion de yodo
[53].

Las capas de alumina o gel de silice son usadas para cromatografiar terpenos.
Los hidrocarburos terpenos y azulenos débilmente adsorbidos, son
cromatografiados sobre capas activas de gel de silice, usando hidrocarburos
parafinicos tales como pentano, hexano o heptano como eluyentes. Eluyentes
mas poderosos, tales como: benceno o mezclas de benceno / metanol, son
usados para terpenos mas polares como el mentol. La cromatografia de capa fina
es el método mas importante para el analisis de aceites esenciales, aparte de la

cromatografia de gases [53 — 54].
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1.8 ROTACION OPTICA

Muchos AE, cuando son expuestos a un rayo de luz polarizada, poseen la
propiedad de rotar el plano de polarizacion a la derecha (dextrégiro) o la izquierda
(levogiro). Esta propiedad se determina por un polarimetro y se mide en grados
de rotaciéon. El angulo de rotacién es dependiente de la naturaleza del liquido, la
longitud de la columna a través de la cual la luz pasa, la longitud de onda de la luz
usada y de la temperatura. Tanto el grado de rotacibn como su direccion son

importantes como criterio de pureza [8].

Para muchos AE el cambio en la rotacién optica con variaciones de temperatura
normalmente encontrada en el laboratorio, es muy pequefo; por lo tanto, las
lecturas para este analisis de rutina, son usualmente tomadas a temperatura

ambiente, en un cuarto oscuro y con luz de sodio monocromada [8].
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2. DESCRIPCION DEL PROCESO EXPERIMENTAL

En esta seccion se presenta el desarrollo experimental de la caracterizacién
taxonoémica de las siete especies de Lippia a saber: L. alba, quimiotipo carvona, L.
alba, quimiotipo citral, L. citriodora, L. dulcis, L. micromera, L. origanoides,
quimiotipo carvacrol y L. origanoides, quimiotipo p — cimeno; extraccion de los
aceites esenciales y extractos e identificacion de la composicién quimica de los
mismos, determinacién de la densidad, rotacion especifica e indices de refraccion
para los aceites; y por ultimo el aislamiento y la caracterizacion del sesquiterpeno

mayoritario del aceite esencial de L. alba, quimiotipo carvona.

2.1 REACTIVOS Y EQUIPOS UTILIZADOS

2.1.1 Reactivos

# Material vegetal: L. alba (carvona), L. alba (citral), L. citriodora, L. dulcis,
L. micromera, L. origanoides (carvacrol - timol) y L. origanoides (timol),
(Complejo Agroindustrial del Centro de Investigacion de Excelencia,
CENIVAM, de la Universidad Industrial de Santander, UIS).

n — Tetradecano (SIGMA-AIldrich, 99% pureza).

Sulfato de sodio anhidro (MERK, 99% pureza).

Diclorometano (Riedel-de—Haén, SIGMA-Aldrich, 99.8% pureza).
Nitrogeno gaseoso, N, (AGA fano S.A, 99.999% pureza).

Helio, H, (AGA fano S.A, 99.999% pureza).

Celulosa Microcristalina (Disproalquimicos).

Yeso grado 3 de odontologia.

Hexano (Fluka, SIGMA-AIldrich, 95% pureza).

Benceno (J.T.Baker, 99.5% pureza).

* ¢ ¢ ¢ ¢ ¢+ 0+ 0
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2.1.2

* 4 » @
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Yodo (MERK, 99% pureza).

Yoduro de potasio (MERK, 99,5% pureza).
Aceite mineral.

Parafina.

Agua destilada.

Equipos

i

. * & » @

L

¢

Balanza (Mettler Toledo PB1502-5 con precision +/- 0,01 g).
Refractometro (Abbe Refractometer ATAGO, NAR — 1T cat. No. 1210).
Polarimetro (SR — 6 Full Circle Scale +/- 0.1°, POLYSCIENCE)

Plancha de calentamiento (CERAN — SCHOT, 1600 W, 120 V).

Plancha de calentamiento y agitacion (Magnetic stirrer MSH 300,
BOECO, 110 V/550 W/50-60 Hz).

Criostato (Cole—Parmer, digital Polystat temperature controler, Model
12108-20, 120 V, 60/12 Hz/A).

Bomba de vacio (Franklin Electric CIT Alcatel 2004 A)

Cromatégrafo de Gases — Detector selectivo de masas (Agilent
Technologies 6890 Plus Series GC System acoplado a un MSD Agilent
Technologies MSD 5973 Network), para columna apolar.

Cromatégrafo de Gases — Detector selectivo de masas (Agilent
Technologies 6890 Network GC System acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent Technologies 5975 Inert XL), para columna
polar.

Cromatégrafo de gases (Agilent Technologies 6890 Network GC
System acoplado a FID y un inyector automatico Hewlet—Packard 7689
Series injector), para analisis quiral.

Camara ultravioleta (CAMAG UV — CABINET Il, a 254 y 366 nm.)
Equipo de destilacién — extraccion con solvente (equipo de Godefroot
[53]).
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Equipo de hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas
(equipo modificado de J. Paré [56] y horno microondas LG — Intelowave,
Model 1242ZK, 120 V, 13,32, 250 MHz).

Equipo de destilacion fraccionada en vidrio a presion reducida
(disefado en el laboratorio).

Equipo de destilaciéon fraccionada en cobre a presion reducida
(disefiado en el laboratorio).

Bafo de aceite termostatado (disefiado en el Laboratorio).

Equipo de destilacion con arrastre de vapor de agua (disefiado en el
laboratorio).

Nevera (Indufrial).

Microtubos (BRAND, 1.5 mL / 20 °C)

Transferpipeta (Transferpette, BRAND, 0 — 20 (L)

Transferpipeta (Transferpette, BRAND, 25 — 250 (L)

Transferpipeta (Transferpette, BRAND, 20 — 250 (L)

Pipetas Pasteur (BRAND)

El laboratorio de Cromatografia, el Centro de Investigacion de Excelencia,
CENIVAM, y el laboratorio de Fisicoquimica facilitaron la consecucion y utilizacion

de los reactivos y equipos requeridos.

2.2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.2.1 Identificacién taxonémica de las especies de Lippia estudiadas

El material vegetal fue recolectado en el cultivo experimental del complejo
agroindustrial del Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM, ubicado en el
ala nororiental de la Universidad Industrial de Santander, UIS, para cada una de
las especias a saber: L. alba (carvona), L. alba (citral), L. citriodora, L. dulcis, L.

micromera, L. origanoides (carvacrol - timol) y L. origanoides (timol).
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Las muestras de cada una de las Lippias, se enviaron al Instituto de Ciencias
Naturales, Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota, al Herbario Nacional de Colombia. El pliego testigo quedd depositado
como muestra permanente en el Herbario Nacional de Colombia (COL, Bogota),

con el No. Voucher, como se registra en la Tabla 3:

Tabla 3. No. de Voucher para cada una de las Lippias estudiadas

correspondiente a la identificacion taxonémica.

Nombre planta FAMILIA No. Voucher
Lippia alba (Mill.)N.E.Br., quimiotipo carvona Verbenaceae 512078
Lippia alba (Mill.)N.E.Br., quimiotipo citral Verbenaceae 512077
Lippia citriodora H.B.K. Verbenaceae 519798
L. dulcis (Trev.) Verbenaceae 512079
L. micromera Schauer Verbenaceae 519797
Lippia origanoides H.B.K., quimiotipo carvacrol  Verbenaceae 512075

Lippia origanoides H.B.K., quimiotipo p — cimeno Verbenaceae 519799

2.2.2 Extraccion de los metabolitos secundarios volatiles de cada una de las

Lippias estudiadas.

La recoleccion del material vegetal se tomé del cultivo experimental del complejo
agroindustrial de CENIVAM. Para cada una de las extracciones de cada Lippia
estudiada, el material vegetal se recolect6 de la misma parcela y de la misma zona
de la parcela escogida, de hojas maduras en buen estado y de un tamafio similar,
recién recolectadas a la misma hora (6:00 a.m). Las extracciones se hicieron con

dos tipos de técnicas:

1. Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD)

2. Destilacion — extraccion con solvente (SDE).
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2.2.2.1 Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD)

Esta técnica se utilizé de acuerdo con el procedimiento descrito por Stashenko et
al. (1993 — 1994) [55-56]. Todo el montaje consta de un equipo de destilacién tipo
Clevenger con reservorio de destilacion Dean-Stark y adaptacion para
calentamiento a través de un horno de radiacién de microondas, el cual tiene una
potencia de salida de 1200 W; ademas cuenta con un sistema de refrigeracion y
un balon de fondo redondo de 2 L, donde su ubica el material vegetal con la
cantidad de agua suministrada, para asi llevar a cabo satisfactoriamente la

extraccion del AE. El montaje se puede observar en Fotografia 1.

Kesovado de destilaciin

Dean— Gtack

Fotografia 1. Montaje del equipo de MWHD.

Una vez se tiene listo el montaje de MWHD, se procede a hacer la extraccion de

los AE bajo las condiciones de trabajo que se registran en la Tabla 2.
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Tabla 4. Condiciones de trabajo usadas en la MWHD.

Condiciones Descripcion
Cantidad material vegetal 300 g
Cantidad de agua 250 mL
Potencia usada 70%
Tiempo de extraccion 10 min
Tiempo de intervalos de extraccion 2 min
Periodicidad de la extraccion 4

Una vez se obtiene el aceite esencial en el Dean—Stark se separa del aguay se le
agrega sulfato de sodio, Na;SO4, anhidro, para secar el AE. Luego se toma una
alicuota de 50 puL en un microtubo y se adiciona 4 uL del estandar interno (n —
tetradecano) y se afora a 1 mL con diclorometano y por ultimo se transvasa a un
vial para el analisis cromatografico tanto por columna apolar como por columna

polar.

2.2.2.2 Destilacion — Extraccion con Solvente (SDE).

Para la obtencion de los extractos de las Lippias se usd un equipo a micro —
escala descrito por Godefroot [57-58]; ver Fotografia 2.

Fotografia 2. Montaje del equipo SDE.
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La obtencion de los extractos se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones de
trabajo: se usaron 10 g del material vegetal en un balén de 100 mL con 40 mL de
agua destilada; por otra parte, en un balén de 10 mL se adicionaron 3 mL de
diclorometano (grado HPLC), y en el cuerpo de extraccion se adicionaron 5.5 mL
de agua destilada. La temperatura del bafo de aceite (material vegetal) fue de
120 °C y la temperatura del bafio de agua (diclorometano) fue de 65 °C. El tiempo
de extraccion fue de 1 h y 30 min, como lo describen Stashenko et al. [59-62].
Los extractos que se obtuvieron de cada una de las especies de Lippia
estudiadas, se concentraron a 0,5 mL con un flujo constante de nitrégeno y
después a cada uno de ellos se les adicioné 1 puL del patron interno (n —
tetradecano), y se aforaron a 1 mL con diclorometano. Finalmente, cada una de
estas muestras fue inyectada al GC — MS para su respectivo analisis
composicional. Cada uno de los extractos fue analizado por dos columnas: apolar

y polar.

2.2.3 Analisis por cromatografia de gases — espectrometria de masas.

La identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de cada uno de los AE y
de los extractos, se realiz6 empleando la técnica analitica de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), usando dos columnas

capilares de fase estacionaria diferente: apolar y polar.

2.2.3.1 Pardmetros operacionales utilizados en la identificacion de los

componentes separados por columna apolar (DB-5 MS).

El analisis por columna apolar se llevdé a cabo en una cromatégrafo de gases
Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a un detector selectivo de masas (MSD)
Agilent Technologies MSD 5973 Network (ver Figura 3); ubicado en el Laboratorio

de Cromatografia de la UIS.
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El sistema de inyeccidon esta equipado con un puerto de inyeccion split/splitless
(250°C, relacion de split 30:1), un inyector automatico Agilent Technologies 7863 y
un autosampler Agilent Technologies 7863 Series. El gas de arrastre empleado
fue helio, con una presién de entrada en la cabeza de columna de 16,47 psi y una
velocidad lineal de 26 cm s™.

En el sistema de separacién se emple6 una columna capilar apolar DB-5 MS (J &
W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm., D.l. x 0,25 ym, ds, con fase
estacionaria de 5% fenil-poli(metilsiloxano). La programacion de la temperatura
del horno fue inicialmente 45 °C durante 5 min, @ 4 °C/min hasta 150 °C, por 2
min, @ 5 °C/min hasta 250°C (5 min). Luego @ 10 °C/min hasta llegar a 275 °C
(15 min). En el analisis por espectrometria de masas se us6 impacto de
electrones con una energia de 70 eV. La temperatura de la camara de ionizacion
fue 230 °C y la de la linea de transferencia fue 280 °C. El flujo constante de He
fue de 1 mL/min. Los espectros de masas y las corrientes idnicas reconstituidas
(TIC) se obtuvieron en un analizador cuadrupolar (150 °C), por medio de barrido
automatico de frecuencia (full scan) a 4,75 scan s, en el rango de masas de m/z
40 - 350.

Finalmente, en el procesamiento de datos, los datos cromatograficos fueron
adquiridos y procesados en un sistema de datos HP-MS ChemStation (Version
1.05), que incluye las bases de datos NBS 75K, WILEY 138K, NIST 02 y ADAMS.
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Fotografia 3. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus y un

detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973 Network.

2.2.3.2 Pardmetros operacionales utilizados en la identificacion de los

componentes separados por columna polar (DB-WAX).

El analisis por columna polar se llevd a cabo en una Cromatégrafo de gases
Agilent Technologies 6890N Network GC System acoplado a un detector selectivo
de masas (MSD) Agilent Technologies 5975 Inert XL (ver Figura 4); ubicado en el

Laboratorio de Cromatografia de la UIS.
El sistema de inyeccidén esta equipado con un puerto de inyeccion split/splitless

(250 °C, 50:1), un inyector automatico Agilent Technologies 7683B Series Inyector

y un autosampler Agilent Technologies 7863 Series. El gas de arrastre empleado
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fue helio, con una presién de entrada en la cabeza de columna de 16,47 psiy una

velocidad lineal de 26 cm s™.

En el sistema de separacion se us6 una columna de silice fundida polar DB-WAX
(J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), de 60 m x 0,25 mm. D.l. x 0,25 ym, d, con
fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol). La
programacion de la temperatura de horno fue: 45 °C (5 min) @ 3 °C/min 150 °C (3
min) @ 4 °C/min 220 °C (5 min). En el analisis por espectrometria de masas se
usé impacto de electrones con una energia de 70 eV. La temperatura de la
camara de ionizacion fue 230 °C y la de la linea de transferencia fue 250 °C. El
flujo constante de He fue de 1 mL/min. Los espectros de masas y las corrientes
idnicas reconstituidas (TIC) se obtuvieron en un analizador cuadrupolar (150 °C),
por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan) a 4,75 scan s, en el

rango de masas de m/z 40 — 350.
Finalmente, en el procesamiento de datos, los datos cromatograficos fueron

adquiridos y procesados en un sistema de datos Agilent ChemsStation G1701DA
(Version D.02.00, 2005 SP1 MSD Productivity).
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Fotografia 4. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N Network y
un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975 Inert XL.

2.2.4 ldentificacion y cuantificacion de los componentes presentes en los

AE y en los extractos de las Lippias estudiadas.

Para la identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de los AE de hojas
de las Lippias estudiadas y de sus extractos se emplearon espectros de masas e
indices de retencion [63]. Los indices de Kovats [64] se calcularon con base en
los tiempos de retencidén de los analitos problema y de los tiempos de retencion
de una serie homoéloga de patrones de hidrocarburos desde Cip hasta Cys,
corridos bajo las mismas condiciones operacionales que los AE y los extractos,
empleando las columnas DB5-MS y DB-WAX [65]. Para su determinacion se

empled la siguiente formula:
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I, = 1000 + 100[u]
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(Ecuacion 1)

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 retencion de n—alcanos que eluyen antes y después del

compuesto x.

La cuantificaciéon de los componentes presentes en los AE y los extractos, se
realizé utilizando como estandar interno (istd), el n—tetradecano (SIGMA, Aldrich,
99% pureza) y relacionando las éareas del istd y del compuesto con las
concentraciones de los dos. En este caso la relacidén existente entre el estandar

interno y el compuesto a cuantificar es la siguiente:

ad _ Ar
Cx

CF

(Ecuacion 2)

Donde:

Aisia: Area del pico cromatografico del estandar interno;

Cista: Concentracion del estandar interno;

A Area del pico cromatografico del compuesto que se cuantificara;

C«: Concentracion del compuesto que se cuantificara.
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2.2.5 Determinacién de algunas propiedades fisicoquimicas para los AE de

las Lippias estudiadas.

2.2.5.1 Determinaciéon de la densidad

La densidad se determiné utilizando un picnédmetro (1 mL), previamente calibrado
con agua. Se procedid a pesar el aceite correspondiente al volumen del
picnometro, teniendo en cuenta la temperatura a la que se estaba haciendo la
determinacion. Este procedimiento se realizé tres veces para poder obtener

reproducibilidad en el resultado.

2.2.5.2 Determinacion del indice de refraccion

El refractometro que fue usado para la toma de los indices fue un Abbe
Refractometer ATAGO, tiene la ventaja de poseer un sistema de enfriamiento, el
cual se aprovechd para acoplarlo a un criostato y éste a su vez permitid
seleccionar digitalmente la temperatura deseada. La temperatura seleccionada
fue T=20°C. Por otro lado, el refractometro incluye un blanco que es H,O HPLC
para calibrar el refractdmetro. Esta toma se hizo y el valor que arrojé fue bastante

acertado con el reportado en la literatura.

2.2.5.3 Determinacién de larotacion especifica

La rotacién especifica se determind en un polarimetro, SR — 6 Full Circle Scale +/-
0.1°, que posee como fuente una lampara de sodio (589 nm) y un portamuestra de
longitud 2 dm. Segun la literatura [66], |a longitud ideal para un portamuestra es 1
dm, por tal motivo se quiso reducir la cantidad de muestra (ya que no se podia
disminuir la longitud) reduciendo el volumen, acondicionando otro portamuestra
dentro del original. Para verificar si el polarimetro esta calibrado, se debe tomar

una muestra que no desvie el plano de la luz polarizada, por lo que se escogi6
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agua. Para hallar la rotacion especifica hay que inicialmente tomar el angulo de

rotacion (1) y luego aplicar la siguiente ecuacion para calcularla:

(Ecuacion 3)
Donde:

[a]'p: rotacién especifica

a: angulo de rotacion

I: longitud del portamuestra (dm)

d: concentracion de la muestra (g/mL)

2.2.6 Destilacion fraccionada a presion reducida

La destilacion fraccionada a presion reducida se escogio para hacer el aislamiento
del sesquiterpeno presente en el A.E L. alba (carvona) por reportes en literatura
(GUENTHER, E. The essential Oils. Volume two) [51], el cual indicaba que por
medio de esta técnica y aplicando una presion de 15 mm Hg reducia el punto de

ebullicion de los sesquiterpenos de un rango de 240 — 280 °C a 150 °C.

Teniendo en cuenta lo anterior, se procedid a disefiar un equipo en vidrio que se
ajustara a las condiciones en las que se iba a trabajar. Este equipo, basicamente,
consta de un tubo Claisen de 25mL con una modificacion: a la salida de este tubo
se acondiciond la columna de fraccionamiento (20cm de longitud); un refrigerante,
un erlenmeyer de 25mL con salida lateral con llave de teflon y un tubo de ensayo
para la recoleccion de la muestra; cada parte va una a continuacion una de la otra,

en el orden en que se nombraron (ver Fotografia 5).
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Fotografia 5. (a) Equipo de destilacion fraccionada en vidrio y (b) Fuente de

calentamiento (bafio termostatado).

Como se muestra en la Fotografia 5, el equipo de vidrio esta recubierto de
cabuya, este recubrimiento se hizo por dos razones: para darle proteccion al
operario y para mantener la refrigeracion en el sistema, como una chaqueta

termostatada, para disminuir errores sistematicos.

Este mismo equipo se hizo también en tubo de cobre (Figura 6) previendo un
accidente con el de vidrio. El relleno que se us6é para la columna de
fraccionamiento fue tubos de vidrio de 1 cm de longitud por 5 mm de didametro,
aproximadamente. La fuente de calentamiento que se usé fue fabricada en el
laboratorio (Figura 5). Para este sistema de calentamiento se hizo un bafo
termostatado, en el cual se us6 como aislante una mezcla de engrudo y aserrin y
se le acondicion6 una resistencia de 500 W junto con el control de temperatura. El
medio que se uso para calentar fue inicialmente aceite mineral y luego se cambio
por parafina para aumentar la temperatura del bafio. Para el enfriamiento del

refrigerante se usoé un criostato.
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Las muestras que se recogieron de estas destilaciones, se analizaron por GC —
MS, tomando una alicuota de 50 (1L, adicionando 1 L de n - tetradecano y
aforando a 1 mL con diclorometano.

Columua de fracd onamiento

Bafic de calentamienta
termostatado

Fotografia 6. Equipo de destilacion fraccionada en cobre.

2.2.7 Destilacion por arrastre con vapor de agua

La destilacién por arrastre con vapor de agua se realizé con el montaje que se
observa en la Fotografia 7, hecho en el laboratorio; el cual consta de un
generador de vapor de agua, un recipiente de vidrio para depositar el material

vegetal, un refrigerante y recipiente de vidrio para recoger el destilado.
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Fotografia 7. Montaje del equipo de destilacion por arrastre con vapor de

agua.

2.2.8 Cromatografia de capa fina

Para este analisis se uso el equipo de Desaga (Fotografia 8), aplicador “spreader”
con regulador de espesor; placas de vidrio de 10,5 * 5,25 cm. Para la preparacion
de las placas de vidrio (con espesor de250 ['m) se tomd en cuenta el medio en el
que se iba a hacer la separacion, por el tipo de compuesto que se iba a aislar; se
escogio un medio neutro ya que por reportes de literatura [67], este compuesto es
labil en medios acidos, y se prefirid que el soporte fuera neutro. La fase
absorbente que se escogid entonces, fue celulosa microcristalina/yeso grado 3 de
odontologia/agua. Este soporte se preparé usando una relacion de 1/1/2,
respectivamente. Con respecto a la fase movil se usaron varios eluyentes:

hexano, ciclohexano, benceno, tolueno y yodo.
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Una vez se tenian las placas se “picaron” con una micropipeta a 1 cm del borde
inferior de la placa y luego se introdujeron en una camara de vidrio de 25*20*10
cm, saturada de los vapores de los solventes utilizados, a una profundidad de 0,5
cm. El solvente se dejo correr sobre cada placa cromatografica hasta una
distancia entre 8 — 9.5 cm. Se dejaban secar y posteriormente se procedié al
revelado que se hizo en camara ultravioleta, con vapores de yodo y en una
solucién de yoduro de potasio. Estos dos ultimos reveladores también se hicieron

pasar por la camara ultravioleta.

La razén de avance, Ry, de la muestra en cada uno de los solventes se hallé por

medio de la siguiente ecuacion:

Distancia del compuesto desde el origen

Distancia del frente de solvente desde el origen
(Ecuacion 4)

Fotografia 8. Equipo de cromatografia de capa fina.
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3. CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES Y DE
LOS EXTRACTOS DE LAS ESPECIES DE LIPPIA ESTUDIADAS
MEDIANTE GC — MS.

3.1 ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE LIPPIA ALBA
(QUIMIOTIPO CARVONA) POR MWHD.

El aceite esencial de L. alba (carvona) (ver Fotografia 9) obtenido de las partes
aéreas (hojas e inflorescencias), presenta un olor bastante intenso pero agradable

(“aromatico”) y su color fue ligeramente amarillo y traslucido.

-. 5
% 1. :)
2
ot Hig
_b“l

Fotografia 9. Lippia alba (Mill.)N.E.Br., quimiotipo carvona.
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El rendimiento de extraccion del aceite fue 0,75% (%p/p) siendo éste un poco
mayor que el que se habia reportado en la literatura [67]. Esta diferencia puede
explicarse dado que el contenido de aceite en el material vegetal depende no sélo
del estado de madurez de la planta, condiciones en que se recolecta el material
vegetal (temperatura y hora del dia) [68], sino también del estrés al que esté

sometida ya sea por las condiciones del suelo y/o por las condiciones ambientales.

En la Figura 1 se presenta el perfil cromatografico de los metabolitos secundarios
volatiles del AE de L. alba (quimiotipo carvona), extraido por MWHD bajo las
condiciones operacionales descritas en el Numeral 2.2.2.1, del desarrollo
experimental. En la Tabla 5 se registran los componentes identificados por GC —
MS, segun el orden de elucion en la columna DB — 5 MS (cantidad relativa, = 0.1
%), junto con sus indices de retencion, cantidades relativas y concentraciones que
se determinaron por el método del estandar interno, de acuerdo con el Numeral
2.2.4.

24

istd 42

28
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18 2y 22
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1 4 3539 a3
S| :Jf. J 15, L \fLBLL 48

i T T r—
Time—> '5.5'3 2{)':":) 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 min

Figura 1. Perfil cromatogréafico del AE de L. alba, quimiotipo carvona,
obtenido por MWHD. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de
masas (El, 70 eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra

reportada en la Tabla 5.
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Tabla 5. Composicién quimica, cantidad relativa (%) y concentraciéon (ppm)

de los componentes en el AE L. alba (carvona) aislado por MWHD.

Ne % Nombre del Compuesto cI:;:“;titc'lad Concentracion
pico DB-5 DB-WAX P e (ppm)
1 855 trans-2—Hexenal 0,04 7,79
2 859 1289 cis-3—Hexen—1-ol 0,25 45,68
3 939 1161 o—Pineno 0,10 18,12
4 954 1061 Canfeno 0,28 50,24
5 975 1115 Sabineno 0,06 1,42
6 979 1205 B—Pineno 0,12 22,07
7 979 1283 1-Octen—3—-ol 0,15 8,23
8 990 1156 B-Mirceno 0,87 157,27
9 1029 1200 Limoneno 29,48 5347,78
10 1037 1238 cis-p—0cimeno 0,81 23,80
11 1050 1251 trans-p—0Ocimeno 1,05 147,80
12 1088 1287 Terpinoleno 0,08 7,97
13 1091 - p-Ocimeneno 0,09 8,23
14 1096 1547 Linalool 0,52 94,13
15 1122 134 erepmadllentadiens g o 30,21
16 1136 1451 cis-Oxido de limoneno 0,19 34,09
17 1137 1873 cis-p-2,8—-Mentadien—1-ol 0,17 42,03
18 1142 1476 trans-Oxido de limoneno 0,40 2,01
19 1146 1518 Alcanfor 0,14 8,51
20 1177 1601 Terpineno—4—ol 0,03 3,94
21 1169 1698 Borneol 1,23 155,06
22 1192 1618 ¢is-dihidrocarvona 0,90 93,95
23 1200 1639 trans—dihidrocarvona 0,65 117,89
24 1214 1713 [so-Dihidrocarveol 0,20 8,86
25 1216 1842 trans-Carveol 0,63 73,98
26 1229 1820 cis-Carveol 0,60 2,99
27 1243 1715 Carvona 39,78 7215,74
28 1252 1739 Piperitona 2,86 518,60
29 1256 - trans-Epoxido de 111,63
piperitona 1,23
30 1276 1805 trans-Oxido de carvona 0,31 30,47
31 1290 2092 Timol 0,08 7,91
32 1342 1706 trans-Acetato de carvilo 0,12 20,86
33 1343 1945 Piperitenona 5,17 937,25
34 1376 1519 o—Copaeno 0,07 12,17
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35 1388 1546 B—Bourboneno 1,26 228,30

36 1388 1560 B—Cubebeno 0,06 22,88
37 1390 1598 p—Elemeno 0,61 111,18
38 1420 1491 B—Ylangeno 0,22 39,71
39 1439 1610 trans-B—Cariofileno 0,12 21,31
40 1432 1626 p—Copaeno 0,19 34,67
41 1456 1669 trans—-B—Farneseno 0,49 89,74
42 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,21 37,27
43 1477 1739 y—=Gurjuneno 0,24 4,69
44 1484 1701 y—Muuroleno 0,09 2,97
45 1485 1654 Germacreno D 0,05 9,03
epr
e sy L2y Biciclosesquifelandreno 4,88 Sleiell
47 1500 1705 Biciclogermacreno 0,22 39,57
48 1507 1740 ¢/is-o—Bisaboleno 0,35 1,54
49 1513 1766 y—Cadineno 0,34 44,05
50 1575 2066 Germacreno D—4-ol 0,89 88,93
51 1578 2153 Espatulenol 0,06 2,84
NI 0,83

Continuacién de la Tabla 5.

Se logro identificar 51 componentes, que constituyen el 98,1 % de la composicion
quimica del AE, por medio de los indices de Kovats, tanto en columna apolar
como polar y los espectros de masas (El, 70 eV), bajo los parametros de
integracion aplicados: umbral de integracién, Thshd = 16, y area de rechazo del

pico en la base = 1.

En la tabla se puede observar que la planta es rica en: carvona (39,78%),
limoneno (29,48%), piperitenona (5,17%), epi—biciclosesquifelandreno (4,88%) y
piperitona (2,86%); ademas, se identificaron principalmente metabolitos
caracteristicos de cuatro grupos de compuestos: Hidrocarburos monoterpénicos,
HM, (32,48 %), Monoterpenos oxigenados, MO, (53,06 %), Hidrocarburos
sesquiterpénicos, (8,78 %) y Sesquiterpenos Oxigenados, SO, (1,54 %), por lo que
se puede determinar que el AE de L. alba (carvona) es de tipo monoterpenoide.

En la Gréafica 1 se representan estas familias de compuestos.
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Teniendo en cuenta que el AE de L. alba (quimiotipo carvona) fue la base para el
desarrollo de este trabajo experimental, se tomaron algunas constantes
fisicoquimicas (tres mediciones por cada una) como la densidad, d**° = 0,90 +

200C

0.02 g/mL, el indice de refraccién, n = 1,489 + 0.003, y la rotacién especifica

[a]o?C = (+) 58,4 + 0.29.

Cantidad relativa, %

HM MO HS SO Oros

Grupos de familias

Grafica 1. Distribucion de los grupos de familias encontrados en el AE de L.

alba (quimiotipo carvona) extraido por MWHD.

Los resultados obtenidos de estos parametros son utiles en el control de calidad
de un aceite esencial, lo que garantiza que posee unas caracteristicas analiticas

especificas, lo que posibilita la deteccidén de impurezas y/o adulteraciones [28].

Los datos de densidad e indice de refraccion pueden en cierta forma ayudar a
determinar, indicar la composicion quimica de un AE. Segun reportes en la
literatura [8, 69—70], los aceites que tienen densidad entre 0,9 — 1,0 g/mL e indices
de refraccion mayores de 1,47 tienen un alto contenido de compuestos

oxigenados; estos datos determinados experimentalmente para el AE de L. alba
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(quimiotipo carvona) corresponden a los de la literatura, y esto se puede
comprobar con la cantidad de MO que se encontraron para este aceite, 53,06 %.
Segun la literatura [8,71] la densidad y el indice de refraccibn para AE se
encuentran entre: 0,84 — 1,17 g/mL y 1,43 — 1,61 a 20 °C, respectivamente.
Ademas, el valor de la rotacion especifica hallado, también hace referencia a la

semejanza de este aceite con reportes previos encontrados [72—73].

Es importante resaltar que el valor de la rotacion 6ptica de un AE no permite
elucidar la composicién quimica de éste; sin embargo, este valor es necesario en
el control de calidad del mismo, porque se pueden detectar adulteraciones o

impurezas en el AE [70].

También cabe anotar que la densidad en un aceite no es constante porque
depende de la planta, de su estado de maduracion, de su ubicacion, del método

de extraccion, purificacion, tiempo y modo de almacenamiento.

A continuacion se presentan los espectros de masas (Figuras 2-6) y las posibles
rutas de fragmentacion (Esquemas 1-5) de los compuestos mayoritarios del AE L.
alba (carvona), a saber: carvona, limoneno, piperitenona, biciclosesquifelandreno y

piperitona.

= Carvona: el espectro de masas se presenta en la Figura 2 y las posibles
rutas de fragmentacion [29,74-75] por El, 70 eV se observan en el
Esquema 1, donde se aprecia que el ion molecular M* en m/z 150 (14 %)
sufre una ruptura retro—Diels—Alder (RDA), debido a que presenta una
insaturacion en el ciclo, lo que conduce a la formacion del ion pico base m/z
82 (100%), el cual por pérdida de monoxido de carbono CO da origen al
catién radical C4He™ en m/z 54 (30 %) . Otros iones que se presentan a

partir del M™ debido a la pérdida de un radical metilo CHs y de una
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molécula de propeno son: (M—CH3)" en m/z 135 (7 %) y (M—C3He)™ en m/z

108 (45 %), respectivamente. El cation radical (M—CsHg)™ a su vez, pierde

un radical CHs dando origen al cation CeHsO™ en m/z 93 (25 %).
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Figura 2. Espectro de masas de la carvona.
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Esquema 1. Posibles rutas de fragmentacion de la carvona.

Limoneno: el espectro de masas se presenta en la Figura 3 y en el
Esquema 2 se presenta la ionizacién disociativa por impacto de electrones
[29,74-75]. En la fragmentacion del limoneno se puede observar que el M™
en m/z 136 (23 %) se puede disociar de cuatro formas posibles: por ruptura
RDA se obtiene el pico base, en m/z 68 (100 %), que a su vez por pérdida
de una molécula de etileno se produce el fragmento en m/z 41 (19 %). El
M™ por pérdida del radical isopropenilico da lugar al catién en m/z 93 (59
%), y de éste por pérdida de un radical metilo se obtiene el fragmento
CesH7", en m/z 79 (23 %). Por otro lado, del M™ por transposicién 1,5 de H
se obtiene el cation en m/z 67 (45 %); pero también al hacer esta
transposicion seguida de la pérdida de un radical etilo se obtiene el cation
CgH11" en m/z 107 (17 %). Finalmente, el M™ también por pérdida de un

radical metilo se puede dar el cation en m/z 121 (11 %).
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» Piperitenona: el espectro de masas y las posibles rutas de fragmentacién

[29,74-75], para la piperitenona se presentan en la Figura 4 y en el

Figura 3.
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Esquema 3, respectivamente.

En la ionizacion disociativa se puede observar que el M™ en m/z 150 (100
%), que es a su vez el pico base, por pérdida del radical metilo, se produce
el fragmento (M—CH3)" en m/z
molécula de propeno da el cation CeH30™ en m/z 91 (23 %). Por otro lado,
del M™ por ruptura alfa y subsecuente pérdida de CO se obtiene el cation
en m/z 122 (8 %), y este cation por pérdida de un radical metilo entrega el
cation CgH11" en m/z 107 (52 %), el cual pierde una molécula de etileno y
produce el radical CgH7" en m/z 79 (52 %).
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Esquema 2. Posibles rutas de fragmentacién del limoneno.
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Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacién de la piperitenona.
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Biciclosesquifelandreno: de los hidrocarburos sesquiterpénicos, el
biciclosesquifelandreno es el principal representante de este grupo en el AE
de L. alba (carvona). Su espectro de masas se presenta en la Figura 5.
Este terpeno tiene por nombre IUPAC: 1-0(H), 700(H), 100(H)-4(14), 5-
diene, es un compuesto termolabil que se encuentra principalmente en el
AE de Piper cubeba y su epimero en Ocimum basilicum [66]. El esqueleto
del cadeleno, es considerado la base de la estructura hidrocarbonada de la

cual se deriva este sesquiterpeno [76-77].

En la ionizacién disociativa [29,74-75], (ver Esquema 4), este metabolito
presenta un ion molecular M™ de intensidad baja en m/z 204 (19 %). Este
al perder un radical isopropilico CzH; produce el ion pico base en m/z 161
(100 %) y a partir de éste se obtienen los diferentes fragmentos que
constituyen el espectro de masas: por ruptura RDA se obtiene el cation en
m/z 133 (17 %), el cual a su vez, también por RDA produce el catidén en
m/z 105 (41 %). Por otro lado, el pico base sufre un reordenamiento por
deslocalizacién de la carga positiva y seguida de una RDA produce el
fragmento en m/z 119 (30 %), el cual por fragmentacion RDA produce el
cation m/z 79 (20 %); y por reordenamiento de la deslocalizacion de la

carga positiva y subsecuente RDA produce el fragmento en m/z 91 (35 %).
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Figura 5. Espectro de masas del biciclosesquifelandreno.
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Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion del biciclosesquifelandreno.
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Piperitona: el espectro de masas se presenta en la Figura 6 y la ionizacién
disociativa [29,74-75], se registra en el Esquema 5. En éste se puede
observar el M™ en m/z 152 (23 %), el cual sufre ruptura RDA produciendo
el ion pico base, en m/z 82 (100 %) que a su vez pierde una molécula de
CO y produce el cation radical C4Hs™ en m/z 54 (30 %). ElI M™ por
reodernamiento McLafferty, pierde una molécula de propeno para producir
el cation radical en m/z 110 (94 %), y éste al perder un radical metilo,
produce el cation C¢HeO" en m/z 95 (40 %). Finalmente el M™ puede
perder un radical metilo para producir el cation en m/z 137 (31 %), el cual

al perder una molécula de C3Hs produce el cation CeH3O" en m/z 91 (5 %).

2-Ciclohexen-1-one, 3-methyl-o-[1-methylethyl)-

MASS SPECTRUM
Rel Abundante a2
- l 110
L] - .'K"ﬁ-\.
- i
L -]
-, T
£ "'\-‘Tn
L
. N
- Piperitona
L]
o
a5
o
" 137
0
- 152
-
" 41 54
67
" - - 124
L | I
Ll I | |

Figura 6. Espectro de masas de la piperitona.
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Esquema 5. Posibles rutas de fragmentacion de la piperitona.

3.2 ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE LIPPIA ALBA
(QUIMIOTIPO CITRAL) POR MWHD.

El aceite esencial de L. alba, quimiotipo citral, (ver Fotografia 10) obtenido de las
partes aéreas (hojas e inflorescencias), presenta un olor citrico intenso y su color

fue amairillo y traslucido.

El rendimiento de extraccién del aceite fue 0,79% (% p/p). Estudios previos
[13,78], habian reportado rendimientos mucho menores, 0,2-0,3 %; diferencia que
puede deberse no solo al estado de madurez de la planta, condiciones en que se

recolecta el material vegetal (temperatura y hora del dia) [79], sino también del
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estrés al que esté sometida, ya sea por las condiciones del suelo, condiciones del

cultivo y/o por las condiciones ambientales.

Fotografia 10. Lippia alba (Mill.)N.E.Br., quimiotipo citral.

En la Figura 7 se presenta el perfil cromatografico de los metabolitos secundarios
volatiles del AE de L. alba (quimiotipo citral), extraido por MWHD bajo las
condiciones operacionales descritas en el Numeral 2.2.2.1, del desarrollo
experimental. En la Tabla 6 se registran los componentes identificados por GC —
MS, segun el orden de elucion en la columna DB — 5 MS (cantidad relativa, = 0.1
%), junto con sus indices de retencion, cantidades relativas y concentraciones que
se determinaron por el método del estandar interno, de acuerdo con el Numeral

2.2.4 del desarrollo experimental.
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Figura 7. Perfil cromatografico del AE de L. alba (quimiotipo citral) obtenido
por MWHD. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70
eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra reportada en la
Tabla 6.

Se logro identificar 38 componentes, que constituyen el 97,5 % de la composicion
quimica del AE, por medio de los indices de Kovats, tanto en columna apolar
como polar y los espectros de masas (El, 70 eV), bajo los parametros de
integracion aplicados: umbral de integracién, Thshd = 16, y area de rechazo del
pico en la base = 1.

En la tabla se puede observar que la planta es rica en: neral (26,18%), geranial
(31,75%), geraniol (7,87 %), (trans)—p—cariofileno (5,0%) y acetato de geranilo
(4,21%); ademas, se identificaron principalmente metabolitos caracteristicos de
monoterpenos oxigenados (65,3 %), a los cuales se les atribuyen principalmente

las distintas notas fragantes en los productos naturales [80-81]; 18,25 % de
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monoterpenos y en menor proporcion sesquiterpenos (8,56 %) y sesquiterpenos

oxigenados (1,67%).

Tabla 6. Composicién quimica, cantidad relativa (%) y concentracién (ppm)

de los componentes en el AE L. alba (quimiotipo citral) aislado por MWHD.

N° L Nombre del Cantidad ¢, centraci
pico DB-5 DB- Compuesto Relativa  “g (ppm)
WAX %

1 855 - trans-2—Hexenal 0,05 5,56

2 859 1289 ¢/s-3—Hexen—1-ol 0,11 11,80
3 939 1161 o—Pineno 0,19 20,09
4 979 1283 1-Octen—3—ol 0,10 10,36

5 o985 1338 O Meti-o-Hepten-2- 347,85

ona 3,25

6 979 1205 B—Pineno 0,09 10,02

7 986 1365 6—Metil-5—Hepten—2—ol 0,10 11,68

8 1026 1272 o-Cimeno 0,20 21,30

9 1029 1200 Limoneno 2,97 318,16
10 1030 - Silvestreno 0,14 14,63
11 1050 1251 trans-p—0cimeno 0,26 28,04
12 1092 1303 Rosafurano 0,05 5,53
13 1096 1548 Linalool 2,19 234,46
14 1154 1381 Citronelal 0,06 6,86
15 1144 1548 trans—Verbenol 1,64 175,76
16 1177 1509  Epoxido de Rosafurano 0,15 15,63
17 1229 1805 Nerol 0,14 14,23
18 1238 1692 Neral 26,18 2801,55
19 1252 1852 Geraniol 7,87 841,05
20 1267 1744 Geranial 31,75 1483,42
21 1282 1663 Formiato de nerilo 0,09 9,70
22 1348 1481 o—Cubebeno 0,11 11,55
23 1358 1732 Acetato de nerilo 0,30 37,18
24 1381 1761 Acetato de geranilo 4,21 450,26
25 1388 1546 B—Bourboneno 0,05 5,68
26 1390 1598 B—Elemeno 0,59 62,98
27 1431 1611 trans-p—Cariofileno 5,00 534,95
28 1439 1601 o—Guaieno 1,03 110,04
29 1442 1636 cis-p—Farneseno 0,18 19,23
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30 1454 1686 a—Humuleno 1,32 141,16

31 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,11 11,79
32 1485 1654 Germacreno D 0,30 31,61
33 1490 1756 B—Selineno 0,25 26,31
34 1498 1759 o—Selineno 0,45 48,40
35 1509 1730 o—Bulneseno 0,36 38,17
36 1564 2043 trans-Nerolidol 0,11 12,08
37 1590 2068 Germacreno D—4-ol 0,06 7,59

38 1583 2001 Oxido de Cariofileno 1,72 184,09

NI 6,27

Continuaciéon Tabla 6.

Cantidad relativa, %

Hivi MO HS SO Ofros
Grupos de familias

Gréfica 2. Distribucion de los grupos de familias encontrados en el AE de L.

alba (quimiotipo citral) extraido por MWHD.

El nombre que se le da a este quimiotipo de L. alba, se debe a que su AE posee
en mayor proporciéon el componente citral, que es una mezcla de dos isomeros
geométricos (ver Figura 8): geranial (27,79 %) y neral (22,92 %). Particularmente,

el citral es empleado en la industria para la obtencion de vitamina A [82].
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Figura 8. Estructura molecular de los isdbmeros geométricos del citral, Zy E.

En la Figura 9 y en el Esquema 6 se presenta el espectro de masas y las posibles
rutas de fragmentacion [82—83] para el neral y en éste se puede observar su ion
molecular M* en m/z 152 (4 %), el cual por ruptura alilica produce el catién CsHg"
m/z 69 (96 %) y éste a su vez por pérdida de una molécula de etileno produce el
ion pico base C3Hs" en m/z 41 (100 %); también el M™ por pérdida de radical
metilo produce el cation CsHg" en m/z 137 (7 %), el cual por ruptura alilica
produce el fragmento m/z 83 (11 %) por pérdida del radical CsH; produce el
catiéon (M-C3H7)" en m/z 109 (9 %); por ultimo, el ion molecular pierde una
molécula de agua produciendo el catién radical (M-H,0)" en m/z 134 (2 %), y
éste produce dos fragmentos mas: uno por pérdida de radical metilo, en m/z 119

(3 %); y el otro por pérdida del radical propilico, en m/z 91 (5 %).
Con respecto al geranial, el espectro de masas es muy similar al neral; sélo

cambian cuantitativamente en las intensidades de los iones, por ejemplo el pico

base cambia de m/z 41 en el neral a m/z 69 en el geranial.
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Figura 9. Espectro de masas del neral.

Asi mismo, en la Tabla 6 se puede observar que los analogos alcohdlicos del
citral, nerol y geraniol, se encuentran en 7 %, y presentan rutas de fragmentacion
[83—84] similares. El espectro de masas y la ionizacion disociativa del geraniol se

presentan en la Figura 10 y el Esquema 7, respectivamente.

El ion molecular para el geraniol produce el ion pico base por ruptura alilica, en
m/z 69 (100 %), y éste por pérdida de una molécula de etileno produce el cation
en m/z 41 (70 %); EI M™ por pérdida de una molécula de agua y subsecuente
pérdida de un radical metilo produce los fragmentos en m/z 136 (3 %) y en m/z
121 (4 %), respectivamente. Por ultimo, el M™ por pérdida de un radical metilo
produce el fragmento en m/z 139 (2 %), que a su vez, por pérdida de una
molécula de etileno y posterior ruptura alilica produce los iones en m/z 111 (6 %)

yenm/z 84 (7 %), respectivamente.
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Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion del neral.
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3.3 ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE LIPPIA CITRIODORA
H.B.K. POR MWHD.

El aceite esencial de L. citriodora (ver Fotografia 11) obtenido de las partes

aéreas (hojas e inflorescencias), presenta un olor citrico intenso con un color
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“amarillo — verdoso” fuerte y traslucido. El rendimiento de extraccién del aceite fue

0,15% (% p/p), asi como lo reportan estudios previos [12,85].

Fotografia 11. Lippia citriodora.

El perfil cromatografico para el AE de L. citriodora, extraido por MWHD bajo las
condiciones operacionales descritas en el Numeral 2.2.2.1, del desarrollo
experimental, se presenta en la Figura 11. En la Tabla 7 se registran los
componentes identificados por GC — MS, segun el orden de elucién en la columna
DB — 5 MS (cantidad relativa, = 0.1 %), junto con sus indices de retencion,
cantidades relativas y concentraciones que se determinaron por el método del

estandar interno.
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Figura 11. Perfil cromatografico del AE de L. citriodora H.B.K. obtenido por
MWHD. Columna DB -5 MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV).

La identificacion de los componentes se encuentra reportada en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicién quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

de los componentes en el AE L. citriodora H.B.K. aislado por MWHD.

I Cantidad

No DB— Nombre del Relativa Concentraci
pico DB-5 WAX Compuesto % on (ppm)

1 930 1038 o—Tujeno 0,14 22,61

2 939 1161 o—Pineno 0,98 158,96

3 979 1283 1-Octen-3-ol 0,74 120,45

6—Metil-5—-hepten—2-

4 986 1338 ona 1,95 315,43

5 990 1156 B—Mirceno 0,50 80,62

6 991 - 3—Octanol 0,11 17,74

7 1026 1272 o—-Cimeno 0,22 35,37

8 1029 1200 Limoneno 12,86 2074,50
9 1031 1228 Eucaliptol 717 1152,05
10 1037 1251 cis-B—0cimeno 1,58 255,91
11 1070 - c/s-Hidrato de sabineno 1,08 175,60
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12

13
14

15

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

1075

1096
1110

1111

1140
1156
1177
1177
1186
1229
1238
1249
1264
1381
1376
1388
1411
1431
1388
1457
1480
1460
1482
1480
1523
1533
1563
1582
1578
1583

1463

1548
1451

1476
1515

1509
1601
1731
1805
1692
1852
1744
1761
1519
1546
1600
1611
1560
1669
1701
1661

1779
1761
1961
2043

2153
2001

trans-Hidrato de
sabineno
_ Linalool
c¢is-Oxido de limoneno
trans-Oxido de
limoneno
Fotocitral A
Geraniato de metilo
Epdxido de rosefurano
Terpinen—4—ol
o—Terpineol
Nerol
Neral
Geraniol
Geranial
Acetato de geranilo
o—Copaeno
—Bourboneno
o—Cedreno
trans-p—Cariofileno
—Cubebeno
trans-p—Farneseno
y—Muuroleno
allo-Aromadendreno
y—Curcumeno
ar-Curcumeno
d—Cadinene
¢/s-Nerolidol
trans-Nerolidol
ar-turmerol
_ Espatulenol
Oxido de cariofileno
NI

0,91
1,10
0,31

0,34
0,74
0,05
0,13
0,29
2,65
2,67
15,10
2,75
16,79
1,31
0,60
0,52
0,43
2,25
0,28
0,05
0,03
0,42
0,11
3,82
0,06
1,01
1,07
0,44
4,95
4,43
4,81

180,64
178,09
58,42

62,81

78,93
8,81
20,91
32,65
428,93
404,64
2436,34
230,76
2541,34
212,51
97,20
84,85
69,33
346,13
51,36
8,55
5,92
68,61
17,29
619,04
9,19
189,02
173,01
70,78
794,04
717,36

Continuacion Tabla 7.

Se logro identificar 41 componentes, que constituyen el 97,6 % de la composicion
quimica del AE, por medio de los indices de Kovats, tanto en columna apolar
como polar y los espectros de masas (El, 70 eV), bajo los parametros de

integracion aplicados: umbral de integracién, Thshd = 16, y area de rechazo del

pico en la base = 1.
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En la tabla de composicion (Tabla 7) se puede observar que la planta es rica en:
geranial (16,79%), neral (15,10%), limoneno (12,86%), eucaliptol (7,17%) y
Espatulenol (4,95%). Ademas, la composicion quimica concuerda con la
reportada en la literatura [12,85-87]. El AE de L. citriodora resulté también ser
muy rico en monoterpenos oxigenados (54,24 %), y también rico en hidrocarburos
monoterpenos (24,75 %); en cambio, resultd pobre en hidrocarburos
sesquiterpenos (5,89 %) y en sus respectivos analogos oxigenados (10,86 %), ver

Gréafica 3.

El AE de L. citriodora al igual que el de L. alba (quimiotipo citral) es también rico
en citral, neral y geranial (ver Esquema 6). Estudios previos [88-89] habian
reportado el citral, como un componente minoritario. El que el quimiotipo
colombiano sea rico en citral, convierte a esta planta en una especie aromatica
promisoria para su cultivo industrial y al AE, en un producto comercialmente muy
atractivo, como fuente de este aldehido. El citral es usado ampliamente en
quimica organica fina, ya que éste es un compuesto a,p — insaturado y presenta
reacciones de hidrogenacion que conducen a la formacion de sus analogos
alcohdlicos, nerol y geraniol (ver Esquema 7), los cuales son intermediarios

importantes en las industria farmacéutica, fragancias y sabores [82].

60 2

40

30

Cantidadrelativa, %

0

HM MQ HS 50 Otros

Grupos de familias

Gréfica 3. Distribucion de los grupos de familias encontrados en el AE de L.
citriodora H.B.K. extraido por MWHD.
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3.4 ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE LIPPIA DULCIS
(TREV). POR MWHD.

Fotografia 12. Lippia dulcis (Trev.).

El aceite esencial de L. dulcis (Trev.) (ver Fotografia 12) obtenido de las partes
aéreas (hojas e inflorescencias), presenta un olor agradable, como dulce y un

color ligeramente amarillo. El rendimiento de extraccion del AE fue de 0,13 %.

El perfil cromatografico para el AE de L. citriodora, extraido por MWHD, se
presenta en la Figura 12. Los componentes identificados por GC — MS, segun el
orden de elucion en la columna DB — 5 MS (cantidad relativa, = 0.1 %), junto con
sus indices de retencion, cantidades relativas y concentraciones que se
determinaron por el método del estandar interno, se registran en la Tabla 8. La
identificacion se realizé por medio de indices de Kovats, tanto en columna apolar
como polar y los espectros de masas (El, 70 eV), bajo los parametros de
integracion aplicados: umbral de integracién, Thshd = 16, y area de rechazo del
pico en la base = 1. Se identificaron 40 componentes correspondientes al 89 %

del total del aceite.
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Figura 12. Perfil cromatografico del AE de L. dulcis (Trev.) obtenido por
MWHD. Columna DB -5 MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV).

La identificacién de los componentes se encuentra reportada en la Tabla 8.

Tabla 8. Composicién quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

de los componentes en el AE L. dulcis (Trev.) aislado por MWHD.

Cantidad

o .
I;lco DB-5 DB- Nombre del Compuesto Relativa Cg:c(ent:)cu

P WAX % PP

1 986 1338 6—Metil-5-hepten—2—-ona 3,30 1015,97

2 1029 1200 Limoneno 0,02 6,58

3-Metil-2—ciclohexen—1—-
3 1039 1613 ona 3,50 768,05
4 1096 1548 Linalool 1,41 433,31
4—Acetil-1-

> 1110 i meticiclohexeno 0,03 8,76

6 1154 1381 Citronelal 0,14 41,59

7 1191 - Salicilato de metilo 0,04 13,20

8 1226 1575 Citronelol 0,24 85,21
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9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

38

39
40

1238
1264
1338
1348
1376
1388
1466
1409
1457
1442
1431
1434
1433
1459
1522
1454
1460
1500
1482
1485
1500
1505
1523
1547
1545
1563
1575
1578
1583

1631

1676
1685

1692
1744
1487
1481
1519
1546
1778
1541
1669
1636
1611
1594
1593
1652
1676
1686
1661
1730

1654
1705
1737
1761
1782
1935
2043
1978
2153
2001

2111
2022

Neral
Geranial
&—Elemeno
o—Cubebeno
o—Copaeno
B—Bourboneno
Isocariofileno
a—Gurjuneno
trans-p—Farneseno
cis—p—Farneseno
trans-p—Cariofileno
trans-o—Bergamoteno
B—Gurjuneno
Sesquisabineno
B—Sesquifelandreno
o—Humuleno
allo-Aromadendreno
o—Muuroleno
y—Curcumeno
Germacreno D
Biciclogermacreno
p—Bisaboleno
&—Cadinene
trans-o—Bisaboleno
o—Calacoreno
trans-Nerolidol
p—Calacoreno

_ Espatulenol
Oxido de cariofileno

Muurola—4,10(14)—-dien—

1-p—ol
cis—Atlantona
o-Bisabolol
NI

0,73
0,89
0,50
0,35
9,55
1,67
0,13
0,27
1,05
0,08

10,86
1,14
0,26
0,57
3,92
0,88
1,22
1,11
0,05
4,42
8,43
2,94

10,29
0,90
0,19
1,97
0,15
3,96
3,58

1,48

1,71
9,52
6,55

223,95
274,44
155,13
106,29

2628,57
513,15

40,03
82,96
16,75
25,50

3034,54

349,71
81,13

1058,34
898,51
272,02
375,32
340,35

16,83

1051,58

2285,45
903,87

2856,29
277,10

58,78
604,68

45,76
910,81
1101,35

454,58

527,35
2622,35

Continuaciéon Tabla 8.

De acuerdo con lo reportado en la tabla de composicién quimica del AE de L.
dulcis, la planta es rica en: trans—p—cariofileno (10,86%), 6—cadineno (10,29%), a—
copaeno (9,55%), a—bisabolol (9,52%) y biciclogermacreno (8,43%), de esta

manera se puede observar que el AE de L. dulcis es predominantemente de tipo
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sesquiterpénico, que representan el 60,12 % del total del AE extraido; ademas, los
sesquiterpenos oxigenados contienen el 19,28 % del total del aceite. En menor
proporcion estan los monoterpenos oxigenados que alcanzaron un 3,26 % del total
del aceite. Por otro lado, se puede decir que los hidrocarburos monoterpenos
estan ausentes; soélo representaron un 0,02 % del total del aceite. En la Gréafica 4

se presenta la distribucion por familias del contenido del aceite.
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Gréfica 4. Distribucion de los grupos de familias encontrados en el AE de L.
dulcis (Trev.) extraido por MWHD.

Los dos componentes mayoritarios en el AE fueron los sesquiterpenos trans—3—
cariofileno y 6—cadineno, por lo que a continuacion se presentan sus espectros de
masas, Figuras 13 y 14, y también sus posibles rutas de fragmentacion,

Esquemas 8y 9.
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Figura 13. Espectro de masas del trans—B—cariofileno.
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Esquema 8. Posibles rutas de fragmentacion del trans—p—cariofileno.
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En la ionizacion disociativa del trans—p—cariofileno, el ion molecular M* en m/z
204 (11 %), puede fragmentarse por tres diferentes caminos: primero, por pérdida
de un radical propilo se obtiene el cation en m/z 161 (44 %); segundo, por pérdida
del radical CsHq1, produce el ion pico base en m/z 133 (100 %), que a su vez
puede perder tres moléculas neutras, C,H4, C4Hs y C3Hy, y dar tres fragmentos
mas: en m/z 105 (55 %), m/z 79 (56 %) y m/z 93 (82 %), respectivamente.
Finalmente, el M™ por ruptura alilica, produce el catién en m/z 69 (46 %) y

fragmento alilico en m/z 41 (38 %).
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Figura 14. Espectro de masas del 6—cadineno.

Para el —Cadineno, el ion molecular en m/z 204 (66 %) presenta una intensidad
relativamente alta, que es poco comun para el M™. El pico base, en m/z 161 (100
%) es producido por pérdida del radical propilo. Asi mismo, tanto el pico base,
como el ion molecular sufren ruptura RDA y producen los fragmentos en m/z 93

(10 %) y 134 (52 %), respectivamente. Estos dos fragmentos a su vez, llegan al
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mismo catién: el primero por eliminaciéon de dos radicales hidrégeno y segundo por
ruptura RDA, producen el ion tropilio, en m/z 91 (23 %). El ion m/z 134 también
produce otros fragmentos por eliminacion de un radical metilo y otro etilo produce
los iones en m/z 119 (49 %) y 105 (37 %), respectivamente. Por otro parte, el M™
produce los fragmentos en m/z 189 (22 %) y 55 (6 %), por eliminacién de radical

metilo y posterior ruptura RDA, respectivamente.

miz 189 (229%)

i~ - x“\‘\-. \‘1. +
CHr | | RDA
L] ‘_J'
1'& -’
m'z 181

. méz B3 [10%

. 1(100%] mE R
M iz 204 (BE%%) RDA -2H
& - Cadineno
-
— =
miz 134 (52%) vz 01 (23%)
|
-CH3 l 'CZHE.
méz 110 (48%) mvz 105 (37%)

Esquema 9. Posibles rutas de fragmentacion del 6—cadineno.

Segun reportes de la literatura [37,41,90], existen dos quimiotipos para L. dulcis,

una tipo amarga, debido a que en su composicion se encuentran como
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componente mayoritario el alcanfor. Y esta la tipo dulce que es debido al
sesquiterpeno hernandulcina, que la hace 1500 veces mas dulce que la sacarosa.
El quimiotipo estudiado es el segundo, dulce, pero como se puede observar en la
Tabla 8 no se reporta este componente, hernandulcina ni tampoco sus analogos
4B—hidroxihernandulcina y epi—-hernandulcina. Esto se debe a que estos
compuestos son termolabiles y se descomponen en el puerto de inyeccion; pero,
en la tabla composicional si se reportan sus productos de descomposicion: 6-Metil-
5-hepten-2-ona (3,15 %) y 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona (2,38 %). Estos

componentes indican que el quimiotipo estudiado es el dulce.

3.5 ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE LIPPIA MICROMERA
(SCHAUER) POR MWHD.

El aceite esencial de L. micromera (Schauer) (ver Fotografia 13) obtenido de las
partes aéreas (hojas e inflorescencias), presenta un olor poco agradable, es
picante y se alcanza a percibir un olor a especia y en cuanto a su color, es
traslucido y ligeramente verde — amarillo. El rendimiento de extraccion del AE fue
de 1,01 %, se han reportado rendimientos para esta planta mucho menores 0,21
% [42—-43].
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Fotografia 13. Lippia micromera (Schauer).

El perfil cromatografico para el AE de L. micromera, extraido por MWHD, se
presenta en la Figura 15. En la Tabla 9 se registran los componentes
identificados por GC — MS, segun orden de elucion de la columna DB — 5 MS
(cantidad relativa, = 0.1 %), junto con sus indices de retencion, cantidades
relativas y concentraciones que se determinaron por el método del estandar

interno.

La identificacion se realizd6 por medio de indices de Kovats, tanto en columna
apolar como polar y los espectros de masas (El, 70 eV), bajo los parametros de
integracion aplicados: umbral de integracién, Thshd = 16, y area de rechazo del
pico en la base = 1. Se identificaron 34 componentes correspondientes al 89,5 %

del total del aceite.
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Figura 15. Perfil cromatogréafico del AE de L. micromera (Schauer) obtenido
por MWHD. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70
eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra reportada en la
Tabla 9.

Tabla 9. Composicién quimica, cantidad relativa (%) y concentracién (ppm)

de los componentes en el AE L. micromera (Schauer) aislado por MWHD.

No L Nombre del Cantidad . ontraci
pico DB-5 DB- Compuesto Relativa on (ppm)
WAX %
1 859 1289 ¢/s-3—Hexen—1-ol 0,18 55.43
2 939 1205 o—Pineno 0,93 295,59
3 954 1061 Canfeno 0,11 34,11
4 975 1115 Sabineno 1,44 455,00
5 979 1205 B—Pineno 0,40 125,91
6 1011 1178 o—Felandreno 0,31 97,12
7 1013 1147 d—3—Careno 0,18 57,67
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8 1022 1178 o—Terpineno 3,03 958,08
9 1032 1272 p—Cimeno 7,97 2522,26
10 1029 1200 Limoneno 1,03 327,36
11 1031 1228 Eucaliptol 7,15 2261,80
12 1037 1238 B—cis-Ocimeno 0,17 52,93
13 1066 1248 y—Terpineno 9,80 3099,76
14 1070 - c/s-Hidrato de sabineno 0,64 202,76
15 1088 1287 Terpinoleno 0,22 70,91
16 1091 1338 p-Cimeneno 0,06 20,44
17 1075 1463 trans-Hidrato de 0,31 98,83
sabineno
18 1146 1518 Alcanfor 0,13 38,68
19 1171 - Umbellona 0,32 103,38
20 1177 1601 Terpinen—4—ol 0,87 273,64
21 1235 1597 Timil metil éter 15,13 4788,43
22 1290 2187 Timol 35,84 11341,05
23 1352 1856 Acetato de timilo 1,59 503,26
24 1376 1519 o—Copaeno 0,13 39,80
25 1431 1611 trans-p—Cariofileno 3,66 1520,00
26 1434 1594 trans-o—Bergamoteno 0,18 1157,72
27 1454 1684 o—Humuleno 0,60 58,08
28 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,07 191,06
29 1485 1654 Germacreno D 1,22 23,55
30 1500 1705 Biciclogermacreno 0,24 385,67
31 1513 1766 y—Cadineno 0,06 77,06
32 1512 - &—Amorfeno 0,14 19,68
33 1529 1842 cis-Calameneno 0,09 42,96
34 1534 1786 trans-Cadina—1,4—dieno 0,02 29,16
NI 5,78

Continuacion de la Tabla 9.

En la tabla de composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles para
el A.E de L. micromera se observa que sus principales componentes mayoritarios
son: timol (35,84%), timil metil éter (15,13%) y—terpineno (9,80%), p—cimeno
(7,97%) y eucaliptol (7,15%).
(64,14 %), en menor proporcién se encuentran los hidrocarburos monoterpenos

(19,61 %) y los hidrocarburos sesquiterpenos (10,69 %), pero no presenta

sesquiterpenos oxigenados (ver Grafica 5).
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Gréfica 5. Distribucion de los grupos de familias encontrados en el AE de L.

micromera Schauer extraido por MWHD.

Por sus componentes mayoritarios, L. micromera recibe como nombre vernaculo
oreganito y falso orégano; ademas por su alto contenido en timol es una potencial

fuente en las preparaciones alimenticias como especia.

El timol es un compuesto fendlico que se encuentra en el AE de tomillo y orégano;
tiene un isémero estructural, el carvacrol; se caracteriza por su poder
desinfectante y fungicida. Por su sabor agradable, esta presente en la formulacién
de diversos enjuagues bucales, pastas de dientes, entre otros, y también se
encuentra como aditivo en unguentos para resfriados como VICK vaporub [44,91].
En la Figura 16 se presenta el espectro de masas para el timol y la posible ruta de

fragmentacion se encuentra en el Esquema 10.
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Figura 16. Espectro de masas del timol.
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Esquema 10. Posibles rutas de fragmentacion del timol.

El timol es un compuesto tipo aromatico, lo que hace que su estructura sea muy

estable y su ionizacidn disociativa mas bien sea escasa, asi que el ion molecular
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M* en m/z 150 (34 %), se disocia por dos posibles rutas: la primera conduce a la
formacion del ion pico base, en m/z 135 (100 %), debida a la pérdida de radical
metilo; y la segunda conduce a un catién radical en m/z 108 (1 %), por pérdida de
una molécula de propeno, el cual por eliminacién de un radical hidroxilo conduce a
la formacion del ion tropilio, que es un fragmento caracteristico para estructuras

aromaticas.

Otro compuesto importante en el AE de L. micromera, es el y—terpineno, ya que
éste es un precursor de compuestos fendlicos en el metabolismo vegetal
(carvacrol, timol). En el Esquema 10 se encuentran las posibles rutas de
fragmentacion para y—terpineno, en concordancia con su espectro de masas que

se presenta en la Figura 17.
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Figura 17. Espectro de masas del y—=terpineno.
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En la ruta disociativa para y—terpineno se observa el ion molecular en m/z 136 (52
%), genera la formacién del ion pico base en m/z 93 (100 %), por pérdida del
radical propilo; a su vez el ion pico base por pérdida de dos radicales H produce el
ion tropilio en m/z 91 (52 %), el cual genera el catiéon en m/z 65 (6 %) por
eliminacion de una molécula de etileno. Por otra parte, el ion pico base también
genera el fragmento en m/z 77 (32 %) por pérdida subsecuente de un radical
metilo y un H. El ion molecular también genera otro fragmento en m/z 121 (39 %)
por eliminacion de un radical metilo; éste por pérdida sucesiva de radical metilo y
H', genera el cation en m/z 105 (12 %), el cual produce el fragmento en m/z 79

(21 %) por eliminacién de una molécula de etileno.

CHs +
a CeHz
miz 79 (21%)
. m/z 105 (12%)
méz 121 (39%)
. "HQ .
M+ vz 136 (52%) :&
¥ -Terpineno mfz 93 (100%) m/z 91 (52%) m/z 65 (6%)

l-CHs,-

m/z 77 (32%)

Esquema 11. Posibles rutas de fragmentacion del y—terpineno.
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3.6 ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE LIPPIA
ORIGANOIDES H.B.K (QUIMIOTIPO CARVACROL) POR MWHD.

El aceite esencial de L. origanoides H.B.K. (tipica) (ver Fotografia 1) obtenido de
las partes aéreas (hojas e inflorescencias), presenta un olor muy similar al AE de
L. micromera, pero mas concentrado y de color amarillo. El rendimiento de
extraccion del AE fue de 1,4 %, siendo mas alto que el encontrado por Oliveira et

al., 1 % [44], y menor que el encontrado por Dos Santos et al., 4,6 % [92].

Fotografia 14. Lippia origanoides H.B.K., guimiotipo carvacrol.

El perfil cromatografico de los metabolitos secundarios volatiles extraidos por
MWHD de L. origanoides (quimiotipo carvacrol), se presenta en la Figura 18. Los
componentes aislados e identificados por GC — MS, con base en criterios

cromatograficos y espectroscopicos, se reportan en la Tabla 10, junto con sus
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indices de retencién (apolar y polar), cantidades relativas y concentraciones que

se determinaron por el método del estandar interno.

Segun los parametros de integracion aplicados, el umbral de integracién, Thshd =
16, y el area de rechazo del pico en la base = 1, se identificaron
satisfactoriamente 32 componentes correspondientes al 94,11 % del total del
aceite. El AE de L. origanoides (tipica) mostrd un alto contenido de monoterpenos
oxigenados (63,32 %) y contenidos bajos de hidrocarburos monoterpenos (28 %),
hidrocarburos sesquiterpénicos (4,54 %) y sesquiterpenos oxigenados (0,05 %)
(ver Grafica 6). Los compuestos mayoritarios fueron carvacrol (34,64 %), timol
(24,10 %), p—cimeno (10,84 %), y—terpineno (9,21 %) y a—terpineno (3,67 %).
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Figura 18. Perfil cromatografico del AE de L. origanoides H.B.K. (quimiotipo
carvacrol) obtenido por MWHD. Columna DB —5 MS (60m). Detector
selectivo de masas (El, 70 eV). Laidentificacién de los componentes se

encuentra reportada en la Tabla 10.
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En Meéxico, L. orignoides, quimiotipo carvacrol, es llamado orégano, y la
Farmacopedia Mexicana lo reconoce como un sustituto del orégano comun, L.
graveolens Kunth. Segun reportes de literatura [44,93-95] el carvacrol se
encontré como el principal componente en el aceite de orégano comercial, pero
algunas especies y quimiotipos contienen timol principalmente. Ademas, se ha
encontrado que al menos 39 especies en 16 géneros, son usados por todo el

mundo para condimentos o medicinas y son llamados orégano [96-97].

Los hidrocarburos monoterpenos p-cimeno y y-terpineno, los precursores
biogenéticos (via hidroxilacion enzimatica) de los dos terpenos fendlicos, carvacrol
y timol, se encuentran siempre como los hidrocarburos monoterpenos
mayoritarios. La misma variabilidad en composicion fue verificada en el AE L.

origanoides (quimiotipo carvacrol).
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Grafica 6. Distribucion de los grupos de familias encontrados en el AE de L.

origanoides (quimiotipo carvacrol) extraido por MWHD.
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Tabla 10. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

de los componentes en el

aislado por MWHD.

AE L. origanoides H.B.K. (quimiotipo carvacrol)

No L Nombre del Cantidad (. ontraci
pico DB-5 DB- Compuesto Relativa  ~g (ppm)
WAX %o
1 859 1289 cis-3—Hexen—1—ol 0,38 104,86
2 930 1038 o—Tujeno 1,56 426,09
3 939 1205 o—Pineno 0,38 103,93
4 954 1061 Canfeno 0,04 9,88
5 975 1115 Sabineno 0,11 29,32
6 1011 1178 o—Felandreno 0,29 78,18
7 1013 1147 8—3-Careno 0,19 51,47
8 1022 1178 o—Terpineno 3,67 728,62
9 1032 1272 p—Cimeno 10,84 2959,15
10 1029 1200 Limoneno 0,55 150,95
11 1031 1228 Eucaliptol 0,38 102,74
12 1037 1238 B—cis-Ocimeno 0,38 103,57
13 1050 1251 p—trans-Ocimeno 0,03 7,01
14 1066 1248 y—Terpineno 9,21 2513,39
15 1070 - cis—Hidrato de sabineno 0,44 127,97
16 1088 1287 Terpinoleno 0,10 27,16
17 1091 1338 p-Cimeneno 0,08 20,66
18 1096 1547 Linalool 0,19 51,78
19 1145 - Ipsdienol 0,04 10,70
20 1177 1601 Terpinen—4—ol 0,92 251,84
21 1235 1597 Timil metil éter 0,25 70,63
22 1290 2187 Timol 24,10 6578,85
23 1299 2219 Carvacrol 34,64 9455,50
24 1352 1856 Acetato de timilo 0,19 51,70
25 1290 2187 Acetato de carvacrilo 0,37 101,16
26 1431 1611 trans—p—Cariofileno 2,53 691,26
27 1434 1594 trans-o—Bergamoteno 0,32 87,43
28 1431 1611 o—Humuleno 1,47 401,92
29 1434 1594 B—Bisaboleno 0,32 87,01
30 1460 1661 d—Cadineno 0,06 16,66
31 1534 1766 trans—y—Bisaboleno 0,08 22,29
32 1583 2001 Oxido de cariofileno 0,05 13,21
NI 5,84

Continuacién Tabla 10.
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El AE de L. origanoides (quimiotipo carvacrol) es rico en carvacrol como ya se
habia mencionado; éste y el timol son compuestos fendlicos isoméricos con masa
molecular 150; sus espectros de masas son muy similares, el posible patrén de
fragmentacion que presentan los dos isdmeros son similares; difieren ligeramente

en las intensidades de los picos (ver Figura 16 y Esquema 10).

Al igual que el y—terpineno, el p—cimeno, también es un precursor del carvacrol y
del timol, su espectro de masas y su ionizacién disociativa se presentan en la

Figura 19 y el Esquema 12, respectivamente.

El i6n molecular M* de p—cimeno se encuentra en m/z 134 (33 %), del cual se
desprende el ion pico base en m/z 119 (100 %), y el fragmento caracteristico para
aromaticos, cation tropilio en m/z 91 (21 %). Su fragmentacién es mas bien pobre

debido a su estabilidad estructural, por ser aromatico.
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Figura 19. Espectro de masas del p—cimeno.
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M* m/z 134 (33%) m/z 103 (6 %)

2 -Cimeno
m'z 119 (100 %)

Esquema 12. Posibles rutas de fragmentacion del p—cimeno.

3.7 ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE LIPPIA
ORIGANOIDES H.B.K (QUIMIOTIPO p — CIMENO) POR MWHD.

El aceite esencial de L. origanoides H.B.K. (ver Fotografia 15) obtenido de las
partes aéreas (hojas e inflorescencias), presenta un olor muy similar al AE de L.
micromera, pero mas suave su aroma y de color amarillo. El rendimiento de

extraccion del AE fue de 1,1 %.
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Fotografia 15. Lippia origanoides H.B.K., quimiotipo p — cimeno.

El perfil cromatografico del AE de L. origanoides (quimiotipo p — cimeno) extraido
por MWHD, se presenta en la Figura 20 y en la Tabla 11 se registran los
componentes aislados e identificados por GC — MS, con base en los criterios
cromatograficos y espectroscopicos, junto con sus indices de retencion (apolar y
polar), cantidades relativas y concentraciones que se determinaron por el método

del estandar interno.
Segun los parametros de integracion aplicados, el umbral de integracién, Thshd =

16, y el area de rechazo del pico en la base = 1, se identificaron 34 componentes

correspondientes al 94,4 % del total del aceite.
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Figura 20. Perfil cromatografico del AE de L. origanoides H.B.K. (quimiotipo
p — cimeno) obtenido por MWHD. Columna DB —5 MS (60m). Detector
selectivo de masas (El, 70 eV). Laidentificacion de los componentes se

encuentrareportada en la Tabla 11.

Los compuestos mayoritarios fueron timol (30,48 %), p—cimeno (13,05 %), y—
terpineno (9,81 %), p—pineno (5,24 %) y timil metil éter (3,42 %). El AE de L.
origanoides (atipica) mostré un alto contenido de monoterpenos oxigenados
(45,96 %) y de hidrocarburos monoterpénicos (42,32 %) y contenidos bajos de
hidrocarburos sesquiterpénicos (6,04 %) y sesquiterpenos oxigenados (0,18 %)

(ver Gréfica 7).
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Gréfica 7. Distribucion de los grupos de familias encontrados en el AE de L.

origanoides (quimiotipo p — cimeno) extraido por MWHD.

Tabla 11. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

de los componentes en el AE L. origanoides H.B.K. (quimiotipo p — cimeno)
aislado por MWHD.

|

Cantidad

No DB— Nombre del Relativa C(l)ncentraci
pico DB-5 WAX Compuesto % on (ppm)
1 859 1289 ¢is-3—Hexen—1-ol 0,77 116,72

2 930 1038 o—Tujeno 0,02 4,21

3 939 1205 o—Pineno 2,08 369,34
4 960 - Tuja—2,4-(10)—dieno 0,93 138,26
5 954 1061 Canfeno 0,17 22,91
6 975 1115 Sabineno 0,14 21,84
7 979 1283 1-Octen-3-ol 0,5 69,02
8 979 1205 B—Pineno 5,24 713,64
9 1011 1178 o—Felandreno 0,58 76,77
10 1013 1147 d—3-Careno 0,4 67,09
11 1022 1178 o—Terpineno 2,64 527,46
12 1032 1272 p-Cimeno 13,05 1547,88
13 1029 1200 Limoneno 1,07 140,82
14 1037 1238 B—cis-Ocimeno 1,44 202,74
15 1066 1248 y—Terpineno 9,81 1374,05
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16 1070 - cis—Hidrato de sabineno 0,47 90,15

17 1088 1287 Terpinoleno 0,30 43,25
18 1091 1338 p-Cimeneno 0,45 50,15
19 1096 1547 Linalool 0,68 92,27
20 1132 1392 allo-Ocimeno 0,04 4,28
21 1177 1601 Terpinen—4—-ol 1,36 295,26
22 1171 - Umbellona 0,92 125,44
23 1235 1597 Timil metil éter 5,42 479,47
24 1290 2187 Timol 30,48 4100,07
25 1299 2219 Carvacrol 2,11 435,01
26 1352 1856 Acetato de timilo 1,52 213,75
27 1431 1611 trans-p—Cariofileno 3,41 454,50
28 1434 1594 trans-oa—Bergamoteno 1,7 98,44
29 1431 1611 o—Cariofileno 1,08 245,02
30 1434 1594 B—Bisaboleno 0,3 51,17
31 1512 1763 o—Aleskeno 0,07 12,09
32 1484 1691 o—Amorfeno 0,08 11,33
33 1460 1661 d—Cadineno 0,2 24,26
34 1583 2001 Oxido de cariofileno 0,2 25,36
NI 5,44

Continuacién Tabla 11.

Con lo reportado en la tabla de composicion quimica de los metabolitos
secundarios volatiles del AE. L. origanoides, quimiotipo p — cimeno, es evidente la
similitud con el otro quimiotipo, carvacrol. Una de las diferencias esta en los
componentes mayoritarios donde difieren las cantidades en que se encuentran;
para el quimiotipo carvacrol, carvacrol y timol son los componentes mayoritarios y
en el quimiotipo p — cimeno, los componentes mayoritarios son el timol y el p-
cimeno. Aunque el compuesto carvacrol se encuentra también en este aceite, su
contenido no es significativo. Mientras que, los componentes p-—
cimeno, y[lterpineno y allterpineno se encuentran en ambos aceites en casi la
misma proporcion. La composicién encontrada para este aceite, esta de acuerdo

con lo reportado en la literatura [43].

A continuacién se expondra el analisis composicional de cada una de las plantas

bajo estudio por la técnica Destilacion — Extraccién con Solvente, SDE.
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3.8 EXTRACTO SDE DE LAS HOJAS DE LIPPIA ALBA (QUIMIOTIPO
CARVONA).

En la Figura 21 se presenta el perfil cromatografico para el extracto de L. alba
(carvona), obtenido segun las condiciones operacionales descritas en el Numeral
2.2.2.2 del desarrollo experimental, asi como también se reportan en la Tabla 12
los componentes aislados e identificados por GC — MS, segun el orden de elucion
en la columna DB — 5 MS (cantidad relativa, = 0.1 %), junto con sus indices de
retencion, cantidades relativas y concentraciones que se determinaron por el
método del estandar interno, de acuerdo con el Numeral 2.2.4 del desarrollo

experimental.
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Figura 21. Perfil cromatografico del extracto de L. alba (quimiotipo carvona)
obtenido por SDE. Columna DB —5 MS (60m). Detector electivo de masas
(El, 70 eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra reportada en
la Tabla 12.
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Tabla 12. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

del extracto SDE de L. alba (quimiotipo carvona).

I Cantidad

N° DB— Nombre del Relativa Concentraci
pico DB-5 WAX Compuesto % on (ppm)

1 855 trans-2—Hexenal 0,06 3,12

2 859 1289 cis-3—Hexen—1-o0l 0,38 21,71
3 939 1161 o—Pineno 0,17 9,69

4 954 1061 Canfeno 0,42 23,98

5 979 1205 B—Pineno 0,48 27,05
6 990 1156 B—Mirceno 0,96 54,04
7 1110 - p-1,3,8-Mentatrieno 0,12 6,86

8 1029 1200 Limoneno 25,33 1430,97
9 1050 1251 trans-p—0cimeno 0,89 50,22
10 1066 1248 y—Terpinene 0,05 2,55
11 1088 1287 Terpinoleno 0,04 2,06
12 1091 - p-Ocimeneno 0,05 2,75
13 1096 1547 Linalool 0,58 32,71

trans-p—2,8—

14 122 1634 Mentadien—1-ol 0,17 5,23
15 1136 1451 ¢/s-Oxido de limoneno 0,09 9,77
16 1146 1518 Alcanfor 0,07 4,09
17 1169 1698 Borneol 0,72 40,58
18 1192 1618 cis—-dihidrocarvona 0,52 29,11
19 1200 1639 trans-dihidrocarvona 0,46 26,06
20 1216 1842 trans-Carveol 0,62 34,99
21 1243 1715 Carvona 36,50 1763,09
22 1252 1739 Piperitona 2,55 144,12
23 1276 1805 trans-Oxido de carvona 0,22 12,55
24 1271 - Perilla aldehido 0,10 5,89
25 1343 1945 Piperitenona 6,61 373,42
26 1376 1519 o—Copaeno 0,17 9,63
27 1388 1546 B—Bourboneno 2,22 125,42
28 1388 1560 B—Cubebeno 0,09 5,16
29 1390 1598 B—Elemeno 1,28 72,27
30 1420 1491 B-Ylangeno 0,55 31,06
31 1439 1610 trans-p—Cariofileno 0,29 16,64
32 1432 1626 p—Copaeno 0,47 26,51
33 1456 1669 trans—p—Farneseno 0,91 51,39
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34 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,69 39,16

35 1485 1654 Germacreno D 0,20 11,09
36 1484 1701 y—Muuroleno 0,16 9,31
epr-
2] 12y Biciclosesquifelandreno HEjes 603.33
38 1500 1705 Biciclogermacreno 0,68 38,67
39 1523 1761 &—Cadineno 0,30 17,15
NI 3,15

Continuacién de la Tabla 12.

Segun los parametros de integracion aplicados (umbral de integracion, Thshd =
16, y area de rechazo del pico en la base = 1) y usando los indices de Kovats,
tanto en columna apolar como polar y los espectros de masas (El, 70 eV), se logro
identificar 39 componentes, que constituyen el 95,12 % de la composicién quimica
del AE, siendo su principales componentes mayoritarios: carvona (36,50%),
limoneno (25,33%), epi — biciclosesquifelandreno (10,68 %), piperitenona (6,61 %)
y piperitona (2,55 %).

De acuerdo con lo anterior, se identificaron principalmente metabolitos
caracteristicos de tres grupos de compuestos: hidrocarburos monoterpénicos
(27,52 %), monoterpenos oxigenados (43,85 %) e hidrocarburos sesquiterpénicos,
(19,77 %); por esta técnica de extraccion no se logré identificar sesquiterpenos

oxigenados.

Al comparar los resultados de composicion quimica para L. alba (quimiotipo
carvona) obtenidos por MWHD y SDE (ver Gréfica 8), se nota que los
componentes mayoritarios son los mismos pero cambian sus proporciones, siendo
mas bajo el contenido de cada uno de ellos por SDE, y también se observa que el
orden se vio alterado, debido a que el unico componente que en vez de disminuir

su concentracion aumento, fue el epi — biciclosesquifelandreno.
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También se observa que la identificacion para SDE es relativamente diferente a la
hecha para MWHD. Por otro lado, hay que resaltar que las dos técnicas
extractivas se complementan y se puede dar una mejor aproximacion de la

composicion quimica total de los metabolitos secundarios volatiles de la planta.
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Grafica 8. Distribucion de los principales compuestos mayoritarios

encontrados en el AE y extracto SDE de L. alba (quimiotipo carvona).

3.9 EXTRACTO SDE DE LAS HOJAS DE LIPPIA ALBA (QUIMIOTIPO
CITRAL).

El perfil cromatogréfico tipico para el extracto obtenido de hojas L. alba (quimiotipo
citral) se ilustra en la Figura 22 y el reporte de la composicion quimica, junto con
los indices de Kovats, la concentracion (ppm) determinada por el método del

estandar interno, y la cantidad relativa se registran en la Tabla 13.
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Con los parametros de integracion aplicados (umbral de integracién, Thshd = 16, y
area de rechazo del pico en la base = 1) y usando los indices de Kdvats (columna
apolar y polar), y los espectros de masas (El, 70 eV), se identificaron 33

componentes, que constituyen el 91,66 % de la composicion quimica del AE.
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Figura 22. Perfil cromatografico del extracto de L. alba (quimiotipo citral)
obtenido por SDE. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de masas
(El, 70 eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra reportada en

la Tabla 13.

Por medio de esta técnica extractiva se ratifica el contenido composicional del
aceite, ya que se identificaron principalmente metabolitos caracteristicos de
monoterpenos oxigenados (58,25%) como geranial (21,68%), neral (18,74%),
geraniol (13,71%) y nerol (5,49%) y en menor proporcion se encuentran los
hidrocarburos monoterpénicos (10,52%), como el limoneno (3,54%) los

hidrocarburos sesquiterpénicos (9,73 %) como el trans—p—cariofileno (5,80%),
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siendo el mas representativo de este grupo; y estan también los sesquiterpenos
oxigenados (0,44 %).

En la Grafica 9 se puede observar la comparacion de los componentes
mayoritarios por ambas técnicas de extracciéon. Por SDE la composicion varioé con
respecto a la concentracion y también en un componente mayoritario. También la
identificacion de los compuestos hallados por SDE varia ligeramente con respecto
a la encontrada por MWHD.
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Grafica 9. Distribucion de los principales compuestos mayoritarios
encontrados en el AE y extracto SDE de L. alba (quimiotipo citral).
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Tabla 13. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)
del extracto SDE de L. alba (quimiotipo citral).
I Cantidad

No DB— Nombre del Relativa Concentraci
pico DB-5 WAX Compuesto % on (ppm)
1 859 1289 cis-3—Hexen—1-ol 0,66 100,39
2 939 1161 o—Pineno 0,52 78,26
3 954 1061 Canfeno 0,16 24,01
4 979 1283 1-Octen-3-ol 0,66 99,63

6—Metil-5—Hepten—2—
5 985 1338 ona 4,93 749,00
6 1011 1178 o—Felandreno 0,38 58,28
7 1026 1272 o-Cimeno 0,17 26,08
8 1029 1200 Limoneno 3,54 537,96
9 1030 - Silvestreno 0,31 47,49
10 1050 1251 trans—p—0cimeno 0,57 86,56
11 1092 1303 Rosafurano 0,11 5,83
12 1096 1548 Linalool 2,20 334,37
13 1154 1381 Citronelal 1,64 249,10
14 1144 1548 trans-Verbenol 1,59 242,02
15 1177 1509 Epdxido de Rosafurano 0,12 17,60
16 1140 - 4(8)—p-Menteno 0,05 10,15
17 1229 1805 Nerol 5,49 833,54
18 1238 1692 Neral 18,74 2844,75
19 1252 1852 Geraniol 13,71 2081,18
20 1267 1744 Geranial 21,68 3292,14
21 1358 1732 Acetato de nerilo 0,28 42,75
22 1381 1761 Acetato de geranilo 3,06 464,85
23 1390 1598 B—Elemeno 1,98 300,25
24 1431 1611 trans-p—Cariofileno 5,80 881,19
25 1433 1593 B—Gurjuneno 0,08 11,87
26 1439 1601 o—Guaieno 0,92 139,23
27 1442 1636 cis-p—Farneseno 0,15 22,41
28 1454 1686 o—Humuleno 1,61 24472
29 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,11 16,08
30 1485 1654 Germacreno D 1,73 262,26
31 1490 1756 B-Selineno 0,12 17,75
32 1509 1730 ~a—Bulneseno 0,38 58,01
33 1583 2001 Oxido de cariofileno 0,56 85,62
NI 5,99
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3.10 EXTRACTO SDE DE LAS HOJAS DE LIPPIA CITRIODORA H.B.K.

En la Figura 23 se presenta el perfil cromatografico para el extracto de L.
citriodora H.B.K., y se reportan en la Tabla 12 los componentes aislados e
identificados por GC — MS, segun el orden de elucion en la columna DB — 5 MS
(cantidad relativa, = 0.1 %), junto con sus indices de retencion, cantidades
relativas y concentraciones que se determinaron por el método del estandar

interno.

Usando los indices de Kovats (columna apolar y polar) y los espectros de masas
(El, 70 eV), y de acuerdo con los parametros de integracion aplicados (umbral de
integracion, Thshd = 16, y area de rechazo del pico en la base = 1) se identificaron
39 componentes, que constituyen el 97,5 % de la composicion quimica del AE,
siendo sus principales componentes mayoritarios: geranial (22,37%), neral
(19,20%), limoneno (8,37%), eucaliptol (5,67%) y geraniol (4,76%).

Se encontraron metabolitos caracteristicos de cuatro grupos de compuestos:
monoterpenos oxigenados (56,01 %), hidrocarburos sesquiterpénicos, (13,64 %),

hidrocarburos monoterpénicos (12,97 %) y sesquiterpenos oxigenados (4,15).

En la Grafica 10 se comparan los resultados de composicion quimica para
fracciones de L. citriodora H.B.K., obtenidas por MWHD y SDE; los componentes
mayoritarios cambian en un solo componente, pero cambian sus proporciones,

siendo mas bajo el contenido de cada uno de ellos por DES.
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28

Figura 23. Perfil cromatografico del extracto de L. citriodora H.B.K. obtenido
por SDE. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV).

La identificacién de los componentes se encuentra reportada en la Tabla 14.

Tabla 14. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)
del extracto SDE de L. citriodora H.B .K.

No Li DB— Nombre del i:?:'t?:: Concentraci
pico DB-5 WAX Compuesto % on (ppm)

1 855 - 2—cis-Hexenal 0,08 3,93

2 859 1289 cis-3—Hexen—1-ol 0,86 44,18

3 930 1038 a—Tujeno 0,10 5,24

4 939 1161 o—Pineno 0,84 42,90

5 979 1283 1-Octen—3—ol 1,70 87,23

6—Metil-5-hepten—2—-

6 986 1338 ona 1,79 91,55

7 990 1156 B—Mirceno 0,33 16,78

8 991 - 3—Octanol 0,10 5,19

9 1029 1200 Limoneno 8,37 378,00
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10 1031 1228 Eucaliptol 5,67 239,63

11 1037 1238 c/is—p—0cimeno 1,61 82,59
12 1066 1248 y—Terpinene 0,08 4,07
13 1070 - ¢/s-Hidrato de sabineno 0,60 30,83
14 1096 1548 _ Linalool 1,15 59,10
15 1110 1451 ¢/s-Oxido de limoneno 0,06 3,04
16 1140 1515 Fotocitral A 0,84 42,91
17 1177 1509 Epdxido de rosefurano 0,32 16,50
18 1180 - trans-Isocitral 2,20 112,83
19 1177 1601 Terpinen—4-ol 0,22 11,47
20 1186 1731 o—Terpineol 1,53 78,43
21 1229 1805 Nerol 3,32 170,39
22 1238 1692 Neral 19,20 933,52
23 1249 1852 Geraniol 4,76 192,82
24 1264 1744 Geranial 22,37 1095,98
25 1381 1761 Acetato de geranilo 1,37 70,21
26 1376 1519 o—Copaeno 0,56 28,48
27 1388 1546 —Bourboneno 0,38 19,27
28 1431 1611 trans—-p-Cariofileno 3,07 157,32
29 1420 1633 B-Cedreno 0,09 4,66
30 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,37 19,18
31 1482 - y—Curcumeno 0,09 4,80
32 1480 1779 ar-Curcumeno 2,20 113,03
33 1485 1654 Germacreno D 1,92 98,20
34 1500 1705 Biciclogermacreno 1,65 84,38
35 1515 1776 B—Curcumeno 0,87 44,71
36 1563 2043 trans-Nerolidol 0,70 35,85
37 1578 2153 _ Espatulenol 1,56 79,91
38 1583 2001 Oxido de cariofileno 1,43 73,27
39 1654 2224 a—Cadinol 0,40 20,66
NI 5,24

Continuacién Tabla 14.
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Gréfica 10. Distribucion de los principales compuestos mayoritarios

encontrados en el AE y extracto SDE de L. citriodora H.B.K.

La identificacion del extracto SDE es practicamente la misma que la del aceite;
so6lo difieren en la concentracion de los componentes y es relativo, para algunos

compuestos es menor y para otros mayor su proporcion.

3.11 EXTRACTO SDE DE LAS HOJAS DE LIPPIA DULCIS Trev.

El perfil cromatografico tipico de los metabolitos secundarios volatiles aislados de
L. dulcis Trev., se ilustra en la Figura 24 y la identificacion de los analitos,
realizada con base en criterios cromatografico (indices de retenciéon en columna
apolar y polar), y espectroscépico (espectros de masas, El 70 eV) se registra en la
Tabla 15, junto con las cantidades relativas (%) y concentraciones (ppm),

determinadas por el método del estandar interno. Se identificaron 34
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componentes que constituyen el 92 % del aceite, bajo los parametros de
integracion aplicados, el umbral de integracion, Thshd = 17 y el area de rechazo

del pico en la base = 1.
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Figura 24. Perfil cromatogréfico del extracto de L. dulcis Trev. obtenido por
SDE. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La

identificacion de los componentes se encuentra reportada en la Tabla 15.

El extracto contiene 56,77 % de hidrocarburos sesquiterpénicos, tal como se habia
elucidado para el AE; de sesquiterpenos oxigenados contiene 15,32 %, en menor
proporcion se encuentran los hidrocarburos monoterpénicos, que constituyen el

5,45 % y 1,06 % de sus analogos oxigenados.
De acuerdo con la tabla composicional para el extracto de L. dulcis Trev., los

componentes mayoritarios obtenidos por DES son los mismos que los obtenidos

por MWHD, sélo que cambiaron el orden de éstos y sus concentraciones.
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Tabla 15. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)
del extracto SDE de L. dulcis Trev.

Cantidad

N° . Concentrac
pico DB-5 V?Iix Nombre del Compuesto Relc?/:wa ion (ppm)
1 986 1338 6—Metil-5-hepten—2-ona 6,87 281,17
2 1029 1200 Limoneno 2,46 59,54
3—-Metil-2—ciclohexen—-1-

3 1039 1613 ona 6,22 213,57
4 1096 1548 Linalool 3,28 93,21

5 1154 1381 Citronelal 0,08 3,24

6 1196 p—alil-Anisol 0,12 4,93

7 1226 1575 Citronelol 0,10 3,89

8 1238 1692 Neral 0,41 16,66
9 1264 1744 Geranial 0,37 15,33
10 1338 1487 d—Elemene 1,47 19,17
11 1348 1481 o—Cubebeno 0,28 11,56
12 1376 1519 o—Copaeno 8,19 294,22
13 1388 1546 —Bourboneno 1,84 75,48
14 1409 1541 o—Gurjuneno 0,19 7,95

15 1431 1611 trans-p—Cariofileno 10,31 381,01
16 1434 1594 trans-o—Bergamoteno 0,84 34,38
17 1432 p—Copaeno 0,27 10,92
18 1459 1652 Sesquisabineno 0,36 14,55
19 1442 1636 c/s-p-Farneseno 1,89 77,33
20 1457 1669 trans-p-Farneseno 0,21 8,59

21 1522 1676 B—Sesquifelandreno 2,03 82,89
22 1454 1686 o—Humuleno 0,67 27,23
23 1471 Dhidrosesquicineol 0,30 12,37
24 1460 1661 allo-Aromadendreno 2,23 50,32
25 1484 1691 o—Amorphene 0,95 38,80
26 1485 1654 Germacreno D 5,54 185,62
27 1500 1705 Biciclogermacreno 8,66 313,30
28 1505 1737 p—Bisaboleno 2,32 94,73
29 1523 1761 d—Cadinene 8,87 322,00
30 1563 2043 trans-Nerolidol 1,44 58,85
31 1578 2153 _ Espatulenol 3,00 122,68
32 1583 2001 Oxido de cariofileno 3,11 127,36

Muurola—4,10(14)—dien—
33 1631 1-gol 0,96 39,45
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34 1685 2022 o—Bisabolol 9,38 342,85
NI 4,78

Estos son el trans—B—cariofileno (10,31%), o-bisabolol (69,38%), &—cadineno
(8,87%), biciclogermacreno (8,66%) y a—copaeno (8,19%). Como se ha
observado para las otras plantas estudiadas, por medio de la técnica SDE se
pueden encontrar otros compuestos que por MWHD son en menor proporcion. De
la misma forma, se observa que la tablas composicionales son muy similares; se
confirma que la planta es altamente rica es sesquiterpenos no oxigenados y en
menor proporcion sesquiterpenos oxigenados, monoterpenos oxigenados e

hidrocarburos monoterpénicos. Esto se ilustra mejor en la Gréfica 11.

M MWHD

LISDE

Cantidad relativa, %

Componentss mayoritarios

Gréfica 11. Distribucion de los principales compuestos mayoritarios
encontrados en el AE y extracto SDE de L. dulcis Trev.

Por otro lado, su compuesto caracteristico, la hernandulcina, tampoco pudo ser

detectada luego de aplicar esta técnica de extraccién, debido a que es un
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compuesto termolabil, pero sus componentes de degradacion si fueron

identificados: 6-metil-5—-hepten—2-ona y 3—metil-2—ciclohexen—1-ona.

3.12 EXTRACTO SDE DE LAS HOJAS DE LIPPIA MICROMERA SCHAUER.

La Figura 25 ilustra el perfil cromatografico de los metabolitos secundarios
volatiles del extracto de L. micromera Schauer. La composicién quimica de los
analitos analizados e identificados por GC — MS y los indices de retencion, la
cantidad relativa (%) y las concentraciones (ppm), determinadas por el método del

estandar interno, se registran en la Tabla 16.
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Figura 25. Perfil cromatografico del extracto de L. micromera Schauer
obtenido por SDE. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de masas
(El, 70 eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra reportada en

la Tabla 16.
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Segun los parametros de integracién aplicados (umbral de integracion, Thshd =

16, y area de rechazo del pico en la base = 1), usando los indices de Kovats

(columna apolar y polar) y los espectros de masas (El, 70 eV), se identificaron 41

componentes que constituyen el 97,62 %, porcentaje al cual corresponden 52,63

% de monoterpenos oxigenados, 38,65 % de hidrocarburos monoterpénicos, 6,37

% de hidrocarburos sesquiterpénicos y 0,31 % de su analogos oxigenados.

Tabla 16. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

del extracto SDE L. micromera Schauer.

No L Nombre del Cantidad ¢, centraci
pico DB-5 DB~ Compuesto Relativa  “5 (ppm)
WAX %
1 859 1289 ¢is-3—Hexen—1-ol 0,18 25,89
2 930 1038 o—Tujeno 2,69 393,11
3 939 1205 o—Pineno 1,08 157,64
4 954 1061 Canfeno 0,25 35,91
5 975 1115 Sabineno 1,21 177,29
6 979 1205 B—Pineno 0,37 53,94
7 990 1156 p—Mirceno 2,74 399,28
8 1011 1178 o—Felandreno 0,64 93,06
9 1013 1147 d—3-Careno 0,29 42,94
10 1022 1178 o—Terpineno 4,08 595,94
11 1032 1272 p-Cimeno 8,67 1266,24
12 1029 1200 Limoneno 1,52 221,61
13 1037 1209 B—Felandreno 1,07 155,55
14 1031 1228 Eucaliptol 3,86 563,95
15 1037 1251 trans-—0cimeno 0,35 51,48
16 1066 1248 y—Terpineno 12,10 1766,91
17 1070 - ¢/s-Hidrato de sabineno 0,59 86,42
18 1088 1287 Terpinoleno 0,31 45,10
19 1091 1338 p-Cimeneno 0,09 12,58
20 1096 1547 Linalool 0,21 30,59
trans-Hidrato de
21 1075 1463 sabineno 0,19 28.00
22 1121 1560 cis-p- Ment—2—en—1-ol 0,03 4,01
23 1146 1518 Alcanfor 0,08 11,95
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24 1171 - Umbellona 0,04 5,34
25 1177 1601 Terpinen—4—ol 0,52 76,02
26 1186 1731 o—Terpineol 0,16 22,73
27 1235 1597 Timil metil éter 14,56 2126,64
28 1290 2187 Timol 27,78 4055,80
29 1352 1856 Acetato de timilo 4,20 612,20
30 1376 1519 o—Copaeno 0,14 21,04
31 1388 1546 B—Bourboneno 0,15 22,54
32 1431 1611 trans-p—Cariofileno 3,16 461,63
33 1434 1594 trans-o—Bergamoteno 0,15 22,19
34 1454 1684 o—Cariofileno 0,28 40,92
35 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,14 20,98
36 1485 1654 Germacreno D 1,94 282,57
37 1500 1730 o—Muuroleno 0,47 68,22
38 1523 1761 &—Cadineno 0,46 67,67
39 1529 1842 cis-Calameneno 0,13 19,13
40 1578 2153 Espatulenol 0,10 14,54
41 1583 2001 Oxido de cariofileno 0,24 35,60
NI 2,78

Continuacién Tabla 16.

Los principales compuestos que caracterizan esta planta y por ende sus usos son:
timol (27,78%), timil metil éter (14,56%), y—terpineno (12,10%), p—cimeno (8,67%)
y acetato de timilo (4,20%). Se observa que los componentes mayoritarios
obtenidos por la técnica de extraccion SDE son muy similares a los obtenidos por
la técnica MWHD, cambian ligeramente, se conservan la mayoria y cambian sus
proporciones (ver Grafica 12).

En forma general, los componentes identificados por ambas técnicas extractivas,

son similares y por la técnica SDE se identificaron algunos mas.
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Gréfica 12. Distribucion de los principales compuestos mayoritarios

encontrados en el AE y extracto SDE de L. micromera Schauer.

3.13 EXTRACTO SDE DE LAS HOJAS DE LIPPIA ORIGANOIDES
(QUIMIOTIPO CARVACROL).

El perfil cromatografico de los analitos presentes en el extracto de L. origanoides
(quimiotipo carvacrol), se presenta en la Figura 26. La composicion quimica
obtenida con base en los criterios cromatografico (indices de retencién) y
espectroscopico (espectros de masas, El 70 eV) se reporta en la Tabla 17, junto
con sus cantidades relativas (%) y concentraciones (ppm), determinadas por el
método del estandar interno.

30 componentes identificados constituyen el 96,77 % de la muestra analizada,

segun los parametros de integracién aplicados (umbral de integracion, 7hshd =
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16, y area de rechazo del pico en la base = 1), usando los indices de Kovats

(columna apolar y polar) y los espectros de masas (EI, 70 eV).
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Figura 26. Perfil cromatografico del extracto de L. origanoides (quimiotipo

carvacrol) obtenido por SDE. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo
de masas (El, 70 eV). La identificacién de los componentes se encuentra

reportada en la Tabla 17.

El extracto obtenido, al igual que el AE, presentd una riqueza en monoterpenos
oxigenados 50,24 % e hidrocarburos monoterpénicos 43,1 %, y en menor
proporcion los hidrocarburos sesquiterpénicos 9,37 %, sus analogos oxigenados

no fueron detectables.

De acuerdo con los resultados de la tabla de composicién quimica para el extracto
de L. origanoides (quimiotipo carvacrol), sus principales componentes mayoritarios

son: carvacrol (48,16%), p—Cimeno (12,76%) timol (5,17%), trans—B—cariofileno
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(3,39%) vy a-tujeno (3,21%).

En relacién con el AE, difiere ligeramente de sus

componentes mayoritarios, asi como también en las proporciones; algunos

compuestos como el carvacrol se encontraron en mayor concentracion, mientras

otras, que como el timol disminuyen en abundancia.

En forma general, las tablas composicionales de los analitos identificados por

ambas técnicas son similares y entre ambas se logra dar una composicién quimica

mas acertada.

Tabla 17. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

del extracto SDE L. origanoides (quimiotipo carvacrol).

No L Nombre del Cantidad ¢\ centraci
pico DB-5 DB~ Compuesto Relativa  ~g (ppm)
WAX %
1 859 1289 ¢is-3—Hexen—1-ol 0,92 458,96
2 930 1038 o—Tujeno 3,21 1600,91
3 939 1205 o—Pineno 0,98 487,60
4 954 1061 Canfeno 0,08 37,42
5 975 1115 Sabineno 0,27 135,60
6 979 1205 —Pineno 0,85 423,76
7 1011 1178 o—Felandreno 0,75 373,07
8 1013 1147 &—-3-Careno 0,50 248,68
9 1022 1178 o—Terpineno 3,20 1594,47
10 1032 1272 p-Cimeno 12,76 6365,52
11 1029 1200 Limoneno 0,99 493,31
12 1037 1238 cis—p—0Ocimeno 1,01 505,70
13 1031 1228 Eucaliptol 0,34 169,24
14 1050 1251 B—trans-Ocimeno 0,65 325,01
15 1066 1248 y—Terpineno 2,98 1480.80
16 1070 - cis—Hidrato de sabineno 0,30 151,35
17 1088 1287 Terpinoleno 0,27 132,36
18 1091 1338 p-Cimeneno 0,22 111,00
19 1096 1547 Linalool 0,42 209,95
20 1177 1601 Terpinen—4-ol 0,30 148,85
21 1171 - Umbellona 0,42 210,77
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22 1235 1597 Timil metil éter 2,37 1182,44
23 1290 2187 Timol 5,17 2571,04
24 1299 2219 Carvacrol 48,16 24023,34
25 1352 1856 Acetato de timilo 0,23 113,85
26 1290 2187 Acetato de carvacrilo 1,30 646,47
27 1431 1611 trans—p—Cariofileno 3,39 1688,99
28 1434 1594 trans-a—Bergamoteno 0,37 186,58
29 1454 1684 o—Humeleno 1,95 973,55
30 1434 1594 B—Bisaboleno 0,16 81,85
NI 5,48

Continuacion Tabla 17

Cantidad relativa, %

Componentes mayaritarios

Gréfica 13. Distribucion de los principales compuestos mayoritarios

encontrados en el AE y extracto SDE de L. origanoides (quimiotipo

carvacrol).

3.14 EXTRACTO SDE DE LAS HOJAS DE LIPPIA ORIGANOIDES
(QUIMIOTIPO p — CIMENO).

El cromatograma tipico para el extracto obtenido de hojas e inflorescencias de L.

origanoides (quimiotipo p — cimeno), se ilustra en la Figura 27. El registro de la
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identificacion de sus componentes, junto con los indices de retencion, la cantidad

relativa y concentracion se presentan en la Tabla 18.

La identificacién de los analitos se basd en criterios cromatograficos (columna
apolar y polar), y espectroscopicos (espectros de masas, EI 70 eV). Los
parametros de integracion aplicados a los picos cromatograficos en el analisis
fueron: area de rechazo del pico en la base = 1 y umbral de integracion, Thshd =
17, por medio de los cuales fueron identificados 37 componentes correspondientes
al 97,37 % del total del extracto.

12
15

Figura 27. Perfil cromatografico del extracto de L. origanoides (quimiotipo p
— cimeno) obtenido por SDE. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo
de masas (El, 70 eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra

reportada en la Tabla 18.
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Con base en la tabla composicional para el extracto de L. origanoides (atipica), la
planta presenta un contenido alto de monoterpenos oxigenados (44,24 %) y de
hidrocarburos monoterpénicos (42,47 %); en menor proporcion se encuentran los

hidrocarburos sesquiterpénicos (6,88 %) y sus analogos oxigenados (0,18 %).

El extracto de L. origanoides (atipica), tiene como sus principales componentes
mayoritarios: timol (31,04%), p—cimeno (12,24%), y—terpineno (10,44%), f—pineno
(5,63%) y a—terpineno (4,31 %). Al igual que en las otras plantas estudiadas en
relacion con el AE, se observa una variacion en la concentracion de los
componentes por SDE, ademas, la identificacion del extracto SDE fue un poco

mayor que la de MWHD.

Tabla 18. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)

del extracto SDE L. origanoides (quimiotipo p —cimeno).

No L Nombre del Cantidad ¢, centraci
pico DB-5 DB~ Compuesto Relativa on (ppm)
WAX %

1 859 1289 ¢is-3—Hexen—1-ol 1,09 136,17

2 930 1038 o—Tujeno 0,06 7,72

3 939 1205 o—Pineno 3,12 389,76

4 960 - Tuja—2,4—-(10)—dieno 1,16 145,26

5 954 1061 Canfeno 0,18 22,43

6 975 1115 Sabineno 0,18 22,93

7 979 1283 1-Octen-3-ol 0,55 68,85

8 979 1205 B—Pineno 5,63 703,13

9 1011 1178 o—Felandreno 0,61 76,42
10 1013 1147 8—3—Careno 0,54 67,98
11 1022 1178 o—Terpineno 4,31 537,75
12 1032 1272 p-Cimeno 12,24 1527,08
13 1029 1200 Limoneno 1,12 140,20
14 1037 1238 B—cis-Ocimeno 1,62 201,65
15 1066 1248 y—Terpineno 10,44 1304,65
16 1070 - cis—Hidrato de sabineno 0,75 94,10
17 1088 1287 Terpinoleno 0,35 43,17
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18 1091 1338 p-Cimeneno 0,39 49,09
19 1096 1547 Linalool 0,69 86,07
20 1132 1392 allo-Ocimeno 0,04 5,26
trans—Hidrato de
21 1075 1463 sabineno 0,19 23,89
22 1177 1601 Terpinen—4-ol 2,19 275,71
23 1171 - Umbellona 1,01 126,44
24 1235 1597 Timil metil éter 3,84 479,47
25 1290 2187 Timol 31,04 3874,68
26 1299 2219 Carvacrol 3,65 445,91
27 1352 1856 Acetato de timilo 1,75 218,20
28 1376 1519 o—Copaeno 0,07 8,56
29 1431 1611 trans- p—Cariofileno 3,78 472,50
30 1434 1594 trans-o—Bergamoteno 0,77 96,38
31 1431 1611 o—Humuleno 2,20 275,02
32 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,07 10,08
33 1500 1705 Biciclogermacreno 0,13 20,78
34 1434 1594 B—Bisaboleno 0,42 52,11
35 1512 1763 o—Aleskeno 0,10 12,44
36 1484 1691 o—Amorfeno 0,09 10,81
37 1460 1661 &—Cadineno 0,21 26,26
38 1583 2001 Oxido de cariofileno 0,20 25,24
NI 3,22

Continuacién Tabla 18.

Cantidad relativs, %

Cormponentes rmayoritarios

Gréfica 14. Distribucion de los principales compuestos mayoritarios

encontrados en el AE y extracto SDE de L. origanoides (quimiotipo p —

cimeno).
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Es de notar que aunque ambos quimiotipos poseen los dos componentes que los
caracterizan, para este quimiotipo, carvacrol se encuentra pero en muy bajas
cantidades con respecto a los componentes mayoritarios. Por otro lado, los
componentes principales cambiaron ligeramente para este quimiotipo. Y en
cuanto a la identidad quimica de los metabolitos en forma general, es muy similar

para ambos quimiotipos.

3.15 DETERMINACION DE ALGUNAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
PARA LOS AE DE LAS ESPECIES DE LIPPIA ESTUDIADAS

3.15.1 Determinacién de la densidad, el indice de refraccién y la rotacion

especifica

La densidad, el indice de refraccidn y la rotacion especifica para cada uno de los
AE analizados correspondientes a cada especie de Lippia, se determinaron bajo
las condiciones operacionales descritas en el Numeral 2.2.5 del desarrollo

experimental. Las densidades y la rotacion especifica se reportan en la Tabla 19.

Para determinar los indices de refraccion se les tomé a muestras de AE con una
semana de extraccion, y a una de ellas, L. alba (quimiotipo carvona), también se
le tomd con cuatro meses de almacenamiento. Los resultados se muestran en la
Tabla 20.

Segun reportes encontrados en la literatura, los AE que tienen densidades entre
0,9 — 1 g/mL e indices de refraccion mayores de 1,47 son ricos en compuestos
oxigenados aromaticos o alifaticos [8,69-70]. De acuerdo con lo anterior, los
datos experimentales de las constantes fisicoquimicas determinadas para las

especies de Lippia estudiadas en el presente trabajo, corresponden a los de la
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literatura; esto se puede observar mejor en la Grafica 15, donde se presentan las

principales familias de compuestos para cada una de las Ljppias analizadas.

Tabla 19. Densidades y rotaciones especificas para cada una de las

especies de Lippia analizadas a 23 °C.

Nombre planta d (g/mL)

Lippia alba (Mill.)N.E.Br. (quimiotipo 0,899 + 0,02

carvona)
Lippia alba (Mill.)N.E.Br. (quimiotipo 0.892 + 0.03
citral) ! !
Lippia citriodora H.B.K. 0,904 £+ 0,02
Lippia dulcis (Trev.) 0,925 + 0,02
Lijppia micromera Schauer 0,936 + 0,02
Lippia origanoides H.B.K. (quimiotipo 0930 + 0.01
carvacrol) ! !
Lippia origanoides H.B.K. (quimiotipo p—
cimeno) 0,942 £ 0,03

[alo’
(°.mL/g.dm)

(+) 58,40 + 0,29

(-) 46,00 + 0,13

(+) 53,30 + 0,21
(+) 4,10 + 0,06
(+) 0,42 + 0,18

(+) 0,41 + 0,17

(+) 0,46 + 0,04

Tabla 20. indices de refraccién para cada una de las especies de Lippia

analizadas a 20°C.

Blanco H,O HPLC reportado
Blanco H,O HPLC tomado
Lippia alba (Mill.)N.E.Br. (quimiotipo carvona)
Lippia alba (Mill.)N.E.Br. (quimiotipo citral)
Lippia citriodora H.B.K.
Lippia dulcis (Trev.)
Lippia micromera Schauer
Lippia origanoides H.B.K. (quimiotipo carvacrol)
Lippia origanoides H.B.K. (quimiotipo p— cimeno)
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1,3330
1,3333
1,4894 + 0,0007
1,4854 + 0,0005
1,4844 + 0,0003
1,5039 + 0,0006
1,4994 + 0,0005
1,5537+ 0,0004
1,5837 + 0,0007
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Grafica 15. Distribucion de las principales familias de compuestos en los AE

de las especies de Lippia analizadas.

Se observo que los monoterpenos oxigenados son la principal familia para L. alba
(quimiotipo carvona), L. alba (citral), L. citriodora, L. micromera, L. origanoides
(quimiotipo carvacrol) y L. origanoides (quimiotipo p - cimeno), y los
sesquiterpenos en el aceite L. dulcis. Lo que confirma las aproximaciones que

ofrecen estas constantes fisicas, sobre la homogeneidad de un aceite.

Por otro lado, las rotaciones especificas para cada aceite, se relacionan con los
compuestos que pueden rotar el plano de la luz polarizada. Asi, en los aceites
que presentaron rotacion 6ptica como L. alba (quimiotipo carvona), que se debe
principalmente a sus componentes mayoritarios: carvona, limoneno 'y
biciclosesquifelandreno, su valor es apreciable. Mientras que otros aceites como
el de L. micromera, presenté una rotacion casi nula, hecho que se explica debido a

que sus compuestos mayoritarios no presentan quiralidad; sin embargo,
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compuestos en menor proporcidon en el aceite como a—pineno, B-—pineno y

alcanfor, son responsables del valor de rotacion exhibida.

La Tabla 20 presenta los indices de refraccion, los cuales estan en concordancia
con lo reportado en la literatura [69—70] y la composicion exhibida por cada planta.
Ademas, los indices de refraccién difieren entre si, lo que es indicativo que cada

una de ellas posee una composicién quimica diferente.

Con respecto a las dos muestras de L. alba (quimiotipo carvona), almacenadas a
la oscuridad y a 4 °C, con una semana y cuatro meses, respectivamente; el indice

es el mismo, lo que puede significar tres cosas:

1. el A.E de L. alba (carvona) es estable quimicamente en el tiempo,

2. el AE de L. alba (carvona) pudo sufrir cambios que pudieran compensarse,
y por tanto, dar el mismo indice de refraccion, y

3. la refractometria no es una técnica lo suficientemente sensible para detectar

estos pequefios cambios.
Ademas, cabe resaltar que el compuesto de interés —biciclosesquifelandreno— se

encontro sélo en el AE y extracto de L. alba (quimiotipo carvona), lo que se puede

observar en la Figura 28.
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Figura 28. Comparacion de los perfiles cromatogréaficos de todas las
especies de Lippia estudiadas para resaltar el pico correspondiente al

biciclosesquifelandreno en L. alba (quimiotipo carvona).
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4. AISLAMIENTO Y DETERMINACION ESTRUCTURAL DE UN
SESQITERPENO MAYORITARIO DEL AE L. ALBA (Mill.)N.E.Br.

4.1 DESTILACION FRACCIONADA A PRESION REDUCIDA (DFPR)

Como se habia expresado en el Numeral 2.2.6 del desarrollo experimental, este

procedimiento se realizé en dos equipos, que a continuacion se exponen.

4.1.1 Destilaciéon en el equipo de cobre

Se tomaron 5 g de AE de L. alba (quimiotipo carvona) y el experimento inicial durd
aproximadamente 5 h, al cual se le monitore6 la temperatura y la presion como se
muestra en la Tabla 21. Para el final de la ultima hora, no se habia logrado
destilar ninguna fraccion, y, debido a que ya se llevaba un tiempo largo y la
temperatura estaba a 200°C y el medio de calentamiento era aceite mineral, por
precaucion se dio por terminado el experimento para asi evitar un accidente por el
flash point del aceite mineral. Por otro lado, a pesar que no se pudo observar un
fraccionamiento, se tomd una muestra de este A.E de L. alba (carvona) usado en
la destilacion, para analizar por GC — MS vy los resultados se compararon con la

muestra A.E de L. alba (quimiotipo carvona) previo a la destilacion.

La identificacion de cada una de las muestras se realizé de acuerdo con lo
descrito en el Numeral 2.2.4 del desarrollo experimental. En la Figura 28 se
muestran los perfiles cromatograficos para estas dos muestras y en la Tabla 22 se
muestra la composicion quimica para las dos muestras. Los parametros de
integracion aplicados a los picos cromatograficos en el andlisis fueron: area de

rechazo del pico en la base = 1 y umbral de integracion, Thshd = 17.
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Tabla 21. Datos obtenidos de la DFPR en el equipo de cobre.

Temperatura Presion (mm Tiempo Cambios
(°C) Hg) (min)
25 44 - -
122 39 95 Bajo la presion sin
destilar
124 39 120 Sin destilar aun
165 28 150 Sin destilar aun
200 28 270 No destild
*La temperatura registrada corresponde a la del bafo termostatado.
9
24 3
A
57 15 1921
AN IflJl
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Time-> 15,00 20.00 2500 3000 35.00 40 00 4500 5000 min

Figura 29. Perfil cromatografico del AE de L. alba (quimiotipo carvona)
obtenido por MWHD, antes (A) y después (B) de ser sometido DFPR en el
equipo de cobre. Columna DB —5 MS (60m). Detector selectivo de masas
(El, 70 eV). Laidentificacion de los componentes se encuentra reportada en
la Tabla 22.
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Tabla 22. Composicion quimica y cantidad relativa (%) de los componentes

en el AE de L. alba (quimiotipo carvona), obtenido por MWHD, antes (A) y

después (B) de ser sometido a la destilacion fraccionada a presion reducida

en el equipo de cobre.

N© I A B

. DB—- Nombre del Compuesto  Cantidad Relativa

pico DB-5 WAX %

1 855 - trans-2—Hexenal 0,04 -

2 859 1289 ¢/s-3—Hexen—1-ol 0,25 -

3 939 1161 o—Pineno 0,10 0,15
4 954 1061 Canfeno 0,28 0,40
5 975 1115 Sabineno 0,06 -
6 979 1205 B—Pineno 0,12 0,10
7 979 1283 1-Octen-3—ol 0,15 -

8 990 1156 —Mirceno 0,87 0,70
9 1029 1200 Limoneno 29,48 30,38
10 1050 1251 trans——0cimeno 1,86 0,86
11 1088 1287 Terpinoleno 0,08 -
12 1091 - p-Cimeneno 0,09 0,08
13 1096 1547 Linalool 0,52 0,66

trans—-p—2,8—Mentadien—1-

14 1122 1634 ’ ol 0,25 0,22
15 1136 1451 ¢/s-Oxido de limoneno 0,19 -
16 1137 1873 cis-p-2,8—Mentadien—1-ol 0,17 -
17 1146 1518 Alcanfor 0,14 0,08
18 1177 1601 Terpineno—4—ol 0,03 -
19 1169 1698 Borneol 1,23 0,76
20 1192 1618 c/s—-dihidrocarvona 0,90 -
21 1200 1639 trans-dihidrocarvona 0,65 0,69
22 1214 1713 [so-Dihidrocarveol 0,20 -
23 1216 1842 trans—Carveol 0,63 0,36
24 1243 1715 Carvona 39,78 36,63
25 1252 1739 Piperitona 2,86 3,55
26 1256 - trans-Epdxido de piperitona 1,23 -
27 1276 1805 trans-Oxido de carvona 0,27 -
28 1299 2219 Carvacrol 0,08 -
29 1342 1706 trans-Acetato de carvilo 0,06 -
30 1338 1469 3-Elemeno 0,04 -
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31 1343 1945 Piperitenona 5,17 3,72

32 1376 1519 o—Copaeno 0,07 0,23
33 1388 1546 f—Bourboneno 1,26 2,35
34 1390 1598 B—Elemeno 0,61 1,89
35 1420 1491 B-Ylangeno 0,22 -
36 1439 1610 trnas-p—Cariofileno 0,12 0,29
37 1433 1656 p—Gurjuneno 0,21 -
38 1432 1626 p—Copaeno 0,19 -
39 1456 1669 trans—p—Farneseno 0,49 -
40 1454 1686 o—Humuleno 0,03 -
41 1460 1661 allo-Aromadendreno 0,21 0,62
42 1477 1739 y—Gurjuneno 0,24 -
43 1495 - y—Amorfeno - 0,12
44 1485 1654 Germacreno D 0,05 -
45 1487 1727 epF-Biciclosesquifelandreno 4,88 6,26
46 1500 1705 Biciclogermacreno 0,22 -
47 1513 1766 y—Cadineno 0,34 1,02
48 1575 2066 Germacreno D—4-ol 0,89 -
NI 2,19 5,63

Continuacion Tabla 22.

Todos los cambios observados por medio del analisis cromatografico y
espectroscopico evidencian que hubo un cambio en la composicién del A.E de L.
alba (quimiotipo carvona), producto del sometimiento del aceite al calentamiento y
a una baja presion inicialmente. Ademas, los cambios de presidn que se
presentaron durante el experimento, indicaban que la bomba estaba absorbiendo
algo de la parte volatil del aceite, lo que puede dar respuesta al cambio en la
composicion del aceite de partida. Y con respecto a los compuestos que
aparecieron, pueden ser producto de isomerizacion o también que se pudieron

concentrar y ser detectables para el analisis cromatografico.

4.1.2 Destilacién en el equipo de vidrio

Para este experimento también se tomaron 5 g de AE de L. alba (carvona), y con

un tiempo de duracién de 3 h, aproximadamente. Se monitorearon la temperatura

y la presibn como se muestra en la Tabla 23. El medio de calentamiento se
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cambié por parafina, para elevar en 100°C mas la temperatura del bafio
termostatado. En este experimento se pudieron observar resultados tangibles,

debido a que en éste si se logré destilar y se recogieron cuatro fracciones.

A estas muestras se les hizo un analisis GC-MS y se compararon con el aceite de
partida. En la Figura 29 y en la Tabla 24 se presentan los perfiles
cromatograficos y se reportan la composicion de los metabolitos secundarios

volatiles, respectivamente, para las cuatro fracciones y para el aceite de partida.

Tabla 23. Datos obtenidos de la DFPR en el equipo de vidrio.

Temperatura* Presion (mm Tiempo Cambios
(°C) Hg) (min)
25 50 - -
100 50 60 Sin cambios
200 50 120 Sin cambios
300 50 180 Se recogieron 4
fracciones

*La temperatura registrada corresponde a la del bafio termostatado.

Las fracciones obtenidas se nombraron asi: primera fraccion F1, segunda fraccion

F2, tercera fraccion F3, y ultima fraccién Ff.
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Figura 30. Perfil cromatografico del AE de L. alba (quimiotipo carvona),
obtenido por MWHD, antes (A) de ser sometido a la DFPR en el equipo de
vidrio, y sus cuatro fracciones recogidas (F1, F2, F3y Ff). Columna DB -5
MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). Laidentificacién de los

componentes se encuentra reportada en la Tabla 24.
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Tabla 24. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)
de los componentes en el AE de L. alba (quimiotipo carvona), obtenido por
MWHD, antes (A) de ser sometido a la destilacion fraccionada a presion

reducida en el equipo de vidrio, junto con las cuatro fracciones obtenidas.

No Nombre del A F1 F2 F3 Ff
pico Compuesto Cantidad Relativa %

1 trans-2—Hexenal 0,04 - - - -
2 ¢/s-3—Hexen—1-ol 0,25 - - - -
3 o—Pineno 0,10 043 0,39 0,09 -
4 Canfeno 0,28 1,07 0,96 0,25 -
5 Sabineno 0,06 0,08 0,07 - -
6 B—Pineno 0,12 0,28 0,24 0,07 -
7 1-Octen-3-ol 0,15 - - - -
8 B—Mirceno 0,87 1,19 1,06 - -
9 Limoneno 2048 5880 0% 3962 -
10 trans-p—0cimeno 1,86 1,08 0,97 0,42 -
11 Terpinoleno 0,08 0,13 0,12 0,06 -
12 p-Cimeneno 0,09 0,15 0,15 0,09 -
13 Linalool 0,52 095 0,91 0,90 -
14 allo-Ocimeno - 0,17 0,16 - -

trans-p—2,8—

15 . 0,25 0,35 0,08 0,35 -
Mentadien—1-ol
16 ¢/s-Oxido de limoneno 0,19 - - - -
17 C/s—p—2,81—_l\i|)<|entad|en— 0,17 ) ) ) )
18 Alcanfor 0,14 0,08 - 0,10 -
19 Terpineno—4—ol 0,03 - 0,73 - -
20 Borneol 1,23 0,69 - 1,18 -
21 cis—dihidrocarvona 0,90 - - - -
22 trans-dihidrocarvona 0,65 0,25 0,62 0,45 -
23 /so-Dihidrocarveol 0,20 - - - -
24 trans—-Carveol 0,63 - - 0,56 -
25 Carvona 3978 2354 °5° 3824 23,9
26 Piperitona 2,86 2,04 249 3,74 -
27 trans-Epoxido de 1,23 i i i i
piperitona
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28  trans-Oxido de carvona 0,27 - - - -

29 Carvacrol 0,08 - - - -
30 trans-Acetato de carvilo 0,06 - - - -
31 3-Elemeno 0,04 - - - -
32 Piperitenona 5,17 - - - -
33 o—Cubebeno - 0,34 0,49 1,30 -
34 Ylangeno - 0,19 0,22 0,55 -
35 o—Copaeno 0,07 0,22 0,26 0,67 -
36 B—Bourboneno 1,26 1,61 1,94 4,92 -
37 p—Elemeno 0,61 - - - -
38 B-Ylangeno 0,22 - - - -
39 trnas-p—Cariofileno 0,12 0,13 - 0,29 13,87
40 p—Gurjuneno 0,21 - - - -
41 —Copaeno 0,19 - - - -
42 trans—f—Farneseno 0,49 - - - -
43 o—Humuleno 0,03 - - - -
44 allo-Aromadendreno 0,21 0,12 0,14 0,55 -
45 y—Muuroleno - - - 0,08 -
46 y—Gurjuneno 0,24 - - - -
47 y—Amorfeno - - - 0,08 -
48 Germacreno D 0,05 - - - -
epr~
49 Biciclosesquifelandreno 4,88 i i i i
50 Biciclogermacreno 0,22 - - - -
51 y—Cadineno 0,34 0,14 0,19 - 11,60
52 Germacreno D—4—ol 0,89 - - - -
NI 2,19 596 5,75 544 50,57

Continuaciéon Tabla 24.

Comparando la composicidén quimica de los metabolitos secundarios volatiles de la
primera fraccion destilada con respecto al aceite de partida, los componentes
mayoritarios cambian ligeramente, con la observacion que los componentes
piperitenona y epi-biciclosesquifelandreno no se encontraron para la primera
fraccion; las proporciones también cambiaron, asi mismo, en forma general se
redujo el numero de componentes, lo que es indicativo que si hubo un

fraccionamiento del aceite de partida.
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Al analizar los resultados de la tabla de composicion quimica de los metabolitos
secundarios volatiles para la tercera fraccién, los componentes mayoritarios
difieren de las otras dos fracciones como del aceite de partida, en las proporciones
también varioé y algunos compuestos nuevos aparecieron y otros desaparecieron,
con respecto a las otras dos fracciones, esto se debe principalmente a que los
compuestos desaparecidos se recogieron en las fracciones anteriores y los
compuestos que aparecieron fueron aquellos que se concentraron en el aceite y

pudieron ser entonces detectados y analizados por GC — MS.

Recordando el objetivo principal de esta destilacion fraccionada, que era
prefaccionar el aceite de L. alba (carvona), para tener el componente
biciclosesquifelandreno en una porcidon con muchos menos componentes, resulté
que éste en la configuracion que se conoce (Figura 30) es inestable, ya sea al
medio en el que se encuentra, por los otros componentes que lo rodean, y/o las
condiciones a las que fue sometido en la destilacién, temperatura alta y presion
baja; todo lo anterior junto, o alguno de esto factores, pudo isomerizar el

compuesto.

Bicyclo- 1=epi Bicyclo-
sgaquipnhellandrense seésquiphellandrene

Figura 31. Representacion estructural del biciclosesquifelandreno y un

enantiémero.
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4.2 DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR DE AGUA, DAV

El procedimiento llevado a cabo para esta destilacién se describe en el Numeral
2.2.7 del desarrollo experimental. La cantidad de material vegetal de partida
fueron 800 g, la cantidad de agua del generador de vapor fueron ~15 L y la presién

del generador no pas6 de 1 Ib/pulg?.

En esta extraccién el aceite se recogidé con agua, formando una emulsién y era
muy poco el aceite que se podia apreciar en ésta. Estas condiciones se
mantuvieron asi por un tiempo aproximado de tres horas después de iniciada la
destilacion; pero después se notd un cambio tanto en el destilado como también
en el aroma que se desprendia, paso de ser agradable a desagradable, era un
olor fuerte, intenso, concentrado. El destilado ya no era sélo una emulsion, se
podia apreciar una capa gruesa de aceite espumosa, la cual se recogio aparte y

se dejé hasta que ya no destil6 mas de esta muestra. Esta recoleccién dur6 ~1 h.

La cantidad de muestra recogida se dejo decantar para hacer la separacion de la
emulsion y se tom6 una muestra para analizar por GC-MS. La muestra se
prepard tomando una alicuota de 50 uL, 4 uL de n-tetradecano y se afor6 a 1 mL

con diclorometano.

Los resultados de este analisis: el perfil cromatografico de la muestra y su
respectiva composicién quimica, junto con los indices de retencion, cantidad
relativa (%) y concentracion (ppm) se registran en la Figura 31 y en la Tabla 25,
respectivamente. La identificacion se basd en los criterios cromatografico
(columna apolar y polar) y espectroscopico (espectros de masas, El 70 eV) y los
parametros de integracion aplicados a los picos cromatograficos en el analisis
fueron: area de rechazo del pico en la base = 1 y umbral de integracién, Thshd =
17.
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Figura 32. Perfil cromatografico de la fraccion de L. alba (quimiotipo
carvona), extraida por destilacion por arrastre con vapor de agua. Columna
DB -5 MS (60m). Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion

de los componentes se encuentra reportada en la Tabla 25.

Tabla 25. Composicion quimica, cantidad relativa (%) y concentracion (ppm)
de los componentes en la fraccion de L. alba (quimiotipo carvona), extraida

por destilacion por arrastre con vapor de agua.

No L Nombre del Cantidad - ontraci
ico pB-5 DB~ Compuesto Relativa 6n (ppm)
P WAX P % PP
1 1388 1546 B—Bourbuneno 7,68 36,32
2 1390 1598 B—Elemeno 6,12 28,92
3 1460 1661 allo-Aromadendreno 4,13 19,51
epr
4 1487 1727 giddosesquifelandreno 78,85 363,25
NI 3,22
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Los resultados muestran, se logré hacer el fraccionamiento del AE de Lippia alba
(quimiotipo carvona). Se llevé al biciclosesquifelandreno, de una mezcla de ~ 50
componentes, a una mezcla de sélo 4 componentes, en la Figura 32 se pueden

observar sus estructuras moleculares.

H CH;
"p'.'_,', ?
Hzc’//// "
CH, L
H,C F
CH, CHa HaC CH
B-Elemeno B-Bourboneno
CHs CH,
H Z
& Ty
HC CHs Lo
epi-Biciclosesquifelandreno allo-Aromadendreno

Figura 33. Representacion de las estructuras moleculares del p—Elemeno, p—

Bourboneno, allo-~Aromadendreno y epi-Biciclosesquifelandreno.

Por otro lado, se confirma a partir del espectro de masas y por los indices de
retencion (Tabla 26), que el compuesto hallado es el biciclosesquifelandreno. En
la Figura 34 se puede observar los espectros de masas del
biciclosesquifelandreno en el AE de L. alba (quimiotipo carvona) y el de la fraccion
obtenida por destilacién por arrastre con vapor de agua, comparado con el de la

base de datos.
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Figura 34. Espectros de masas del biciclosesquifelandreno en el AE L. alba
(quimiotipo carvona) y el de la fraccion obtenida por DAV, comparado con el

de la base de datos.
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Tabla 26. indices de retencion (l) experimental y teérico por columna apolar
y polar para el biciclosesquifelandreno.

Descripcion | I (apolar)

(polar)
Experimental 1491 1698
Teorico 1487 1727

4.3 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (TLC)

El procedimiento se realiz6 como se describié en el Numeral 2.2.8 del desarrollo

experimental.

La muestra obtenida de la destilacion por arrastre con vapor de agua, se analizo
en placas de celulosa microcristalina — yeso grado 3 de odontologia (1:1) y se
corrieron en dos eluyentes: hexano y benceno. Después del secado de las placas
se sometieron a tres reveladores: camara UV, vapores de yodo y solucion de yodo
— yoduro de potasio (I-Ki).

Las razones de avance determinadas para las placas cromatograficas corridas en
hexano y benceno, dio un valor de R; = 1. Este valor indica que la muestra corrid
con el eluyente y ademas, la fase estacionaria no discriminé entre los compuestos
presentes en la mezcla, lo que se confirmod al exponerlas en camara UV. Razones

por las cuales no se logré una separacion.
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El hexano se escogid por ser apolar y ser el mas indicado para muestras de este
tipo, aceites esenciales [52-54], y el benceno por tener cierta polaridad, ya que el
compuesto de interés, biciclosesquifelandreno, no tiene grupos polares pero si dos

dobles enlaces que lo hacen ligeramente polar.

La muestra en vapores de yodo y en solucion de | — Kl, también tuvo el mismo
comportamiento que con los otros solventes, el valor de la razén de avance fue el
mismo, R¢= 1. Los vapores de yodo hicieron visible el frente del solvente, pero no
se observaron manchas de la muestra sobre la placa, ni tampoco con el revelado

en camara UV.

Es importante resaltar en esta investigacion que se logré prefraccionar el AE de L.
alba, quimiotipo carvona, asi como también se contribuy6é al conocimiento de
nuevas plantas aromaticas y medicinales tropicales, como el género Lippia, con el
fin de beneficiar a la comunidad agricola campesina y ademas, impulsar el

desarrollo de la industria quimica de los AE en Colombia.
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5. CONCLUSIONES

a En la identificacion de los componentes aislados para cada planta por la
técnica extractiva SDE, se encontré que varia ligeramente de la técnica
extractiva MWHD; la técnica SDE permitié elucidar, por lo general,
compuestos que no se extrajeron por MWHD, lo que fue una ventaja,
debido a que las dos técnicas extractivas se complementaron
satisfactoriamente, para lograr una identificacion mas acertada para cada

una de las plantas estudiadas.

a De todas las especies de Lippia estudiadas, sélo en el AE y extracto de L.
alba (quimiotipo  carvona) estuvo presente el sesquiterpeno

biciclosesquifelandreno.

a A pesar que las siete plantas estudiadas pertenecen a un mismo género,
Lippia, el rendimiento del aceite esencial varia considerablemente de una
especie a otra, siendo el rendimiento mas alto, el correspondiente al de L.

origanoides con un 1,4 %, y el mas bajo a L. dulcis con 0,13 %.

a El compuesto comun en todas las composiciones de las especies de Lippia

estudiadas fue el trans—b—cariofileno.

a Todos los aceites se caracterizaron por presentar en mayor concentracion
monoterpenos oxigenados, a excepcion de L. dulcis, que tuvo en mayor
proporcion hidrocarburos sesquiterpénicos (60,12 %), siendo: trans—p—
cariofileno, 6—cadineno, a—copaeno, los mas representativos. Aunque el
grupo de monoterpenos oxigenados caractericen a la mayoria de las

plantas analizadas en la presente investigacion, no tienen en comun los
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mismos compuestos oxigenados: L. alba (quimiotipo carvona) esta
caracterizada por cetonas ciclicas como carvona, piperitenona y piperitona;
el quimiotipo citral esta caracterizado por aldehidos o,B—insaturados, neral
(22,92 %) y geranial (27,79 %); L. citriodora estad caracterizada por
aldehidos o,p—insaturados, neral (13,75 %) y geranial (14,35 %) y por
alcoholes como el eucaliptol (6,51 %); L. micromera se caracteriza por
compuestos fendlicos y éteres, timol (34,19 %) y timil metil éter (14, 44 %),
respectivamente; L. origanoides (quimiotipo carvacrol) se caracteriza por
compuestos fendlicos, carvacrol (32,82 %) y timol (22,83 %); y finalmente
para el quimiotipo p — cimeno, los hidrocarburos monoterpénicos estan casi
en la misma proporcibn que los monoterpenos oxigenados,
caracterizandose por tener representantes de ambos grupos: timol (29,84
%)y p — cimeno (12,05 %).

a L. origanoides (quimiotipo carvacrol) y L. micromera, poseen caracteristicas
similares, e.g., poseen un olor muy fuerte e intenso, picante. Al analizar sus
composiciones quimicas, se observa que también son similares en sus

compuestos mayoritarios: carvacrol, timol, y—terpineno y p—cimeno.

a Se logré adecuar la destilacion por arrastre con vapor de agua de escala
laboratorio a un equipo semindustrial para implementarlo no s6lo como
técnica de extraccion del aceite esencial sino también como un técnica de

separacion.

a Se logr6 por medios fisicos, no destructivos, separar al
biciclosesquifelandreno de una mezcla de ~50 componentes a una mezcla
de solo 4 componentes, donde el biciclosesquifelandreno fue el mayoritario
(76,85 %).
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6. RECOMENDACIONES

a Una ventaja de la destilacion por arrastre con vapor de agua es que se
obtiene una misma clase de compuestos, pero el tiempo es extenso, con lo
que eventualmente se podria disminuir haciendo el arrastre, no con vapor
de agua sino con un solvente apolar como hexano, heptano, ciclohexano, o

también con una mezcla de algunos de estos solventes con uno mas polar.

a También seria importante a la destilacion por arrastre con vapor de agua
adecuarle una columna de fraccionamiento, en un principio, con columna

Vigreux.
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