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RESUMEN:
TITULO: ESTUDIO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES EN HOJAS
FRESCAS Y SECAS DE Pelargonium graveolens (GERANIO), EN FUNCION DEL
METODO DE EXTRACCION Y SU ESTADO DE DESARROLLO VEGETATIVO*
Autores: Deyny Leticia Mendivelso Pérez**

Martha Cecilia Olivares Santoyo**
Palabras Claves: Pelargonium graveolens; geranio; aceite esencial; citronelol; geraniol.

La especie Pelargonium graveolens, es una planta aromatica cuyo aceite esencial es muy
apetecido en el mercado internacional por su multiples aplicaciones en las industrias
perfumistica y farmacéutica y por su potencial como agente antiinflamatorio, antioxidante,
antimicrobiano e insecticida.

En la presente investigacion se determind la composicién quimica de los metabolitos
secundarios presentes en hojas frescas y secas de geranio, Pelargonium graveolens,
cultivado en el terreno experimental de CENIVAM; y se realizd un estudio comparativo de los
cambios que ésta puede presentar, teniendo en cuenta las siguientes variables: etapa de
desarrollo vegetativo de la planta (6, 9 y 12 meses), métodos de extraccion, e.g.
hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas (MWHD), destilacién-extraccién con
solvente simultanea (SDE) y extraccion con fluido supercritico (SFE) y tiempo de extraccion
por MWHD (30, 60 y 90 min). La composiciéon quimica del aceite y de los extractos fue
establecida por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

El rendimiento de los AEs en las diferentes etapas de desarrollo fue de 0,10-0,20% (base
fresca) y 0,47-0,62% (base seca). Los monoterpenos oxigenados (30-40%) fueron los
compuestos predominantes en AEs y extractos, dentro de éstos los alcoholes citronelol (11-
24%) y geraniol (4-8%), caracteristicos de la esencia. Seguidos de los hidrocarburos
sesquiterpénicos (21-29%), en mayor proporcion, el 6,9-guaiadieno (6-8%). Se encontraron
presentes los respectivos ésteres de citronelilo (14-17%) y de geranilo (9-14%) y los 6xidos
de rosa (ca. 1,5%). En los extractos aislados por SFE se encontr6 mayor cantidad
hidrocarburos (Cn>23). La composicion quimica de los AEs de geranio fue poco afectada por
el estado de desarrollo de la planta y tiempo de extraccidon del material vegetal de MWHD.

* Trabajo de grado.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directores Elena E. Stashenko y Jairo René Martinez.
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ABSTRACT:

TITLE: STUDY OF VOLATILE SECONDARY METABOLITES IN FRESH AND DRY LEAVES
OF Pelargonium graveolens (GERANIUM), AS A FUNCTION OF EXTRACTION METHOD
AND VEGETATIVE DEVELOPMENT STATE *

Authors: Deyny Leticia Mendivelso Perez**
Martha Cecilia Olivares Santoyo**

KEYWORDS: Pelargonium graveolens; geranium; essential oil; citronellol; geraniol.

Pelargonium graveolens, is a plant whose aromatic essential oil is highly desired on the
international market for its multiple applications in the perfume and pharmaceutical industries,
for its potential as anti-inflammatory agent, and for its antioxidant, antimicrobial and
insecticidal properties.

Vegetative stage of plant development (6, 9 and 12 months), extraction methods, e.g.
microwave assisted hydro-distillation (MWHD) simultaneous distillation-extraction solvent
(SDE) and supercritical fluid extraction (SFE) and MWHD extraction time (30, 60 and 90 min)
were used as variables in the study of secondary metabolites from fresh and dried
Pelargonium graveolens leaves collected at the CENIVAM experimental garden. The
chemical composition of the oil and extracts were determined by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS).

The essential oil yield at different stages of development was 0,10-0,20% (dry basis) and
0,47-0,62% (wet basis). Oxygenated monoterpenes (30-40%) were the predominant
compounds in essential oils and extracts. Within these, alcohols citronelol (11-24%) and
geraniol (4-8%), are characteristic of the essence. Sesquiterpene hydrocarbons (21-29%)
followed, formed largely by 6,9-guaiadiene (6-8%). Citronelyl (14-17%) and geranyl
(9-14%) esters and rose oxides (ca. 1.5%) were found. SFE extracts contained a higher
proportion of hydrocarbons (Cn> 23). The chemical composition of geranium essential oils
was little affected by the state of development of the plant and MWHD extraction time.

* College tesis.
** Industrial University of Santander, Science Faculty, School of Chemistry.
Directors, Elena E. Stashenko and Jairo René Martinez.
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INTRODUCCION

La historia y aun la prehistoria del hombre discurre en una intima relacion con
las plantas aromaticas y sus componentes olorosos. Desde que el ser
humano comenzé a familiarizarse con gustos y olores que determinaron su
habitat, su comportamiento, sus costumbres, sus medicinas, sus placeres,
hasta sus recuerdos, sus deseos y su memoria, desde entonces se
enriquecieron con sabores y olores, que fueron formando parte de su cultura

y de su idiosincrasia.

Plantas aromaticas son aquellas que pueden generar por algun proceso
fisico-quimico un producto, que tiene un olor o un sabor determinado [1]. De
las plantas aromaticas se pueden obtener aceites esenciales (AEs), los
cuales son una mezcla de componentes volatiles, producto del metabolismo
secundario de estas plantas [2,3], con caracteristicas odorificas; éstos se han
usado desde la antigledad para tratar enfermedades y en productos de
belleza, debido a que los AEs poseen muchas propiedades beneficiosas, y
se presentan cada uno con su identidad, un aroma y unas caracteristicas

propias [3].

La cantidad y la composicion del aceite esencial (AE) varian de una especie
a otra, y dentro de los mismos géneros de la planta [3]. Ademas de factores
taxonoémicos, la composicion del AE esta influenciada por factores agricolas,
topograficos y climaticos que pueden afectar de alguna manera el
metabolismo de las plantas. La composicion del AE puede variar

significativamente [3].

Los AEs crudos se utilizan como materia prima para velas, articulos de aseo
y como biocidas [1, 4, 5]. Los AEs purificados o de alta calidad se usan en la

industria alimenticia, farmacéutica, cosmética y de perfumes [3, 5-8].



La flora Colombiana presenta una diversidad tan grande que se justifica su
estudio sistematico, con el objeto de detectar la presencia de productos que
puedan ser interesantes como materias primas de valor en diversos campos
industriales o de aplicacién farmacéutica. Particularmente, una de las plantas
aromaticas, cuyo AE es muy apetecido en el mercado internacional, es
geranio, Pelargonium graveolens, encontrado en nuestro territorio como
planta introducida, y cuyo aceite es de gran interés por el contenido alto de
citronelol y geraniol [3]. El citronelol es un alcohol terpénico con intenso olor
a rosas. El geraniol se utiliza como componente aromatizante de productos
de perfumeria; en la industria quimica se usa para la sintesis de citronelol,

citral, acetato de geranilo y otros compuestos de interés perfumistico [2].

En la actualidad, el mercado mundial de los AEs ha experimentado un
aumento, como consecuencia del cambio de patrones en el consumo debido
a la tendencia de la utilizacién de productos naturales. Por otra parte, a pesar
de que Colombia cuenta con una gran riqueza en cuanto a numero de
especies vegetales capaces de servir como fuente de los AEs, la industria
nacional importa el 100% de estas materias primas, alcanzandose
importaciones de US$ 54 millones en el periodo 1997-2001 [1, 9]. En el
periodo 2002-2004 las importaciones alcanzaron un valor de US$ 824
millones. Ademas, las importaciones colombianas presentan un
comportamiento continuo y estable, observandose pequefias variaciones
entre algunos periodos, pero con una tendencia general al aumento. Dentro
de los AEs utilizados como materia prima en muchas industrias colombianas
se encuentran los siguientes: mentas, naranja, limoén, eucalipto, lavanda,

anis, bergamota, vetiver, jazmin y geranio [1].

Analizando las cifras anteriores, se observa la viabilidad de produccion de
AEs en Colombia, en primera instancia, para la satisfaccion del mercado
local y, posteriormente, mercado internacional, porque éste va en aumento.

Particularmente, el AE de geranio, cobra importancia en el mercado mundial,
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ya que se encuentra dentro de los diez aceites mas importantes en cuanto a
su valor comercial [10, 11], porque es uno de los aceites con mayor demanda
en la industria perfumistica y farmacéutica, y alcanza exportaciones anuales
de 600 toneladas [1, 7-11].

En Colombia, las exportaciones de aceite de geranio en el periodo 1998-
2004 fueron nulas [1,9], mientras que en el periodo 2002-2004 sus
importaciones en el pais alcanzaron los US$ 5,4 millones [9], con un precio
del aceite en el mercado de 47,50 €/kg [5]. Las principales industrias que
demandan este AE son las de alimentos y bebidas, industria cosmética y de

perfumes [1].

En términos generales, Colombia ha sido un pais importador de AE de
geranio. La manera de revertir este hecho es sustituir su importacion por
produccion nacional, siendo éste un rengldn del mercado que no ha sido
aprovechado econdmicamente debido a que no se han realizado en nuestro
pais estudios que identifiquen las condiciones bajo las cuales se obtiene el
mejor rendimiento de este aceite, estudio, que puede servir como base para
incentivar a las comunidades campesinas para cultivar, extraer vy
comercializar el AE de esta planta aromatica, permitiendo adelantar
programas y proyectos productivos para el aprovechamiento sostenible y

rentable del sector agricola del pais.

En la presente investigacién se determind la composicion quimica de los
metabolitos secundarios presentes en hojas frescas y secas de geranio,
Pelargonium graveolens, y se realizé un estudio comparativo de los cambios
que ésta puede presentar, teniendo en cuenta las siguientes variables: etapa
de desarrollo vegetativo de la planta (6, 9 y 12 meses) y métodos de
extraccion, e.g. hidrodestilaciéon asistida por la radiacion de microondas
(MWHD), destilacion-extraccion con solvente simultanea (SDE) y extraccion

con fluido supercritico (SFE). La composicion quimica del aceite y de los
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extractos fue establecida por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), determinando también indices de Kovats
en columnas capilares de fases apolar y polar. La cuantificacion de
compuestos presentes en el AE de geranio se realizé utilizando los métodos

cromatograficos de patrdn interno y calibracion externa.

Este trabajo hace parte de la linea de investigacion sobre AEs del
Laboratorio de Cromatografia del Centro de Investigacién en Biomoléculas,
CIBIMOL, de la Universidad Industrial de Santander, UIS, y del Centro
Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies
Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM. Con el desarrollo
de este trabajo se buscod la obtencion de informacién necesaria para
incentivar la agroindustria de Pelargonium graveolens en Colombia, y asi
suplir en futuro su demanda interna, generando una alternativa agricola v,
por ende, una nueva fuente de empleo para el campo, asi como una de las
opciones para la sustitucion de cultivos ilicitos, cambio en las politicas de
monocultivo y la posibilidad de ofrecer a nivel internacional un AE de geranio,

con factibilidad econémica.

Resultados parciales de este Proyecto fueron presentados bajo la modalidad
de péster en el IX Congreso Colombiano de Fitoquimica, realizado en Pereira
(Risaralda), en mayo del 2007, al cual se le otorgd el Primer Puesto en esta

modalidad (Anexo 1).

El trabajo de investigacion consta de 9 capitulos, contiene 48 figuras, 18

tablas, 141 referencias bibliograficas y 5 anexos.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 GENERALIDADES DE LA PLANTA

La planta Pelargonium graveolens, conocida popularmente como geranio,
pertenece a la familia Geraniaceae, procede casi exclusivamente de la region
sudafricana del Cabo. Desde alli llegé hasta Europa el primer geranio en el
afio 1710. El Pelargonium debe su nombre a la forma de sus frutos, llamado

pico de ciguena (pelargos=ciguefia) [11-14].

Es un arbusto perenne (Figura 1), aproximadamente de 60-90 cm de altura,
con tallo ramificado, cilindrico y lefioso en la base, pubescente, verde,
cuando joven, volviéndose castafo con la edad. De hojas alternadas, de olor,
a rosas Yy altamente aromaticas, de flores con didmetro entre 2,5 y 4 cm, son

rosas con jaspeaduras violaceas [12, 15].

Figura 1. Planta de Pelargonium graveolens.
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El geranio crece bien en tierras ricas en materia organica con pH 5,8-6,6.
Las tierras fuertemente arcillosas y anegadas no son convenientes. La
planta crece mejor en climas subtropical y tropical, y en una amplia variedad
de altitudes, con una temperatura media entre 30-35 °C, con humedad baja y

lluvia moderada [11, 16].

El geranio se propaga vegetativamente por esquejes de aproximadamente
15 cm de largo. Segun recientes estudios realizados en el Sur de la India se
encontré que el periodo 6ptimo en el que se deben plantar los esquejes es
de noviembre a enero, sin embargo, éstos pueden plantarse a lo largo del
afio [16].

A las seis semanas de plantados los esquejes, éstos se transplantan a
campo a una distancia de 60x60 cm entre surcos y entre plantas,
respectivamente [17]. El campo se debe irrigar inmediatamente después de
plantar. La irrigacion frecuente se requiere en las fases iniciales de

crecimiento [16].

La primera cosecha se obtiene 4-6 meses después de plantar, cuando se
presenta un cambio en el olor de las hojas de limoén a rosa, se hace el primer
corte del material sobre las hojas verdes y frondosas. El siguiente corte se
puede realizar a los 4 meses de haber realizado el primer corte,

obteniéndose asi 3 cosechas en el afio aproximadamente.
Es recomendado como fertilizante aplicar 4 kg/ha de nitrégeno, 40 kg/ha de

fésforo y 40 kg/ha de potasio en el momento de plantar. El fertilizante

organico preparado se debe utilizar en el momento de plantar [12, 15].
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1.2 COMPOSICION QUIMICA

El AE de geranio cobra importancia en el mercado mundial, ya que se
encuentra dentro de los diez aceites mas importantes en cuanto a su
produccion y valor comercial [10, 11], siendo uno de los aceites con mayor
demanda en la industria perfumistica y farmacéutica, debido a su nota floral
muy similar a la de la esencia de rosas. Las propiedades fisicoquimicas de

este aceite se citan en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de geranio [18, 19].

Propiedad Valor

indice de acidez max. 12

Contenido de ésteres (como tiglato de geranilo) 21-32%

Contenido de cetonas (como mentona) 6—13%

Rotacion optica -7°a-14°

indice de refraccién (20°C) 1,461-1,468 a 20%
Solubilidad 1:1 en alcohol al 70%
Gravedad especifica (20 °C) 0,884-0,893
Contenido de alcoholes (como geraniol) 65-73%

Los constituyentes mayoritarios del aceite de geranio son citronelol (20—40%)
y geraniol (7-18%) [2, 11], cuyas propiedades se resumen en las Tablas 2 y
3.

Otros constituyentes reportados son a-pineno (0,3-1%), B-pineno (0,04-
0,06%), a-terpineno (0,1-0,4%), linalool (4-13%), nerol (ca. 2%) [11].
Compuestos minoritarios, pero importantes ingredientes del olor del AE de
geranio, son los 6xidos de rosa los cuales contribuyen a una nota olfativa a

rosas [20].
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Los 6xidos de rosa se obtienen sintéticamente por oxigenacion fotoinducida
del (-)-citronelol, con rendimientos superiores al 70%, actualmente, se
obtienen por biotransformacion del (R)-(+)- y (S)-(-)-citronelol por Aspergillus
niger, cuando el sustrato se convierte en cis- y trans-oxidos de rosa, con

rendimientos superiores al 54% [20].

Nishimura [21] en 1995, utilizé un inyector con desorcion térmica, seguido de
un cold-trap, como parte de un sistema de GC multidimensional para el
analisis del aceite de geranio, identificando algunos de los componentes
minoritarios, a saber: terpinen-4-ol, piperitona, geranial, formiato de
citronelilo, trans-B-cariofileno, propionato de citronelilo, isobutirato de
citronelilo, (E,E)-a-farneseno y &-cadineno. Sin embargo, los constituyentes
mayoritarios y en trazas pueden variar considerablemente dependiendo de

las condiciones climaticas de crecimiento de la planta [22, 23].

Benveniste y Azzo [24] en 1992, reportaron la composicidn de aceite de
geranio cultivado en Egipto, en el cual los componentes mayoritarios eran el
citronelol (ca. 24%) y el geraniol (ca. 15%). Estos mismos autores
compararon la composicion quimica del AE producido en la isla Reunion
(Bourbon), China (Yunnan) y Egipto; encontrando que el citronelol fue el
componente mayoritario en todos los AE analizados, seguido del geraniol; sin
embargo, el AE producido en China contenia mayor cantidad relativa de
citronelol (ca. 39%), mientras que el contenido mas alto de geraniol (ca. 21%)

se encontro en el AE producido en la isla Reunidn.

Kaul y otros [25] en 1995, evaluaron la composicion quimica del AE obtenido
de tres tipos de Pelargonium graveolens de diferentes origenes y cultivados
en la India, utilizando hidrodestilacion y destilacion por arrastre con vapor,
encontraron como componente mayoritario citronelol en el AE de Bourbon,
geraniol en el AE de Kelkar, mientras en el AE de Argeria se encontré en

mayor proporcién una mezcla de citronelol y nerol.
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Tabla 2. Usos y propiedades fisicoquimicas del geraniol [18,26].

GERANIOL

Féormula: C1oH150 Consumo anual: ca. 1000 kg
P.M.: 154,24 Descripcion:
CAS#: 106-24-1
Pto. Ebullicién: 230 °C Liquido transparente e incoloro.
o> : 1,469 — 1,478 De olor suave y floral similar al de la
3 (20/4): 0,870 — 0,885 g/cm’ esencia de rosas.
Sin6nimos: trans-Geraniol; trans-3,7-Dimetil-

2,6-octadien-1-ol; Guaniol;

Lemonol; Geraniol extra; 3,7-
Dimetil-trans-2,6-octadien-1-ol;
(E)-3,7-Dimetil-2,6-octadien-1-ol; \

Meranol; (2E)-3,7-Dimetil-2,6- OH
octadien-1-ol; (E)-Geraniol.

Estereoisomeros: | (7)-3,7-Dimetil-2,6-octadien-1-ol.
(E) -3,7-Dimetil-2,6-octadien-1-ol.

Solubilidad: Soluble en alcohol al 70%, en una
proporcién 1:3.

Fuente natural: Presente en mas de 160 AEs. Se | Usos:
obtiene por destilacién fraccionada
de AEs ricos en geraniol, como: Industria perfumistica, cosmeética,

jabones, alimentos y bebidas.
AE de palmarrosa (95%);
AE de rosa (40-50%); Se usa en pequefias cantidades para
AE citronela (30-40%); acentuar la nota citrica de algunos
productos perfumisticos.

Materia prima para la fabricacion de
ésteres de geranilo, citronelilo vy
citrilo, utilizados en la industria de

perfumes.
Sintesis: Se obtiene por : Actividad bioldgica:
v" Oxidacion del mirceno. Antiséptico.

v' Isomerizaciéon  del linalool,
obteniéndose geraniol con un
96% de pureza.

32




Tabla 3. Usos y propiedades fisicoquimicas del citronelol [18, 26-28].

CITRONELOL

Féormula: C10H200 Consumo anual: ca. 19000 kg

P.M.; 156,27 Descripcion:

CAS#: 106-22-9 Liquido transparente e incoloro.

Pto. Ebullicién: 224.4 °C De olor floral, herbaceo, con un
20_ matiz citrico frutal, similar al de

o 1,4558 :

520 0.8590 g/cm3 la esencia de rosas.

El isébmero (-) posee un olor mas
delicado, que el isbmero (+).

Sinénimos: B-Citronellol; 3,7-Dimetil-6-octen-1-
ol; Cefron; Citronelol; 2,6-Dimetil-2-
octen-8-ol; 2,3-Dihidrogeraniol; R-
(+)-B-Citronelol; R-(+)-3,7-Dimetil-6-
octen-1-ol.

Isomeros opticos: | (R)-3,7-Dimetil-6-octen-1-ol.
OH

(S)-3,7-Dimetil-6-octen-1-ol.

Solubilidad: Soluble en alcohol al 70%, en una
proporciéon 1:2 y muy poco soluble
en agua.

Fuente natural: Presente en mas de 70 AEs. Las | Usos:

dos formas enantioméricas del
citronelol, se pueden encontrar | Ampliamente utilizado en las
abundantemente en  diferentes | industrias de perfumes,
esencias, e.g. AE de rosa Bulgara. | cosmética, farmacéutica,
En el AE de Rosa bourbonia se | alimentosy en bebidas.

encuentra hasta un 50% de
(-)-citronelol, mientras que el AE de | Utilizado para acentuar la nota
geranio del Este de Africa contiene | floral de productos perfumisticos y
hasta un 80% de | en la industria de sabores para
(+)-citronelol. acentuar el sabor citrico.

v" (-)-Citronelol se encuentra en
plantas de la familia Rosaceae.

v'  (+)-Citronelol esta presente en
las especies Boronia citriodora
(80%) y Eucaliptus citriodora.

v’ (-)-Citronelol es el enantiémero
predominante en el AE de
geranio y en el AE de rosas.

También esta presente en AE de
citronela y Eucaliptus citriodora.
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Continuacion Tabla 3

Sintesis: v (x)-Citronelol puede ser | Actividad bioldgica:
preparado por hidrogenacion
catalitica del geraniol o por | Antiséptico, anticonvulsionante,
oxidacion del allo-cimeno; antioxidante.

v' (-)-Citronelol es preparado a
partir del (+)-pineno via (+)- cis-
pineno a (+)-2,6-dimetil-2,7-
octadieno y, finalmente, se
separa el (-)-citronelol por
hidrélisis con  catalizadores
organicos de aluminio.

v" El citronelol se puede obtener
ademas por hidrogenaciéon del
citronelal, usando estabilizantes
poliméricos de metales nobles
coloidales; por hidrogenacion en
fase liquida de citral, utilizando
catalisis quimica, asi como por la
biotransformacion del citronelal
con ceélulas de Rhodotorula
minuta, libres o inmovilizadas.

En 1995, Lutra y sus colaboradores [29] examinaron la composicion del AE
obtenido de las hojas de geranio en diferentes etapas de maduracion,
encontrando que a medida que crece la planta, el contenido de citronelol es
mayor, observandose una tendencia inversa con el geraniol. Por lo cual, el
AE que presenta las mejores caracteristicas es aquel que se extrae de las
hojas totalmente expandidas, debido a que el contenido de citronelol y
geraniol es similar. En conclusion, la variacion de los componentes

mayoritarios depende de la edad de la planta.

En 1993, Mallavarapu [30], compard los resultados obtenidos del analisis
realizado por GC-MS del aceite de geranio comercial con una muestra del
aceite proveniente de un cultivo local de India, en el cual encontré como
componentes mayoritarios geraniol (ca. 43%) y linalool (ca. 17%), mientras
que en la muestra comercial predominaron citronelol+nerol (ca. 29%) y neral
(ca. 17%).
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Reis y sus colaboradores [31], compararon la composicion quimica de los
extractos obtenidos por headspace, con los aislados con CO,-SF y por
arrastre con vapor, de las plantas frescas y secas de geranio cultivadas en
Portugal, observando un alto nivel de cis- y trans-Oxidos de rosa (ca. 11-
25%), lo cual es extremadamente inusual, por lo que se podria considerar
llegar a tener una fuente natural de estos compuestos. Otros componentes
mayoritarios encontrados fueron citronelol (ca. 13-20%), formiato de

citronelilo (ca. 10-23%), iso-mentona (ca. 12-23%) y geraniol (ca. 1-7%).

Kreis y Mosandl [32] en 1993, usaron GC multidimensional para determinar
simultaneamente las relaciones enantioméricas de mas de un par quiral de
constituyentes oxigenados, estableciendo la distribucién enantiomérica de
siete compuestos oxigenados caracteristicos de un aceite de geranio
auténtico de isla Reunion; convirtiéndose este procedimiento en una

herramienta util para examinar la autenticidad de aceites comerciales.

En 1990, Koenig y sus colaboradores [33] usaron analisis GC
enantioselectivo que mostré que el citronelol presente en el AE de geranio
comercial estaba parcialmente racemizado. En 1994, Ravid y otros [34]
usaron una columna de quiralidad diferente a la utilizada por Kreis y Mosandl,
y comprobaron, que la mentona y la iso-mentona existian en el AE de

geranio en las formas (+)-(1S, 4R)- y (-)-(1S, 4S)-, respectivamente.

Southwell y colaboradores [35, 36] en 1995, compararon la composicion del
AE de geranio producido en la isla Reunién (tipo Bourbon), Marruecos,
Egipto y China con un AE producido en Australia; los componentes
mayoritarios identificados se muestran en la Tabla 4; la composicion quimica
del aceite de Australia fue similar a la del aceite de China, que se usa
comunmente en la perfumeria; la relacion de los compuestos mayoritarios en

los AEs de la isla Reunién, Marruecos y Egipto fue muy parecida.
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Tabla 4. Comparacion de la composicién quimica de aceite de geranio,

cultivado en diferentes paises [35, 36].

Cantidad relativa, %

Compuesto
Reunidén Marruecos Egipto China Australia

Linalool 9,9 9,9 0,5 3.9 4,6
iso-Mentona 9,5 4,2 57 5,4 7,6
Citronelol 20,6 28,6 27,7 36,5 31,7
Geraniol 18,1 20,6 18,0 8,7 9,8
Formiato de citronelilo 7,4 6,5 6,5 10,1 12,8
Formiato de geranilo 5,6 4.1 3,7 2,1 3,4
6,9-Guaiadieno 5,8 0,5 0,3 6,5 4,6

En el afio 2002, Rana V. y colaboradores [22] analizaron por GC y GC-MS el
aceite de P. graveolens, obtenido por hidrodestilacién durante 4 h, de plantas
cultivadas al norte de India, logrando identificar aproximadamente un 99% de
los componentes presentes en el aceite; los constituyentes mayoritarios
fueron citronelol (ca. 33%), geraniol (ca. 26%), linalool (ca. 10%) y formiato

de citronelilo (ca. 6%).

En 2003, Ram y otros [37] estudiaron la influencia de cuatro niveles de
fertilizacion (0, 80, 160 y 240 kg N/ha) en la composicion y el rendimiento del
AE de geranio, cultivado en la India, observandose que el uso de un nivel de
fertilizacion de 160 kg N/ha provee las mejores condiciones de produccion,
aumento en la masa vegetal y en el rendimiento del AE. Ademas, se
concluyo que la calidad del AE en cuanto a sus constituyentes mayoritarios,
citronelol y geraniol, no fue influenciado por la cantidad de nitrégeno

suministrado al suelo [37].

Robert Shellie y Philip Marriot [38], en el afio 2003, analizaron el AE de P.
graveolens usando cromatografia total (exhaustiva), GCxGC, identificando 65
componentes por comparacion de sus indices de retencion y los espectros

de masas con los datos de la literatura.
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En 2004, Paula Gomes y colaboradores [39] examinaron la composicion del
AE de un hibrido obtenido entre diferentes especies de Pelargonium sp. de
cultivos de Portugal, encontrando que este aceite tenia caracteristicas
intermediarias entre el tipo Bourbon y el tipo China, con buena calidad
olfativa. Los AEs de hojas verdes y amarillas tanto frescas como secas
fueron comparados, ademas se emplearon diferentes métodos de extraccion
con solvente, determinando y comparando la composicién de los extractos
con la del AE. Los autores concluyeron que usar hojas amarillas y secas
mejora la calidad del AE. Por otra parte, el absoluto obtenido con dietil éter

presentd las mejores caracteristicas organolépticas.

En este mismo afio, Penny Horsey [40] determind la composicién quimica del
AE de geranio de Kenia, obtenido por destilacién, encontrando como
componentes mayoritarios citronelol (ca. 36%), geraniol (ca. 14%) y formiato
de citronelilo (ca. 10%); un problema practico que se presentd fue la
ausencia de floracion en las plantas, posiblemente, debido a la altitud a la

que fueron cultivadas (1650-1900 m.s.n.m).

Rodolfo Juliani y colaboradores [41] en 2006, evaluaron la calidad del aceite
de Pelargonium sp. de diferentes paises del Sur y Este de Africa, basada en
la determinacion de propiedades organolépticas, fisicoquimicas y quimicas.
Los resultados claramente demostraron que la seleccion de un quimiotipo
especifico de Pelargonium con caracteristicas organolépticas y quimicas
aceptables, es uno de los factores clave para la obtencion de un AE de alta
calidad; ademas, factores ambientales (bidticos y abidticos) pueden alterar la
composiciéon y el rendimiento del AE. Factores biéticos como la presencia de
maleza, pueden afectar la produccién de biomasa, asi como también la
composicion del aceite y su rendimiento. Ademas las actividades
post-cosecha, el método de destilacion y la co-destilacién de la biomasa con

maleza, afectan también la calidad del aceite.

37



Este estudio demuestra la importancia de establecer programas de control
de calidad, para que los AEs cumplan con las normas internacionales,
requisito previo para el establecimiento y posicionamiento de un AE en el

mercado.

Peterson, Machmudah y otros [42] en 2006, obtuvieron por CO,-SFE
extractos de geranio. Se encontré, que a presiones bajas (10 MPa) y
temperaturas relativamente altas (70 °C), se extrae una apreciable cantidad
de ceras, pero a presiones mas altas (30 MPa) y temperaturas mas bajas
(40 °C), su cantidad disminuye; bajo estas condiciones, se alcanzd un
rendimiento maximo de extraccion del 2,53%. Las muestras fueron
analizadas por GC-MS, encontrando que las cantidades relativas (%) de
hidrocarburos terpénicos, terpenoles, geraniol y ésteres de geranilo
dependen significativamente de la presion y el tiempo de extraccion. Las
muestras obtenidas por CO,—SFE se compararon con un aceite comercial,
obtenido por arrastre con vapor; los componentes mayoritarios del aceite
comercial de geranio fueron los mismos presentes en el extracto obtenido por

SFE, sin embargo, en cantidades relativas (%) diferentes.

Paula Gomes y otros [43] en 2006, disefiaron un equipo de SFE (utilizando
CO, como solvente de extraccion), con el fin de obtener extractos naturales
de geranio cultivado en Portugal. En esta investigacion estudiaron el efecto
de los parametros de operaciéon del equipo sobre el rendimiento y la
composicion de los extractos, a saber: tiempo de extraccidon, presion,
temperatura, tratamiento previo del material vegetal y modo de operacion
(estatico/dinamico). Se encontraron las mejores condiciones de extraccion,
a saber: tiempo de extraccion 15-30 min, temperatura 40 °C, presion

9-10 MPa, material vegetal picado y operacion del equipo en modo dinamico.

El extracto obtenido por SFE present6 calidad organoléptica superior a los

obtenidos con solventes organicos y AEs aislados por HD, con un caracter
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floral/frutal y un color amarillo palido, adecuado para el uso en perfumeria. El

rendimiento de la extraccion vario entre 0,019y 0,22% [43].

1.3 PROPIEDADES BIOLOGICAS

En el estudio realizado por Chandravadana y Nidry [44] en 1994, se reportd
que la actividad antifungica del AE de geranio contra el Colletotrichum
gloesporoides se debia al citronelol y al geraniol presentes en el AE, en
cambio, el linalool no mostré actividad antifungica. En 2003, Frank Greenway
y colaboradores [45], observaron que la aplicaciéon topica del aceite de
geranio obtenido por arrastre con vapor ayuda a aliviar los dolores de la

neuralgia.

En un estudio realizado en 2005, por Sun y colaboradores [46], se evalud el
efecto antioxidante del aceite obtenido por destilacién, de brotes, tallos y
hojas de P. graveolens, utilizando el método de atrapamiento del radical
DPPH’ (1,1-difenil-2-picril hidracilo); se observé, que el aceite obtenido de las
hojas recolectadas al medio dia presenté efecto antioxidante muy fuerte, asi

como el hidrolato de la destilacion.

Abo y sus colaboradores [4] en 2005, utilizaron AEs, entre ellos, el de
geranio, en la formulacién de biocidas, debido a que estos aceites
presentaron  actividad bactericida  pronunciada contra  algunos
microorganismos patdgenos de las plantas; por la efectividad observada,
estos biocidas naturales podrian reemplazar pesticidas sintéticas usados

contra diferentes patégenos de las plantas.
En 1997, Lis-Balchin y sus colaboradores [47] encontraron que el AE de

geranio obtenido por arrastre con vapor presenta propiedades

antiespasmoliticas.
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En general, el AE de geranio exhibe potencial como agente antiinflamatorio,

antimicrobiano, antifungico, antioxidante, antibacterial e insecticida [48-52].

1.4 USOS

El AE de geranio se usa ampliamente como nota aromatica de “corazén” en
perfumes, debido a su caracter exotico y floral, similar al de la esencia de
rosas; asi como en fragancias, en cosmeética (cremas y jabones), en
aromaterapia y para la extraccion de rodinol comercial (mezcla de linalool,
citronelol y geraniol) [23]. También, se utiliza como agente saborizante en

comidas y bebidas alcohdlicas [50, 53].

En medicina popular, el zumo de las hojas de geranio se emplea como
hemostatico local y la decoccion de las hojas, contra disenterias,
diarreas, para tratamiento de heridas, reduccion de la fiebre, hemorroides y

gonorrea [54, 55].

Entre los diferentes AEs, el de geranio, se conoce como “Aceite de las
mujeres”, porque es benéfico durante la menstruacion y la menopausia.
También ayuda a combatir enfermedades de la piel, como eczemas y pie de

atleta, aliviar el dolor y enfermedades de las vias respiratorias [51].

En el caso particular, el AE de geranio (Pelargonium graveolens) tiene
grandes ventajas econdmicas debido a su alto contenido en citronelol y
geraniol usados ampliamente en la perfumeria e industria cosmética. La
demanda internacional actual del AE de geranio esta alrededor de 600
toneladas anuales, mercado representado por India, China, Marruecos,

Egipto, isla Reunién y Sudafrica [12].
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1.5 GENERALIDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES.

1.5.1 Definicién. El AE es una mezcla de componentes volatiles, producto
del metabolismo secundario de las plantas [2]. La biosintesis de estos
metabolitos secundarios suele hallarse restringida a fases especificas del
desarrollo, tanto del organismo como de las células especializadas, y a
periodos de estrés, por ejemplo, por la deficiencia de nutrientes, factores

ambientales, o el ataque de microorganismos, entre otros [56, 57].

Se le llama “aceite” por su apariencia fisica y consistencia, que es bastante
parecida a la de los aceites grasos, pero los AEs se distinguen de ellos,
porque al dejar caer unas gotas sobre el papel, éstas se volatilizan faciimente

sin dejar ninguna huella, ni mancha grasosa [2].

1.5.2 Composicion quimica. Como parte del intrincado metabolismo de las
plantas, las esencias abarcan una gama muy variada de constituyentes [58],
que pueden ser agrupados basicamente en dos fracciones, una fraccion
volatil que constituye aproximadamente del 90-95 % del total del aceite y
contiene hidrocarburos monoterpénicos, sesquiterpénicos y sus derivados
oxigenados (aldehidos alifaticos, alcoholes y ésteres), que son los que
transmiten a los AEs el aroma que los caracteriza; y una fraccion no volatil
que constituye del 5-10% del aceite y contiene hidrocarburos lineales, acidos
grasos, esteroles, carotenoides, ceras, flavonoides [6], y, cada vez mas, a
medida que se avanza en el conocimiento de su composicion se conocen
una heterogénea y variada cantidad de compuestos heterociclicos [3, 56, 59,
60].

Una planta puede generar una gran variedad de mezclas de sustancias
aromaticas, dependiendo de diversos factores, algunos intrinsecos de la
especie vegetal, y otros dependientes del medio ambiente o de los procesos

extractivos empleados, que en definitiva son los que le dan la unicidad a la
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composicién quimica [3]. Por tanto, siendo los AEs parte del metabolismo de
una planta, su composicion quimica esta constantemente en cambio,
modificandose las proporciones de sus constituyentes o transformandose
unos constituyentes en otros, segun la parte de la planta empleada (hojas,
tallos, raices, flores y frutos), el momento de su desarrollo o el momento del
dia [3, 56, 59].

El valor comercial y el uso del AE dependen basicamente de su composicién
quimica [2], la cual esta condicionada por diversos factores, tales como la
edad de la planta y su estado fenoldgico, las condiciones geobotanicas (tipo
de suelo, clima, altitud, latitud, intensidad luminica, pluviosidad) y agricolas
de su cultivo (abonos, fertilizantes y pesticidas), la época de recolecciéon y
parte de la planta (raiz, tallos, hojas, semillas), el método de extraccion (e.g.
hidrodestilacién, arrastre con vapor, etc.), su duracién y la temperatura
empleada, el estado y procedencia de la planta (material fresco, seco,
fermentado, tipo de tratamiento postcosecha) [3, 61, 69]. Mas aun, debe
tenerse en cuenta que dada su normalmente compleja composicion,
presentan una significativa probabilidad de sufrir modificaciones, ya sea por
reacciones entre sus propios constituyentes, o, entre éstos y el medio (e.g. la
luz, la temperatura, presencia de enzimas, los componentes del material en

el cual se almacenan, etc.) [3].

Actualmente se han analizado mas de tres mil AEs de un gran numero de
especies botanicas [2]. Mas de doscientos aceites tienen un valor comercial
y se utilizan ampliamente en diferentes ramas de la industria (alimentos,
jabones, ambientadores, perfumes, cosméticos, licores, insecticidas,
farmacos, efc.) [2, 6]. Es evidente que un AE esta en permanente cambio, no
solamente mientras forma parte del metabolismo de la planta, sino también
después de extraido, lo cual permite la obtencion de distintos productos
aromaticos [3], y con grandes diferencias en cuanto a sus caracteristicas

fisico-quimicas y organolépticas.

42



1.5.3 Metabolitos secundarios. Consisten en una amplia y variada
seleccion de compuestos organicos producidos por las plantas, los cuales
aparentemente no tienen una funcién directa en el crecimiento y desarrollo
de éstas, pues no se ha encontrado una relacion entre los metabolitos
secundarios y los diferentes procesos de fotosintesis, transporte de solutos,
respiracion, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes, y Ila
diferenciacion de carbohidratos, lipidos y proteinas [3, 60]. Sin embargo, los
metabolitos secundarios han demostrado tener un papel vital en las
relaciones ecoldgicas de las plantas, tales como: servir de atrayentes para
polinizadores y animales dispersores de semillas, asi como mecanismos de
defensa (aleloquimicos) contra herbivoros, microbios patdgenos, por sus
actividades antifungica y antibacterial, y la relacion con otros vegetales

(alelopatia), proveer proteccién contra radiacion UV [62, 63].

Esta defensa, sin lugar a dudas, ha hecho parte de cambios evolutivos en las
rutas metabdlicas, creando compuestos que no fueran excesivamente téxicas
para éstas y que no implicaran un costo energético lo suficientemente
elevado para su desarrollo, permitiendo asi que las plantas con estas
caracteristicas y mediante mecanismos de seleccién natural continuaran
existiendo. Desde el punto de vista fisioldgico, y gracias a su alta volatilidad,
los AEs pueden actuar como reguladores del potencial hidrico evitando la
deshidratacion. Esta funcidén podria explicar lo diverso de su localizaciéon y su

posible variacion durante un ciclo fenoldgico [3, 60, 64].

Los metabolitos secundarios, a diferencia de los primarios, tienen una
restringida distribuciéon y no se encuentran en todo el reino vegetal, sino en
un género, o en grupo de especies determinado, y en ocasiones en una

especie en particular, manifestando la individualidad de la misma [60,62].
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La biosintesis y la acumulacion de aceite esencial ocurren, por norma

general, en células epidérmicas modificadas, aunque dependiendo de la

familia o género, también pueden acumularse en otras estructuras como

tallos, raices, flores y frutos.

Los metabolitos secundarios pueden clasificarse segun su estructura quimica

en tres grupos, a saber: (1) terpenos o terpenoides; (2) fenoles y sus

derivados, y (3) alcaloides [56, 57, 60, 64]. La relacion entre los metabolitos

primarios y secundarios se ilustra en la Figura 2.
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Figura 2. Principales rutas en la biosintesis de metabolitos secundarios de

plantas y su relacion con el metabolismo primario [60].
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Los terpenos o terpenoides constituyen una clase amplia de compuestos,
que generalmente son insolubles en agua y pueden ser sintetizados por
intermediarios de la acetil-CoA, o, glicoliticos, bajo dos rutas metabdlicas
ampliamente estudiadas, i.e. la ruta del acido mevalénico y/o la ruta del
metileritiol fosfato (MEP, por sus siglas en Inglés, methylerythritol phospate)
[57,60]. Con base en el numero de atomos de carbono, los terpenos se
pueden clasificar en monoterpenos, C1o, sesquiterpenos, C1s, diterpenos, Cy
[56, 64], estos ultimos presentan un peso molecular mas alto y menor
volatilidad, en comparacion con los monoterpenos y sesquiterpenos. Sus
caracteristicas moleculares y estructurales dificultan la extraccion de los
mismos. Por este motivo, los diterpenos no suelen considerarse
componentes del aceite volatil, porque no todos los diterpenos se logran

extraer, y los extraidos no lo son al 100% [2, 60,64].

Los compuestos fendlicos y sus derivados desempefian un papel importante
en la proteccion de la planta, e.g. los flavonoides pueden actuar como
antioxidantes. Por la ruta del acido shiquimico son sintetizados aminoacidos
aromaticos y ciertos polifenoles. Los aminoacidos son precursores de los
alcaloides y antibioticos naturales, los flavonoides son formados por sintesis

mixta de la ruta del acido shiquimico y del acetato-malonato [56].

1.5.4 Localizacion de los AEs en la planta. Los AEs se pueden encontrar
en diferentes partes de la planta, por ejemplo, en las hojas, en las raices, en
las flores, en la cascara del fruto, en los frutos [2, 65]. En ocasiones las
diferentes partes de la misma planta suministran esencias distintas en su
composiciéon como, por ejemplo, los aceites extraidos de la raiz, el tallo y las
hojas del hinojo. La cantidad y composicion del aceite varia de una especie a

otra, y dentro de los mismos géneros de la planta.

45



1.5.5 Tratamiento postcosecha del material vegetal. Las plantas
aromaticas pueden ser comercializadas frescas, enteras o cortadas; pero en
la mayoria de los casos se las somete a un proceso de secado, dado que
esta operacion representa una de las mejores alternativas de estabilizacion y

conservacion del material vegetal [3, 66, 67].

El material cosechado con destino a la extraccion de AEs, puede sufrir
distinto tratamiento segun la especie y el método de extraccion utilizado.
Cuando se cosecha material herbaceo o fresco, en general, se recomienda
un proceso de oreado o deshidratado parcial, debido a que el proceso de
secado permite reducir el volumen y el peso del material vegetal; lo que
facilita su almacenamiento, transporte y manipulacion durante la extraccion, y

por tanto permite reducir fletes, costos de embalaje y almacenamiento [3, 65].

El proceso de secado tiene por objeto eliminar la humedad, y con ello, la
posibilidad de que las enzimas actuen y se produzcan las oxidaciones u otros
procesos destructivos. De ahi la importancia de un secado rapido [3], que
también permite estabilizar el olor, color, textura, sabor, y/o la composicion
quimica. Ha de notarse que uno de los procesos mas criticos es el
amarronamiento de las partes verdes, provocado por la destruccion de la
clorofila y numerosas reacciones de oxidacion generadas por las fenol-
oxidasas presentes en las plantas. En algunas especies se observa una
pérdida de AE durante el secado, si éste es muy intenso o se lleva a cabo en
malas condiciones; esta pérdida es causada por evaporacién, oxidacion y

resinificacion, etc. [3].

Los principales métodos de secado son [3]:

— Secado a campo: el material cortado se deja en el lugar de cultivo por un
tiempo, permitiendo que gran parte del agua contenida en sus tejidos se

evapore.
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Secado al aire libre: el material se deja expuesto a la radiacion solar
durante un tiempo determinado, siendo éste un proceso econdémico pero
poco adecuado debido al deterioro que puede sufrir el material vegetal

debido a la irradiacion solar.

Secado a la sombra: se realiza a temperatura ambiente pero bajo
sombra o en lugares cubiertos, el cual es un sistema que actua por
conveccion del aire, lo ideal en este proceso es aprovechar las corrientes
naturales del viento en la regién. Este es un proceso mas lento que el
anterior, pero el resultado generalmente es superior, por no tener la
influencia de la descomposicion de los productos debido a temperaturas

no controladas o exceso de luminosidad.

No obstante, el principal inconveniente del secado natural y a la sombra
es la imposibilidad de controlar las condiciones climaticas; es asi, si el
momento de la cosecha ocurre en dias de alta humedad, lluvia, baja
temperatura, efc., no se obtendra un buen secado y, por ende, se tendra

una conservacion deficiente del material vegetal [3, 68, 69].

Otros sistemas de secado mas tecnificados son secado con aire caliente,

por liofilizacion, con microondas, con luz infrarroja, entre otros [3].

1.6 METODOS DE OBTENCION DE AEs Y EXTRACTOS A ESCALA DE
LABORATORIO

El objetivo principal de la obtenciéon de AEs y extractos a escala de

laboratorio, es lograr que las esencias representen en alto grado la

composicion original de los metabolitos secundarios volatiles presentes en la

planta. Los siguientes métodos se utilizan en el laboratorio y se acercan mas

a la mezcla de metabolitos secundarios en la planta:
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1.6.1 Destilacion-extraccion con solvente simultanea. Este sistema
combinado de destilacion — extraccién con solvente simultanea (SDE), fue
descrito por primera vez en 1964 por Likens y Nickerson [70], y permite
operar con solventes tanto de mayor, como de menor densidad que el agua;
siendo el de mayor densidad, por ejemplo, el diclorometano, el mas aplicado

para la obtencion de los extractos [71].

Godefroot y colaboradores [71], reportaron un método de analisis cuantitativo
basado en el sistema modificado de SDE a microescala. El equipo, que se
utiliza en la aplicacion de esta técnica, esta disenado de tal manera que
todas las sustancias volatiles se colectan en solo 2 mL de solvente organico,
diclorometano, al cual previamente se le adiciona un patrén interno adecuado
[71, 72].

La mayor ventaja de este método consiste en que el extracto no requiere una
concentracion adicional, por evaporacién del solvente. Simplemente, se
recoge una pequeia fraccidén y se inyecta al cromatografo, donde se logra
hacer una medicion cuantitativa de las sustancias presentes, incluyendo
aquellas, que se encuentran en muy baja concentracion. Debido al uso de
pequefas cantidades de solvente en esta técnica de extraccion, se logra
minimizar la contaminacion y reducir los costos [71]. Este método es
ampliamente utilizado en la extracciéon de metabolitos secundarios volatiles
de plantas [73-75] y compuestos aromaticos presentes en diferentes
matrices [76, 77].

1.6.2 Hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas. La
extraccion asistida por la radicacién de microondas (MWHD) se llevo a cabo
por primera vez en 1986 por Ganzler y sus colaboradores [78], como una
novedosa técnica de preparacion de muestras para analisis cromatografico.

Durante la aplicacién de esta técnica se llegaron a tener en cuenta los
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factores de gran importancia para la eficiencia de la extraccion, i.e. el tipo de

solvente y el tiempo de extraccién [79-82].

La extraccion asistida por la radiacién de microondas, técnica patentada por
J. Paré [83, 84], emplea solventes organicos transparentes a la radiacion, en
los cuales el material vegetal se sumerge al agua y se somete a la accién
muy corta de la radiacion. Debido al aumento de la temperatura, el agua
presente en el material vegetal, rompe las estructuras celulares internas que
contienen la esencia, la cual, al ser liberada, se disuelve en el solvente

usado, generalmente agua. [83-87].

Este método de extraccidn, presenta muchas ventajas con respecto a las
técnicas tradicionales de destilacion, debido a que es un método rapido y
economico, utiliza cantidades pequenas de material vegetal (ca. 200g) y los
aceites obtenidos se aislan libres de los productos de descomposicion

térmica y de contaminantes [72,86-90].

1.6.3 Extraccion con fluido supercritico. Un fluido supercritico (SF) es la
sustancia en el estado fisicoquimico que se encuentra por encima de su
temperatura y presion critica, siendo imposible de licuarla bajo estas
condiciones. El SF se expande como un gas hasta llenar el recipiente, pero al
igual que un liquido, puede actuar como disolvente de solidos y liquidos con
muy alto poder de solubilizacién. En el punto critico triple, la densidad de un
gas y de un liquido son idénticas y mediante un cuidadoso control de la
temperatura y la presidn se pueden alterar las propiedades disolventes de un
SF, haciéndolo mas selectivo para un componente en particular en una

mezcla de sustancias [81, 91, 92].

En la industria alimenticia, se utiliza como SF el CO, para eliminar las
sustancias responsables de olores desagradables, e.g. en los aceites de

pescado y vegetales. EI SF como medio acarreador ha demostrado ser
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eficiente para la extraccion de sustancias que son inestables a altas
temperaturas, por ejemplo, moléculas biolégicas como los antibioticos, las

hormonas y los esteroides [91-94].

Una de las principales desventajas del SF en la obtencion de esencias
naturales, es la extraccion de sustancias no deseadas, e.g. acidos grasos,
carotenoides y ceras, entre otras, lo cual se puede evitar realizando las
extracciones en condiciones que permitan alterar la selectividad del gas, por
ejemplo a 24-30 MPa y 40-60°C (dependiendo del fluido), sin que exista la
posibilidad de separar impurezas por precipitacién fraccionada, o agregando
al SF algunas sustancias quimicas (modificadores), que también puedan
cambiar la solubilidad de ciertas sustancias en éste [92, 95]. La extraccion
con SF a nivel comercial encuentra aplicacion en los procesos de
descafeinacion, produccion de extractos de lupulo solubles y ciertos
productos del petréleo [96]. Mas especificas son las aplicaciones de SF en la
obtencién de extractos vegetales [97], e.g. de manzanilla [98, 99], lavanda
[100], guayaba [101], hinojo [102], ruda [103]. Aunque varios gases pueden
ser usados para SFE, el CO, es el mas conveniente, debido a sus
propiedades fisicas y quimicas, a saber: no es explosivo, ni inflamable,
quimicamente inerte, econémico, de facil manejo, su temperatura y presion
criticas no son altas (31,1°C, 6,4 MPa), ademas de las caracteristicas
expuestas anteriormente, CO, puede ser reciclado durante el proceso de
extraccién [92, 95, 98, 100, 104, 105].

1.7 ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS AEs

Para un AE resulta necesario conocer su composicion detallada. Esta
informacion, sumada a los analisis fisicoquimico y organoléptico del aceite,
es imprescindible para establecer su calidad. Por ello, es importante estudiar
las variables que afectan la composicion del AE, tales como forma de cultivo,
condiciones geobotanicas, métodos de extraccion, época de recoleccion,
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parte de la planta, métodos de almacenamiento, manejo del material vegetal,
edad, actividad bioldgica, entre otras. El establecimiento de la composicion y
los parametros de calidad, se realizan por diferentes métodos de separacion,

identificacién y cuantificacion [3, 11], entre los cuales se encuentran:

e Meétodos quimicos de separacion;

e Destilacion fraccionada;

e Cromatografia de capa fina;

e Cromatografia preparativa;

e Cromatografia en columna;

e Cromatografia liquida de alta eficiencia (obtencién de fracciones);

e Cromatografia de gases (separacion de la mezcla, cuantificacion de los
constituyentes).

En la actualidad, los métodos modernos de analisis de AEs estan
fundamentados basicamente en la cromatografia de gases capilar usando
detectores convencionales, principalmente, de ionizacion en llama (FID) y
selectivo de masas (MSD) [106].

1.7.1 Cromatografia de gases. La aparicion en los afios ochenta de las
columnas capilares de alta eficiencia de vidrio, y luego, de silice fundida con
fases estacionarias entrecruzadas e inmovilizadas abrié una nueva etapa en
el analisis de los AEs, puesto que estas columnas permitian separar la
mayoria de los constituyentes de esencias, incluyendo is6meros vy
componentes presentes en trazas. La identificacion cromatografica de los
componentes del aceite se realiza a través de comparacion de los indices de
Kovats, obtenidos para dos fases estacionarias, polar y apolar, de las

sustancias patron, con los indices de Kovats experimentales [2, 107, 108].

La cromatografia es un método analitico empleado ampliamente en la

separacion y cuantificacion de los componentes quimicos de mezclas
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complejas con base en las velocidades a las cuales éstos “pasan” por la
columna, repartiéndose entre las dos fases, estacionaria y mévil [91]. Un
sistema cromatografico consta de los siguientes bloques principales:
suministro de gases y controladores de flujo, inyector, horno, columna,

detector y sistema de datos (Figura 3).

El proceso cromatografico se realiza de la siguiente manera: la muestra en
fase vapor o disuelta en un solvente se introduce al inyector (200 - 300 °C),
por medio de una valvula o jeringa. Los componentes de la muestra se
transforman inmediatamente a vapor y entran a la columna guiados por el
flujo de gas de arrastre a través de un liner del inyector. Cada componente
de la muestra interactua con la fase estacionaria (f.e.) de la columna de
manera diferente y viaja a lo largo de ella con una velocidad que depende del
grado de su interaccion con la f.e., de la velocidad del gas de arrastre y de la

temperatura del horno.

Camara de
ionizacion

Sistema de
inyeccioén Interfase

, Analizador
Horno

Detector
Controladores de

flirio 0 Presidn

Columna : SR S— .

Lo Ca

ESPECTROMETRO
DE MASAS

CROMATOGRAFO DE

Gas portador GASES Sistema de datos

Figura 3. Bloques principales de un cromatoégrafo de gases acoplado a un

espectrometro de masas.
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Cada vez que un componente eluye de la columna, el detector genera una
senal eléctrica la cual se amplifica y se registra en funcién del tiempo
transcurrido, desde la inyeccion de la muestra hasta su deteccion, para dar

origen al respectivo registro grafico (cromatograma) [91, 109].

1.7.2 Cromatografia de gases — espectrometria de masas. Este es uno
de los métodos mas eficaces para el estudio de la composicion de los AEs.
Es una técnica adecuada para la identificacion debido a que los
componentes del aceite son compuestos volatiles y de bajo peso molecular
[73, 110-112]. La esencia se inyecta directamente al cromatdgrafo sin ningun
tratamiento previo, lo cual elimina posibles modificaciones en su composicion
o en la estructura de sus constituyentes. En el cromatografo, los
componentes de la esencia se separan, entran al espectrometro de masas,
que permite registrar el espectro de cada una de las sustancias separadas.
Los constituyentes del aceite se identifican con base en patrones de

fragmentacion, que se observan en sus espectros de masas [2, 91, 113].

La GC-MS permite realizar en una sola operacién, para muestras del orden
de 1 pL, un analisis cualitativo junto con una indicacion de las proporciones
en las que se encuentran los componentes. Cuando se disponen de
sustancias patron, la calibracion del equipo permite un analisis cuantitativo

exacto de la muestra [91, 114, 115].

La cromatografia multidimensional se ha convertido en una nueva, pero
infortunadamente aun costosa, posibilidad para el analisis de los AEs [38]; en
columnas cromatograficas con fases estacionarias quirales se pueden

distinguir de isbmeros opticos [32, 34].

1.7.3 Control de calidad de aceites esenciales. El control de calidad de un
AE tiene por objeto garantizar que éste posee unas caracteristicas fisico-

quimicas y de olor determinadas, que se mantengan de un lote de
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produccion a otro. A través del analisis se puede evaluar el cumplimiento de
normas de calidad, detectar adulteraciones, diferenciar las calidades,

normalizarlas, y confirmar la autenticidad del producto natural.

Las caracteristicas estudiadas deben ser suficientemente descriptivas del
producto para que permitan detectar aquellas desviaciones que se
consideren suficientes para rechazar el lote. Por ello, se utilizan diferentes
parametros analiticos y los valores obtenidos para la muestra se comparan
con los establecidos en la correspondiente norma, que habra sido dictada por
algun organismo de normalizacién o, en su defecto, por el propio interesado.
Los principales parametros utilizados son: caracteristicas organolépticas,
determinaciones fisicas, indices quimicos, caracteristicas cromatograficas y
espectroscopicas y otras determinaciones como residuos de pesticidas y

presencia de metales pesados [3].
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2. ANALISIS DE MERCADO

2.1 MERCADO MUNDIAL DE AEs

De acuerdo con la FAO, la produccién mundial de AEs se estim6 en 28,2
millones de toneladas en 2003, representando cerca de US$ 1.300 millones
anuales. En este mismo afo los paises pertenecientes a la UE exportaron
un total de € 373 millones en AEs [10], siendo EE.UU. el principal pais
exportador de AEs, seguido de Francia, Reino Unido, Brasil, China y
Argentina (Ver Figura 4) [116].
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Figura 4. Principales paises proveedores de aceites esenciales en 2002
[116].

Existe actualmente un gran potencial para la comercializacion de los AEs no
citricos, que resultan atractivos por su relacién precio-volumen. Dentro de las
especies mas importantes en cuanto a su volumen y valor comercializado —

se producen mas de 10 millones de US$/afio de cada una —, figuran aceites
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de mentas, limén, rosa, jazmin, especies con citral, sandalos, vetiver,

patchouli, geranio, cedros, lavandinas, citronela y citricos [1, 7].

Sélo la industria perfumistica mundial manejé en el afio 2003 ventas por US$
3.000 millones, 2003 [7]. En Europa, en 1994, esta industria representé US$
1.630 millones y 108.000 toneladas de AEs producidos. Francia es lider en
esta regién, con US$ 334 millones, seguido de Alemania, con US$ 312
millones, y el Reino Unido con US$ 274 millones. Estos tres paises manejan

el 57% del mercado europeo [1].

El flujo de importaciones mundiales de AEs en el periodo de 1998 a 2002 se
ha mantenido estable. Los principales cinco paises importadores de AEs

concentran el 62% de las importaciones mundiales (Ver Figura 5).

OAlemania B Suiza OMeéxico OChina B Espafia O Paises Bajos
OCanada OJapén OReino Unido OFrancia OResto mundo OEE.UU.

Figura 5. Participacion porcentual de los principales paises importadores de

aceites esenciales en el afio 2002 [116].
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El principal pais importador a nivel mundial son los EE.UU., que ostenta el
mismo liderazgo en las exportaciones del sector, concentrando en el afo
2002 el 23% de las importaciones mundiales de AEs, seguido de Francia y

Reino Unido, que, a su vez, son grandes exportadores de AEs [116].

Cabe resaltar, que la tendencia de las importaciones en la EU cambié y cada
vez se importa menos de paises desarrollados, lo que genera una mayor
oportunidad a otros paises de entrar a competir en el mercado. Esto se
observa al revisar las importaciones provenientes de los EE.UU.: durante el
periodo de 1998 a 2002, ya que se encontré una taza anual decreciente del
6%. En cambio, paises como Argentina y Brasil ganaron participacion en el
mercado y sus importaciones de esos origenes crecieron a tasas de 10y 5%,

respectivamente.

La EU demanda amplia gama de AEs; sin embargo, esta demanda no es
uniforme, ya que paises como Francia, Reino Unido y Alemania invierten
mas recursos para adquirir AEs en comparacion con los demas paises. Una
posible explicacibn es que las principales industrias de perfumeria,
cosméticos y fabricacién de insecticidas, entre otras, estan concentradas en
estos paises, siendo estas industrias las que registran una mayor demanda
de AEs [7, 116, 117].

2.2 MERCADO MUNDIAL DE AE DE GERANIO

El AE de geranio es uno de los de mayor venta en el mundo. Tomando en
cuenta todas las marcas y origenes, la producciéon mundial de AE de geranio
es de ca. 400 toneladas/ano, con un valor que varia entre los 20 — 30
millones de US$ [117].

El AE producido en la isla Reunion es de calidad superior y es, por

consiguiente, el mas costoso y mas usado en la fabricacion de perfumes
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Toneladas/ARio

finos [43], pero su produccién anual es baja; el segundo aceite en cuanto a
calidad se produce en los paises del Norte de Africa, Marruecos, Argelia y
Egipto [1].

China es el mayor productor de aceite de geranio, representando el 61% del
suministro [118], pero la calidad de aceite es inferior al producido en la isla
Reunion. La produccion de los paises de Europa Oriental, incluyendo Rusia,
es totalmente absorbida por el mercado interno. En la Figura 6, se muestra
la produccién anual de los principales paises cultivadores de AE de geranio
[117].
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Figura 6. Produccion anual de paises cultivadores de aceite de geranio
[117].

Los principales importadores de aceite de geranio son Francia y EE.UU.,
seguidos por la EU y Japdn, comercializando un total de 200 toneladas/afno
(Ver Figura 7) [117].
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Figura 7. Principales paises importadores de AE de geranio en el afio 2002
[117].

2.3 MERCADO NACIONAL DE AEs

Si bien las exportaciones colombianas de AEs son poco significativas dentro
de la totalidad de las exportaciones nacionales, un analisis de las
importaciones de AEs del pais, muestra que durante el periodo de 1997 a
2001 se alcanz6 un monto en las mismas por un valor aproximado de US$
500 millones, que incluyen AEs, mezclas odoriferas, oleorresinas y
resinoides (Ver Figura 8), de los cuales US$ 54 millones corresponden a
AEs, mientras que en el periodo 2002-2004 se registraron importaciones en
AEs por un valor de US$ 824 millones observandose una tendencia
significativa al aumento, por lo cual se evidencia que Colombia es un pais
netamente importador de AEs, entre los cuales se encuentran mentas,
naranja, limén, eucalipto, lavanda, anis, bergamota, vetiver, jazmin y geranio
(ver Figura 9) [1].
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resinoides realizadas en Colombia (1997-2001) [1].
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Figura 9. Importaciones de AEs con mayor demanda en Colombia durante

el periodo de 2002 a 2004 (valor en US$ millones) [9].
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2.4 MERCADO NACIONAL DE AE DE GERANIO

Particularmente, las importaciones nacionales de este aceite provienen de
los EE.UU., bajo la subpartida arancelaria 330121, evidenciandose una leve
tendencia al aumento durante el periodo 2002-2004 (ver Figura 10). Las
principales industrias que demandan este AE son de alimentos y bebidas,

industrias cosméticas, y de perfumes [9].

Por otra parte, en el periodo de 1998-2004 las re-exportaciones en AE de
geranio fueron nulas, observandose un leve aumento durante el periodo
2005-2006 por un valor de US$ 2048 [9].
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Figura 10. Importaciones nacionales de AE de geranio durante los afos
2002-2004 [9].
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2.5 PRECIOS EN EL MERCADO DE AE DE GERANIO.

El AE de geranio de calidad superior, proveniente de la isla Reunion, se
cotizé en el afio 2002 a unos 90 US$/kg, el de origen Egipcio a 65 US$/kg, el
de la China a 50-55 US$/kg [119, 120]. Los precios varian de acuerdo con los
niveles de produccion en China, la demanda y las ventas en el mercado
internacional. La baja produccion de AE en la isla Reunion y Egipto,
combinada con el creciente consumo interno de China hacen ventajoso
entrar al mercado internacional como productor de aceite de geranio [7,
117,120].

Del analisis de mercado, se puede concluir, que hay una demanda constante
de AEs a nivel mundial, particularmente, del AE de geranio. Esto como
consecuencia del cambio de patrones en el consumo debido a la tendencia
por adquirir productos de origen natural [119]. Ademas, resulta viable
incursionar en este mercado debido a que los paises productores absorben
la totalidad de su produccion, favoreciendo que nuevos paises puedan entrar

a satisfacer la creciente demanda.
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3. CIENCIOMETRIA

La permanente necesidad de conocer los ultimos avances de la ciencia y las
tendencias tecnolégicas requieren de la aplicacion de herramientas
modernas y técnicas especiales para la generacion de conocimiento, una de
estas herramientas es la cienciometria que presenta un interesante campo

de accion para la gestion del conocimiento [121, 122].

La cienciometria es el estudio de los aspectos cuantitativos de la actividad
cientifica y técnica, principalmente mediante el analisis de documentos como
articulos y patentes, entre otros [122, 123]. Existen cerca de 30 indicadores
gue miden cada una de las diversas facetas de la investigacion y publicacion

cientifica, entre ellos:

¢ Indicadores de actividad.
v" Numero y distribuciéon de publicaciones (articulos, libros,
patentes) a escala internacional.
v' Publicaciones producidas por centros de investigacion por
paises.

v" Productividad de los autores.

¢ Indicadores de impacto.
v" Numero de citas recibidas.

v" Medicion del factor de impacto de trabajos de investigacion.
e Indicadores relacionales.

v" Co-citaciones.

v Co-ocurrencia.
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La especie Pelargonium graveolens ha sido objeto de diversos estudios
debido a multiples usos de su AE en la industria y gracias a sus propiedades
medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades; los resultados de
estos estudios se reportan en articulos de revistas cientificas reconocidas

internacionalmente.

Con el fin de revisar las principales areas de estudio sobre geranio en los
ultimos afos, durante el desarrollo del Proyecto se consultaron las siguientes
bases de datos: Web of Science (ISI Web of Knowledge, Thomson) [124] y
Elservier (Scopus) [125]; a continuacion, se muestran los resultados de la

revision realizada en febrero de 2007.

3.1 BASE DE DATOS Elservier (SCOPUS). En varias revistas cientificas
aparecen publicaciones relacionadas con investigaciones sobre P.
graveolens, el AE y sus potencialidades; en la Figura 11, se muestra el
numero de publicaciones en revistas cientificas en el periodo de 1972 a
2006. O Journal of Essential Oil Research

O Journal of Agricultural and Food Chemistry

3 O International Journal of Aromatherapy

o

Journal of Applied Microbiology

Journal of Horticultural Science and Biotechnology

o

Physiologia Plantarum

o

Flavour and Fragrance Journal

O Phytochemistry
O Plant Science

O Svensk Botanisk Tidskrift

Figura 11. Relacion entre las revistas cientificas y el numero de
publicaciones sobre P. graveolens en el periodo de 1972 a 2006 [Fuente:
Base de datos Elservier (Scopus); Consultado: 22-02-2007. Ecuacién de
busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (“Pelargonium graveolens”)].
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En la Figura 12, se muestra el numero de estudios realizados sobre
Pelargonium graveolens, entre 1972 y 2006; se observa una tendencia
general, caracterizada por el aumento de publicaciones sobre esta planta en

los ultimos afos.

N° de publicaciones
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Afo
Figura 12. Publicaciones realizadas sobre geranio durante el periodo de
1972 a 2006 [Fuente: Base de datos Elservier (Scopus); Consultado: 22-02-
2007. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (“Pelargonium

graveolens”)].

Las areas de investigacion, en la cuales se ha realizado mayor numero de
publicaciones, han sido agricultura y ciencias bioldgicas, bioquimica,
genética, biologia molecular y quimica, entre otras. En la Figura 13, aparece
la relacion entre el nUmero de publicaciones sobre geranio y las diferentes

areas de investigacion relacionadas con esta especie.
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Figura 13. Relaciéon entre publicaciones realizadas sobre geranio y los
diferentes campos de investigacion en el periodo de 1972 a 2006 [Fuente:
Base de datos Elservier (Scopus); Consultado: 22-02-2007. Ecuacién de
busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (“Pelargonium graveolens”)].

Varios autores publicaron sus resultados sobre las diversas investigaciones
realizadas acerca de esta planta, particularmente, han sido estudiados los
diversos hibridos existentes de Pelargonium; en la Tabla 5, se reportan

aquellos autores, quienes han publicado mas articulos sobre esta planta.
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Tabla 5. Autores, con mayor numero de publicaciones sobre P. graveolens
en el periodo de 1972 a 2006 [Fuente: Base de datos Elservier (Scopus);
Consultado: 22-02-2007. Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH

(“Pelargonium graveolens”)].

Autor No. de articulos

Mosandl, A.
Banerjee, S.
Mallavarapu, G.R.
Beck, T.

Wist, M.

Kalra, A.

Kumar, S.
Ravindra, N.S.
Naqvi, A.A.

Ram, M.
Parameswaran, T.N.
Shin, S.

Rexroth, A.
Reindl, J.

Rao, P.V.L.
Rana, V.S.
Ramesh, S.

Roy, S.K.
Sangwan, N.S.

_) 2 a2 a2 A A A NDNDNNOWLWLWOITOTOrLoTO,

El objetivo de una patente consiste en brindar proteccién a los adelantos
tecnolégicos. Las patentes se destinan a las invenciones en todos los
ambitos de la tecnologia. En muchos casos, las patentes proveen

informacion que no ha sido publicada en otros medios [122, 126].

Existen varias patentes sobre P. graveolens, en la Figura 14, se muestra el

numero de patentes registradas sobre esta planta en diferentes oficinas.
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@ US Patent Office

O World Intellectual Property
Organization (WIPO)

O European Patent Office

Figura 14. Numero de patentes registradas sobre P. graveolens en el
periodo de 1972 a 2006 [Fuente: Base de datos Elservier (Scopus);
Consultado: 22-02-2007. Ecuacién de busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH

(“Pelargonium graveolens”)].

3.2 BASE DE DATOS WEB of SCIENCE (ISI Web of Knowledge,

Thomson)

Los articulos publicados desde 2001 hasta 2006 en las revistas cientificas de
mayor impacto, se consultaron en esta base de datos, lo cual permitio
obtener una visién actualizada y complementaria sobre los ultimos avances y

estudios sobre geranio (Figura 15).
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Figura 15. Publicaciones sobre la especie P. graveolens en el periodo de
2001 a 2006 [Fuente: Base de datos WEB of SCIENCE (ISI Web of
Knowledge, Thomson); Consultado: 27-02-2007. Ecuaciéon de busqueda:

TS=(“Pelargonium graveolens”)].

La India es el pais, donde mas se publicd sobre geranio, seguido de Corea

del Sur, asi como se observa en la Figura 16.

EE.UU.; 2
Sur Africa; 2

Alemania; 3

~ ’ India; 12

Corea del Sur; 5

Figura 16. Relacién entre paises que reportan estudios sobre la especie P.
graveolens y numero de publicaciones en el periodo de 2001 a 2006 [Fuente:
Base de datos WEB of SCIENCE (ISI Web of Knowledge, Thomson);
Consultado: 27-02-2007. Ecuacién de busqueda: TS=(“Pelargonium

graveolens”)].
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En la Figura 17, se registra el numero de publicaciones sobre geranio, segun

las diferentes areas de investigacion, relacionadas con esta planta.

O Ciencia de plantas 2 2

O Biotecnologia y microbiologia aplicada 2 10

o Ciencia y tecnologia de alimentos 3

O Bioquimica y biologia molecular

O Quimica aplicada 3

O Agronomia

O Horticultura 7
O Quimica analitica

@ Quimica medicinal

B Quimica multidisciplinaria 5 6

Figura 17. Publicaciones realizadas sobre geranio, segun las diferentes
areas de investigacion en el periodo de 2001 a 2006 [Fuente: Base de datos
WEB of SCIENCE (ISI Web of Knowledge, Thomson); Consultado:

27-02-2007. Ecuacién de busqueda: TS=("Pelargonium graveolens”)].

Las revistas en las cuales se ha publicado mayor numero de articulos sobre

P. graveolens, se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Revistas cientificas que reportan mayor nimero de publicaciones
sobre P. graveolens en el periodo de 2001 a 2006 [Fuente: Base de datos
WEB of SCIENCE (ISI Web of Knowledge, Thomson); Consultado:
27-02-2007. Ecuacién de busqueda: TS=(“Pelargonium graveolens”)].

El analisis cienciométrico muestra la actualidad del tema de investigacion,
permite descubrir un aumento en las publicaciones sobre la especie P.
graveolens en las diferentes areas de investigacion en los ultimos afios, 2000
a 2006.

Los principales campos de estudio son agricultura y ciencias bioldgicas,
bioquimica genética y biologia molecular, debido a que se busca crear
nuevos clones de esta especie, con el fin de obtener variedades de esta
planta que tengan mayor rendimiento del AE y un aumento en la produccién
de los compuestos de interés, caracteristicos del aceite; adicionalmente, se
estudian las condiciones agricolas que favorezcan el crecimiento de esta
planta, para la obtencién de AE de alta calidad que se ajuste a las exigencias

del mercado internacional.
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Hasta la fecha, la mayoria de los estudios realizados se ha centrado en
plantas de P. graveolens cultivadas en Asia y Africa, utilizando arrastre con
vapor y SFE como técnicas de extraccion, y posterior analisis de aceites y
extractos por GC y GC-MS. Resulta interesante analizar esta especie
introducida y cultivada en Colombia, y realizar un estudio comparativo de los
cambios de la composicion quimica que ésta puede presentar, teniendo en
cuenta las siguientes variables: etapas de desarrollo vegetativo (6, 9 y 12
meses) y métodos de extraccion (MWHD, SDE y SFE), con el fin de analizar
la calidad (en términos del contenido y el tipo de componentes mayoritarios)
y el rendimiento del AE obtenido. Este estudio brindaria la informacion
necesaria para escoger las mejores condiciones de obtencion del AE de

geranio.
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4. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El analisis de componentes principales (PCA) es un método matematico para
reducir la cantidad de datos cuando esta presente la correlacién; la idea es
encontrar componentes principales que sean combinaciones lineales de las
variables originales que describen cada muestra. Los componentes
principales (PC) se eligen de manera que la primera componente principal
recoja la mayor parte de la variacion que hay en el conjunto de datos, que la
segunda recoja la siguiente mayor parte de la variacion y asi sucesivamente.
Por consiguiente, cuando haya correlacion significativa, el numero de PC

utiles sea mucho menor que el numero de variables originales [127].

Los objetivos mas importantes de todo analisis por PCA son [128]:
e Generar nuevas variables que puedan expresar la informacion
contenida en el conjunto original de datos.
e Reducir la dimensionalidad del problema que se esta estudiando,
como paso previo para futuros analisis.
e Eliminar, cuando sea posible, algunas de las variables originales si

ellas aportan poca informacion.

Aunque el PCA puede revelar grupos de objetos similares, no siempre resulta
eficiente al hacerlo. El analisis de conglomerados (“analisis cluster’) es un
método para dividir un grupo de objetos en una serie de clases de manera

que los objetos similares se encuentren en la misma clase [127, 129].

En el presente trabajo se realizé analisis de componentes principales (PCA) y
analisis cluster, con el fin de observar la posible influencia del estado de
desarrollo vegetativo, el método de extraccion y tiempo de extraccion sobre
la composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles de la especie

P. graveolens.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Esta investigacion se desarrollo en varias etapas, las cuales se muestran en

el esquema de la Figura 19.

PR ——

& SIEMBRA PROPAGACION

MANEJO FITOSANITARIO -

3 Etapas de desarrollo
vegetativo

Recoleccion de
plantasalos 6,9y
12 meses.

A OBTENCION DE LOS METABOLITOS \'/-
~-~.._ SECUNDARIOS VOLATILES __a
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Figura 19. Diagrama de flujo del desarrollo experimental.

74



5.1 OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las plantas de P. graveolens fueron cultivadas en la parcela experimental de
CENIVAM en el campus universitario de la UIS; se propagaron plantando
segmentos nodales jovenes aproximadamente de 15 cm de largo en una

mezcla de materia organica, cascajo y arcilla, con pH entre 5,8 y 7,0.

Los esquejes enraizados (edad 45 dias), del vivero se transplantaron a
campo a una distancia de 60 cm entre surcos y 60 cm entre plantas (Figura
20). Para garantizar el establecimiento y el desarrollo de la plantacion,

permanentemente se mantuvieron un riego, fertilizacion y control fitosanitario

adecuado y constante.

Figura 20. Propagacion y transplante del material vegetal.
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5.2 IDENTIFICACION BOTANICA

La identificacion taxondmica de la planta se realizé en el Herbario Nacional
Colombiano (Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota), los pliegos testigo de cada
planta quedaron almacenados de Ila siguiente manera: Pelargonium
graveolens L'Her (N° COL 517186). La identificacion fue realizada por el Dr.
J.A. Infante B.

5.3 SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL
La recoleccion del material vegetal se realizd durante tres estados de

desarrollo vegetativo: 6, 9 y 12 meses, de plantas al azar y seleccionando las

hojas frescas y sanas (Figura 21).

Figura 21. Cultivo de P. graveolens, 6 meses de desarrollo vegetativo.
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Simultaneamente, una parte de las hojas frescas recolectadas se peso y se
colocd sobre mallas (Figura 22) en la sombra, evitando la caida de agua y
asegurando la circulacion de flujo normal de aire para evitar que el material

vegetal fuera invadido por hongos.

El control del contenido de agua en las hojas se realizé pesando diariamente
las mismas, hasta que el peso del material fue constante: este proceso tomo

aproximadamente 11 dias.

Figura 22. Proceso de secado del material vegetal.

El porcentaje de agua en las plantas, se determin6 con base en la diferencia

de peso entre el material vegetal fresco y el seco.
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5.4 OBTENCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES

Las extracciones del material vegetal seleccionado se hicieron por triplicado.
La obtencion de los metabolitos secundarios de la especie P. graveolens se
realizd de hojas frescas y secas recolectadas de plantas en diferentes etapas
de desarrollo vegetativo y utilizando tres métodos de extraccion, descritos a
continuacion. Esto con el fin de analizar la influencia de la etapa de desarrollo
vegetativo de la planta y método de extraccién sobre la composicion quimica

de los metabolitos secundarios volatiles de esta planta.

5.4.1 Extraccién por hidrodestilacién asistida por radiacion de
microondas. Se emplearon hojas frescas, previamente seleccionadas y
pesadas (ca. 200 g). Todas las determinaciones masicas realizadas en el
desarrollo del estudio se llevaron a cabo en una balanza analitica METTLER
TOLEDO AG 285 (Suiza). La extraccion se realizé a diferentes tiempos, 30,
60 y 90 min con el fin de analizar la influencia del tiempo de extraccidon sobre

la calidad y el rendimiento del AE.

La metodologia desarrollada fue descrita por Stashenko y colaboradores
[115, 130, 131], utilizando un equipo de destilacién tipo Clevenger con
reservorio de destilacion Dean-Stark y adaptacién para calentamiento por
radiacion de microondas a través de un horno microondas convencional LG,
modelo MS-1242ZK, con potencia de salida de 800 W y frecuencia de
radiacion de 2,5 GHz (Figura 23). Se utilizaron 250 mL de agua destilada
para la extraccion. Finalmente, el AE se separd por decantacion, y se seco

adicionando a la mezcla Na,SO4 anhidro.

El AE aislado se peso y el rendimiento de la extraccién se determind con
base en el peso inicial del material vegetal, los valores determinados para
cada extraccion se promediaron, y la variacion en el contenido de aceite se

presentd como la desviacion estandar.
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Figura 23. Montaje para hidrodestilacion asistida por la radiacion de

microondas.

El mismo procedimiento se realiz6 para el material seco seleccionado

(ca. 60 g), utilizando 350 mL de agua destilada.

5.4.2 Destilacion-extraccion simultanea con solvente. Se utilizé un
equipo SDE a microescala para solventes de alta densidad [71], conectado a
un bafo refrigerante PHABER (Chiller 28L20K). En el baldén A (Figura 24) se
depositd el material vegetal finamente picado; al balén B se adiciono
diclorometano (3 mL) y perlas de vidrio para “homogeneizar” el proceso de
ebullicién. Antes de iniciar el proceso de extraccibn se depositaron
diclorometano (1,5 mL) y agua destilada (1,5 mL) en la parte C del equipo. El
balén A se calentdé en un bafo de aceite a 140 °C y el balén B en un bafo de
agua a 70 °C. Por el dedo frio, ubicado dentro del cuerpo de extraccion,
circulé agua a una temperatura de 5 °C.
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Después de 1 h se detuvo la destilacion, mientras que la extraccion con
solvente se dejo continuar por 20 min mas. El proceso de extraccion,
anteriormente descrito, se realizd para hojas frescas (ca. 10 g) y secas
(ca. 6 g). El extracto obtenido se concentré a 1 mL con una corriente de

nitrégeno.

Figura 24. Equipo modificado de extraccion para solventes de alta densidad

para la SDE a microescala.

5.4.3 Extraccion con fluido supercritico. Para la obtencién de los
componentes volatiles se utilizé un Soxhlet de alta presion (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.), en el cual se coloco el material vegetal finamente
picado, para asegurar mayor area de contacto con el CO,—SF. El Soxhlet y el
balén se colocaron dentro de un reactor metalico en el cual se depositdé CO,
(hielo seco, ca. 300 g) entre las paredes del Soxhlet y el reactor, el sistema

se cerr6 inmediatamente, para evitar pérdidas de CO..
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La parte inferior del reactor se calenté hasta 50 °C, utilizando un bafio
termostatado Buchi tipo W 240, mientras que la parte superior se mantuvo a
una temperatura de 5 °C, haciendo circular agua a través del condensador
empleando un sistema de bafo refrigerante circulatorio (PHABER Chiller
28L20K). Después de 2 h de extraccién con CO,, a una presion de 7,6 MPa,
el bafio termostatado se retir6 y se enfrio hasta lograr una presion de
0,3 MPa (Figura 25).

Figura 25. Equipo Soxhlet de alta presién (J & W Scientific) para la SFE con
CO..

Posteriormente, se abri6é la valvula de seguridad hasta que el mandémetro
registro el descenso total de la presion; luego, se retird el Soxhlet del reactor
y se adiciond diclorometano al extracto obtenido, éste se concentré a 1mL.
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El proceso de extraccion, anteriormente descrito, se realiz6 para hojas

frescas (ca. 10 g) y secas (ca. 6 Q).

5.5 CARACTERIZACION DE AEs Y EXTRACTOS

5.5.1 Analisis cromatografico. El analisis cualitativo y cuantitativo de AEs y

extractos, se realiz6 por GC-MS, se utilizaron dos columnas capilares de

polaridad diferente: apolar y polar, para dilucidar los compuestos presentes

en los AEs y extractos, la cantidad de cada uno de éstos en las mezclas

obtenidas por los diferentes métodos de extraccion.

Preparacion de la muestra. Se tomd una alicuota (50 pL) del AE
obtenido por MWHD, se disolvié en diclorometano junto con el patron
interno (n-tetradecano 1,0 pL) hasta un volumen final de 1 mL. A los
extractos obtenidos por SDE y SFE, previamente concentrados, se les
adiciono patron interno n-tetradecano (1,0 y 0,4 uL, respectivamente) y se
afor6 con diclorometano a 1 mL. Posteriormente, se inyectd 1 yL de cada
una de las soluciones al equipo GC-MS, para su analisis cromatografico.

Andlisis cualitativo.

Columna apolar. El analisis se llevé a cabo por GC-MS en un equipo
Agilent Technologies 6890 Plus (HP, Palo Alto, California, EE.UU.),
acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD
5973 Network (Figura 26), equipado con un puerto de inyeccidn
split/splitess (250 °C, relacién de split 1:30), un inyector automatico
Agilent 7863.

82



=
ot

|

|

"i"il_lm!
nms
HH

i

I

|

5 °C/min =

4 °C/min
45 °C
5 min

Figura 26. Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus
Series GC System acoplado a un detector selectivo de masas Agilent

Technologies 5973 Network.

Se utilizé una columna capilar de silice fundida, DB-5MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm (d.i.) x 0,25 ym (ds), con fase
estacionaria  5%—fenil-poli(metilsiloxano). = La  programacién  de
temperatura del horno fue de 45 °C (5 min) @ 5 °C/min, hasta 150 °C (2
min) @ 4 °C/min, luego, se incrementé hasta 250 °C (5 min) @ 5 °C/min,
finalmente, la temperatura aumenté @ 10 °C/min hasta alcanzar 275 °C

(15 min).

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones (El) de
energia de 70 eV. Las temperaturas de la camara de ionizacién y de la
linea de transferencia fueron de 230 y 285 °C, respectivamente. El gas de
arrastre utilizado fue helio (99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo constante

de 1 mL/min.
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Los espectros de masas y corrientes idnicas reconstruidas (TIC) fueron
adquiridos usando un analizador cuadrupolar, por medio de barrido
automatico de frecuencia (full scan), a 4,75 scan s, en el rango de
masas m/z 40-350.

El reconocimiento de los componentes presentes en los aceites y
extractos se realiz6 con base en los indices de retencién de Kovats,
comparandolos con los valores reportados en la literatura [132] y sus
espectros de masas, que se confrontaron con los reportados en las bases
de datos Willey, NIST y Adams. Ademas, se realizdé la confirmacion de
algunos componentes presentes en las muestras, usando los tiempos de
retencidn y espectros de masas de patrones de terpenos certificados,

analizados bajo las mismas condiciones operacionales.

Columna polar. En este analisis, se emple6 un cromatografo Agilent
Technologies 6890N Network Series GC acoplado a un detector selectivo
de masas Agilent Technologies 5975 (Figura 27). Los espectros se
obtuvieron por impacto de electrones; el cromatégrafo fue equipado con
un puerto de inyeccion split/splitless (250 °C, relacidon split 50:1) y un
inyector automatico Agilent Technologies 7683B Series Injector. Los datos
fueron adquiridos y procesados por el sistema de datos HP-MS
ChemStation G17001A (Version .00.01.27, 2002).

El proceso de separacion de los metabolitos se llevdo a cabo en una
columna capilar polar DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA. EE.UU.),
con fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol), de
60 m x 0,25 mm, (d.i.) x 0,25 pm (ds).
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Figura 27. Cromatdgrafo Agilent Technologies 6890 Network Series GC

acoplado a un detector de masas Agilent Technologies 5975.

El gas de arrastre utilizado fue helio (99,995%, Aga Fano, S.A), con flujo
constante de 1 mL/min. Se emple6é una programacion de temperatura,
asi: desde 45 °C (5 min) hasta 150 °C (3 min) @ 3 °C/min, y hasta 220 °C
(5 min) @ 4 °C/min. Las temperaturas de la camara de ionizacion y la

linea de transferencia se mantuvieron a 230 y 285 °C, respectivamente.

Los espectros de masas y corrientes idnicas reconstruidas (TIC) fueron
adquiridos en un cuadrupolo, por medio de barrido automatico de

frecuencia (full scan), a 4,75 scan's™, en el rango de masas m/z 40-350.

5.6 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS PRESENTES EN AES Y
EXTRACTOS

El reconocimiento de los compuestos se baso en los indices de retencién de
Kovats, I, determinados experimentalmente para las fases estacionarias

polar y apolar, y por su comparacion con los reportados en la literatura [132].
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Los indices se calcularon teniendo en cuenta los tiempos de retencion de una
serie homologa de patrones de hidrocarburos desde Cq hasta Cys, corridos
en el GC-MS bajo las mismas condiciones operacionales, que los AEs y

extractos, en dos fases estacionarias.

Los valores fueron calculados aplicando la siguiente formula:

I, =100n +100 ttR_ttR
RN Rn
Donde:

lk: indice de retencién del compuesto de interés x;
n: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del
compuesto de interés x;
N: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye después del
compuesto de interés x;
trx: Tiempo de retencién del compuesto de interés x;
trv Y trn: Tiempos de retencion de n-alcanos que eluyen antes y

después del compuesto x.

Adicionalmente, se compararon los espectros de masas de cada componente

con los reportados en las bases de datos Willey, NIST y Adams.

Para la identificacion de algunos compuestos presentes en AEs y extractos,
los valores de ¢ calculados experimentalmente se compararon con los
obtenidos (bajo las mismas condiciones) para patrones de terpenos
certificados. Las caracteristicas de los patrones certificados empleados se

registran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Patrones de hidrocarburos lineales y patrones de terpenos

certificados utilizados para la determinacién de los indices de Kovats.

Compuesto Casa Productora Pureza
Oxido de cariofileno Sigma Aldrich 99%
(R)-(+)-Limoneno Sigma Aldrich 98%
(S)-(-)-Citronelal Sigma Aldrich 96%
Linalool Sigma Aldrich 97%
6-Metil-5-hepten-2-ona Sigma Aldrich 99%
a-Pineno Sigma Aldrich 98%
Acetato de geranilo Sigma Aldrich 98%
p-Cimeno Sigma Aldrich 98%
Mezcla de cis-y trans- citrales Sigma Aldrich 95%
B-Citronelol Sigma Aldrich 95%
Geraniol Sigma Aldrich 98%
n-Tetradecano AccuStandard 99,5%
Serie homologa de AccuStandard

hidrocarburos C4o—Cos

5.7 ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS AEs Y EXTRACTOS DE P.

graveolens

Los metabolitos secundarios identificados en los AEs y extractos de
Pelargonium graveolens, se cuantificaron aplicando los métodos de
estandarizacién interna y externa, para los compuestos mayoritarios,

citronelol y geraniol.

5.7.1 Estandarizacion interna. Se empled n-tetradecano (Merck, Reference
Substance for Gas-Chromatography), como estandar interno, el cual se
adicion6 a AEs y extractos en la etapa previa de preparacion de las muestras

para analisis cromatografico.
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Las areas de los picos cromatograficos de cada uno de los componentes de
las muestras se compararon con el area reportada para el estandar interno.

Las caracteristicas del estandar interno utilizado se citan en la Tabla 6.

Las concentraciones de cada uno de los compuestos se calcularon mediante

la siguiente formula:
A
CX = CA X A_X

Donde:
Cx: Concentracion del compuesto de interés x (ppm);
Ca: Concentracion del estandar interno, n-tetradecano (ppm);
Ax: Area del compuesto de interés x (cuentas);

An: Area del estandar interno, n-tetradecano (cuentas).

5.7.2 Estandarizacién externa. Con el fin de determinar la concentracion
mas exacta de los compuestos mayoritarios, citronelol y geraniol, en AEs y
extractos de P. graveolens, las muestras fueron sometidas a analisis
cromatografico aplicando el método de patrén externo. Las caracteristicas de

los patrones certificados, utilizados para tal fin, se muestran en la Tabla 6.

e Preparacion de las soluciones. Se prepararon soluciones Stock de
citronelol (42850 ppm) y geraniol (43950 ppm). A partir de estas
soluciones, se prepararon diluciones, en diferentes concentraciones.
La Tabla 7, muestra los volumenes empleados de las soluciones

Stock para la preparacion de las soluciones de calibracion.
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Tabla 7. Soluciones preparadas de citronelol y geraniol.

Volumen soluciéon stock, Concentracion Concentracién

uL de citronelol, de geraniol,
ppm ppm
0,5 21 22
1 43 44
2 86 88
5 214 220
10 429 440
15 643 659
20 857 879
50 2143 2198
100 4285 4395
150 6428 6593
200 8570 8790
300 12855 13185
400 17140 17580
600 25710 26370
42850 43950

Una vez preparados las diferentes soluciones de patrones, se procedié a
analizarlas bajo las mismas condiciones cromatograficas que las muestras de
los AEs y extractos. Posteriormente, con los valores de concentracion y las
correspondientes areas, se construyeron las curvas de calibracion, para cada
una de las sustancias de referencia, las cuales se ajustaron por regresién
lineal. Los factores de respuesta del equipo, R; para cada una de las
sustancias analizadas se determinaron con base en la pendiente obtenida

para cada recta, la cual esta asociada con la siguiente relacion:

_ Concentracion(ug /mL)

R, -
Area(cuentas)

Con los valores de R de los patrones certificados, se calcularon las

concentraciones de estas sustancias en las muestras de AEs.
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA

La identificacion taxondmica se realizdé en el Herbario Nacional Colombiano
(COL, Bogota), del Instituto de Ciencias Naturales, de la Universidad
Nacional de Colombia. Los pliegos testigo de la planta fueron depositados
como muestra permanente en el Herbario Nacional Colombiano de la
siguiente manera: Pelargonium graveolens L'Her (N° COL 517186). La planta

fue clasificada por el Dr. J.A. Infante B.

6.2 ANALISIS DE SUELOS

La caracterizacion y el analisis de elementos menores del terreno utilizado
para el cultivo experimental de P. graveolens fueron realizados en el
Laboratorio Quimico de Suelos de la Universidad Industrial de Santander,
bajo la direccion del doctor Jaime Camargo. Los resultados del analisis se

encuentran en el Anexo 2.

El analisis del suelo mostré que el terreno experimental utilizado presento las
siguientes propiedades: Textura-Franco—Arcilloso-Arenoso, caracterizada por
proporciones adecuadas de arena, limo y arcilla; pH entre 6,4—7,0; contenido

de materia organica-medio y contenido de nitrégeno total-medio.
Con este analisis se pudo observar que el suelo presentd caracteristicas

similares a las reportadas en la literatura [11, 15], que se utiliza para el buen

desarrollo vegetativo de la especie bajo estudio.

90



6.3 RENDIMIENTO DE LOS AEs

El rendimiento de los AEs en las diferentes etapas de desarrollo vegetativo
fue de 0,10-0,20% (base fresca) y 0,47-0,62% (base seca). Estos valores
fueron determinados con base en el peso del material vegetal. Rendimientos
de 0,1-0,2% (base fresca) fueron obtenidos por HD de P. graveolens en la
India [22, 133, 134] e Iran [53], rendimientos en base seca no han sido
reportados en la literatura. Por otra parte, la produccién de AE en plantas de
geranio, se puede ver influenciada por la temperatura (atmosférica y del
suelo) y la humedad [133]. Cuando las condiciones climaticas no favorecen el
desarrollo vegetativo de la planta, se provoca un estado de “estrés”, que

podria conducir a una variacién en la produccion de AEs.

En la Tabla 8, se registran los rendimientos de los AEs de P. graveolens,
obtenidos por MWHD, para hojas frescas, recolectadas en las tres etapas de

desarrollo vegetativo bajo estudio.

Tabla 8. Rendimientos de los AEs de Pelargonium graveolens, obtenidos por

MWHD, de hojas frescas, recolectadas en diferentes etapas de desarrollo

vegetativo.
Etapa de Biomasa Altura de la ) o
o Biomasa/ha, Rendimiento,
crecimiento, por planta*, planta, kg AE/ha
ton % (p/p)**
meses g m

6 519 0,65 14 0,12+0,01 16,8

9 724 0,78 19 0,15+0,01 28,5
12 836 0,90 23 0,24+0,02 55,2

*Determinada para 3 plantas.

**Extracciones por triplicado.
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En la Figura 28, se ilustran los rendimientos de los AEs extraidos por
MWHD, de hojas frescas y secas, respectivamente, de plantas recolectadas

en diferentes etapas de desarrollo vegetativo.

0,58

0,60
0,53
—_—

0,46

0,50

0,40

Rendimiento, %(p/p)

Seco

0,00

Fresco

12 meses

Figura 28. Rendimientos de los AEs de Pelargonium graveolens, extraidos
por MWHD, de hojas frescas y secas, de plantas recolectadas en diferentes

etapas de desarrollo vegetativo.

Para el material vegetal fresco, el rendimiento mas alto de AE se obtuvo de
las plantas recolectadas a los 12 meses de crecimiento (0,24%),
observandose un incremento considerable en el rendimiento a medida que la
planta se desarrolla vegetativamente; ademas se presenta una mayor
producciéon de AE/ha, como consecuencia del aumento de la biomasa por

planta.

Por otra parte, para el material vegetal sometido al proceso de secado (11

dias), el rendimiento mas alto se presentd igualmente a los 12 meses de
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crecimiento de la planta (0,58%), pero la variacion de éste en las diferentes
etapas de desarrollo vegetativo no fue significativa en comparacion con la

observada para el material vegetal fresco.

6.4 PORCENTAJE DE AGUA PRESENTE EN LAS PLANTAS DE
GERANIO

El tratamiento de secado de las plantas aromaticas, tiene por objetivo retirar
el contenido de agua presente en células y tejidos frescos, manteniendo la
calidad del material vegetal por un periodo de tiempo mayor. Este tratamiento
evita la proliferacion de microorganismos y permite mantener las
caracteristicas fisico-quimicas por estabilizacion de los metabolitos
secundarios sensibles a la degradacion por enzimas presentes en los tejidos
vegetales. Por otra parte, las glandulas aceitosas estaran mas disponibles y
los volatiles seran arrastrados facilmente por el vapor de agua, obteniéndose

mayor rendimiento del aceite.

El proceso de secado utilizado en esta investigacion consistidé en un secado a
la sombra. La humedad relativa promedio durante los procesos de secado

realizados fue de 63% y la temperatura promedio de 27 °C.

Para determinar el porcentaje de agua, se emplearon plantas de P.
graveolens, obtenidas bajo las condiciones descritas en la Parte
Experimental (Seccion 5.3). El porcentaje de agua presente en el material
vegetal se calculé con base en las diferencias de peso entre el material
vegetal fresco y el seco. En la Tabla 9, se registra la cantidad de agua

perdida con el tiempo de secado.
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Tabla 9. Porcentaje de agua presente en las hojas de P. graveolens.

Etapa de MY Tiempo de secado, dias
crecimiento, Fresco L ) 3 4 : 5
meses
PMV, g 2252,57 1508,08 119547 910,18 829,91 670,45 576,49
6 PP, g 744,49 1057,10 1342,39 1422,66 1582,12 1676,08
Agua, %p/p 33,05 46,93 59,59 63,17 70,24 74,41
PMV, g 1655,23  1138,35 850,02 639,76 534,78 453,97 420,10
9 PP, g 516,88 805,21 1015,47 1120,45 1201,03  1235,13
Agua, %p/p 31,23 48,65 61,35 67,69 72,56 74,62
PMV, g 75,44 50,92 35,37 27,58 23,42 19,95 18,14
12 PP, g 24,49 40,07 47,86 52,02 55,49 57,30
Agua, %p/p 32,46 53,12 63,44 68,96 73,56 75,95
MV: Material vegetal.
PMV: Peso del material vegetal.
PP: Peso perdido durante el secado.
Continuacion de la Tabla 9.
Etapa de MV Tiempo de secado, dias
crecimiento,
Fresco 7 8 9 10 11
meses
PMV, g 2252,57 504,20 444,92 428,65 411,65 410,92
6 PP, g 1748,37 1807,65 1823,92 1840,92 1841,65
Agua, %p/p 77,62 80,24 80,97 81,72 81,76
PMV, g 1655,23 408,41 392,67 386,03 381,64 380,33
9 PP, g 1246,56 1262,56 1269,20 1273,62 1274,90
Agua, %p/p 76,28 76,68 76,68 76,94 77,02
PMV, g 75,44 17,27 16,99 16,79 16,73 16,69
12 PP, g 58,17 58,45 58,65 58,71 58,75
Agua, %p/p 77,11 77,48 77,74 77,82 77,88

MV: Material vegetal.

PMV: Peso del material vegetal.

PP: Peso perdido durante el secado.
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En la Tabla 9, se observa, que las hojas de P. graveolens poseen un
volumen de agua que varia de 76 a 81% de su peso, durante los 11 dias de
secado, y la cantidad presente de agua no cambia considerablemente a partir
del séptimo dia, por lo que se podria detener en este punto el proceso de
secado. En la Figura 29, se ilustra el proceso de secado para las tres etapas
de crecimiento bajo estudio, observandose un comportamiento similar en

cuanto al contenido de agua presente en el material vegetal.
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Figura 29. Pérdida de agua en hojas de P. graveolens en funcién del tiempo

de secado, en diferentes etapas de desarrollo vegetativo.
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6.5 CARACTERIZACION DE AEs Y EXTRACTOS POR CG-MS

Los metabolitos secundarios aislados de hojas frescas y secas de geranio se
analizaron mediante la técnica CG-MS, siguiendo los parametros

operacionales descritos en la Seccion 5.5 de la Parte Experimental.

6.5.1 Reproducibilidad de los tiempos de retencion y de las areas de los
picos cromatograficos. La cromatografia es una técnica muy sensible que
responde a cualquier tipo de interferencia presente en las muestras
analizadas. Esto puede ocasionar alteraciones en la linea base y, en algunas
ocasiones, solapamiento de picos cromatograficos de interés, brindando
valores erroneos de areas. Por tanto, es de gran importancia realizar un buen
tratamiento de las muestras desde su extraccion y almacenamiento, hasta la
inyeccion al cromatoégrafo de gases; asi como verificar el correcto
funcionamiento del equipo, estableciendo las mejores condiciones

operacionales.

Segun las normas GLP, los coeficientes de variacion para areas de picos
cromatograficos no deben superar el 10% [135]. En este estudio, una
muestra de AE de geranio se inyectd al cromatografo tres veces, bajo las

mismas condiciones cromatograficas.

En la Tabla 10, se presentan los resultados de este analisis, donde se puede
observar que los coeficientes de variacién (CV) para las areas medidas en
cuentas, no superan el 5%, y para los porcentajes relativos de areas
estuvieron entre 1 y 3%. Esto se refleja en una alta reproducibilidad de los
analisis mediante CG-MS, garantizando una correcta caracterizacion,

cualitativa y cuantitativa, de AEs y extractos de geranio.
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Tabla 10. Estudio de la reproducibilidad de las areas cromatograficas de algunos

compuestos presentes en el AE de geranio (P. graveolens).

AREAS AREAS PROMEDIO c CV (%)
COMPUESTO Relativa Relativa Relativa Relativa
Cuentas Cuentas Cuentas Cuentas
(%) (%) (%) (%)
Linalool 63504159 0,61 63834221 0,65 395093 0,03 1 5
63726501 0,65
64272002 0,67
cis-Oxido de 85232949 0,82 86227257 0,87 863897 0,04 1 5
rosa 86654908 0,89
86793915 0,91
cis-Oxido de 47674916 0,46 48040875 0,49 320940 0,02 1 5
rosa 48173280 0,49
48274429 0,51
iso-Mentona 454598530 4,40 450674009 4,57 3420612 0,15 1 3
449098002 4,61
448325496 4,69
Citronelol 1549565133 15,00 1514943098 15,35 31259104 0,31 2 2
1506470496 15,48
1488793664 15,58
Geraniol 653512587 6,32 634135922 6,42 19211822 0,09 3 1
633801881 6,51
615093299 6,44
Formiato de 930743902 9,01 907243932 9,19 20567779 0,17 2 2
citronelilo 898468356 9,23
892519538 9,34
Formiato de 392693602 3,80 380087517 3,85 11234148 0,04 3 1
geranilo 376434201 3,87
371134749 3,88
6,9-Guaiadieno 700803006 6,78 669967857 6,79 27095103 0,02 4 0,3
659137194 6,77
649963370 6,80

o: Desviacion estandar.

CV: Coeficiente de variacion.
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Por otra parte, los tiempos de retencién para los componentes presentes en
una muestra, pueden variar de una corrida a otra. Cambios en parametros
operacionales del cromatdgrafo tales como velocidad del gas de arrastre,
modo de inyeccién, temperatura del horno, entre otros, inciden directamente
sobre la velocidad de elusion de los compuestos, afectando sus tiempos de

retencion.

Segun las normas GLP, los coeficientes de variacion para los tiempos de
retencidn de los constituyentes presentes en las muestras, cuando se trabaja
en inyeccion automatica, no deben exceder el 2% [135]. En la Tabla 11, se
presentan los CV de los tgr de algunos de los compuestos presentes en las
esencias de geranio, para tres muestras diferentes. Como se puede
observar, estos valores variaron entre 0,02 y 0,09%, lo que garantizo la alta

reproducibilidad y la buena calidad de los analisis cromatograficos realizados.

Tabla 11. Reproducibilidad de los tiempos de retencion de algunos

compuestos presentes en el AE de geranio.

Tiempos de retencion,

Compuesto min (n=3) tr promedio c CV (%)
1 2 3
a-Pineno 17,372 17,359 17,389 17,37 0,02 0,09
6-Metil-5-hepten-2-ona 19,55 19,54 19,56 19,60 0,01 0,06
p-Cimeno 21,40 21,40 21,42 21,40 0,01 0,03
Limoneno 21,60 21,60 21,62 21,60 0,01 0,03
cis-Oxido de rosa 24,93 24,94 24,94 24,90 0,01 0,02
trans-Oxido de rosa 25,61 25,62 25,61 25,612 0,005 0,02
Citronelal 26,59 26,60 26,59 26,594 0,004 0,02
Mentona 26,91 26,92 26,91 26,912 0,003 0,01
iso-Mentona 27,37 27,38 27,37 27,375 0,003 0,01
Citronelol 29,77 29,77 29,76 29,77 0,01 0,03
Geraniol 30,61 30,61 30,60 30,61 0,01 0,03
Formiato de geranilo 32,11 32,12 32,11 32,11 0,01 0,02
a-Copaeno 35,34 35,35 35,34 35,34 0,01 0,02
trans-B-Cariofileno 37,05 37,06 37,05 37,060 0,005 0,01
6,9-Guaiadieno 37,75 37,76 37,75 37,755 0,004 0,01
Germacreno D 39,12 39,12 39,12 39,118 0,003 0,01
Viridifloreno 39,39 39,39 39,38 39,386 0,003 0,01
S&Amorfeno 40,11 40,11 40,11 40,111 0,003 0,01
trans-Tiglato de citronelilo 43,97 43,97 43,96 43,96 0,01 0,02
Tiglato de geranilo 44,88 44,88 44 .87 44,88 0,01 0,02

o: Desviacion estandar

CV: Coeficiente de variacion

98



6.5.2 Reproducibilidad de los indices de retencion de Kovats
determinados experimentalmente. Debido a que, el analisis cualitativo de
las esencias de geranio se realizd con base en los indices de retencion de
Kovats (lx), calculados experimentalmente para cada componente, se hizo un
estudio de reproducibilidad de los respectivos valores, a fin de evitar errores

en la caracterizacion de las muestras.

En la Tabla 12, se indican los Ik calculados para fases estacionarias apolar y
polar, para algunos constituyentes del AE de geranio. Los valores fueron
comparados entre cinco muestras diferentes, corridas bajo las mismas
condiciones operacionales. Este analisis mostré6 un alto grado de
reproducibilidad en los Ik calculados experimentalmente, garantizando la
utilizacién inequivoca de sus valores para la identificacion de los respectivos
constituyentes en las esencias. Los valores de desviacion estandar se

encontraron entre 0,18 y 0,19%, y los CV variaron entre 0,013 y 0,052%.

Los Ik, en la fase apolar, presentaron diferencias de 3-12 unidades con
respecto a los reportados en la literatura; mientras que los de la fase polar
presentaron diferencias mas grandes, entre 2 y 34 unidades. Esto se debe a
varios factores, entre los cuales se cuentan la programacién de la
temperatura del horno, la longitud de las columnas empleadas y el estado de

la columna sobre la cual se corre la muestra, entre otras.
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Tabla 12. Reproducibilidad de los indices de retencidon de Kovats, I,

calculados experimentalmente, sobre columnas de fase estacionaria polar y

apolar.
Ik experimental (n=3) Ik
Compuesto Ik * c CV,%
1 2 3 4 5 promedio

COLUMNA DB-5 (Fase estacionaria apolar)
a-Felandreno 1011 1009 1010 1010 1010 1010 1002 0,53 0,052
Limoneno 1034 1033 1034 1033 1033 1033 1029 0,44 0,042
Linalool 1102 1101 1102 1101 1102 1102 1096 0,44 0,040
cis-Oxido de rosa 1113 1112 1113 1113 1114 1113 1108 0,43 0,039
trans-Oxido de rosa 1130 1130 1130 1130 1131 1130 1125 0,41 0,036
Mentona 1163 1163 1163 1163 1164 1163 1152 0,31 0,027
iso-Mentona 1175 1174 1175 1174 1175 1174 1162 0,52 0,044
Citronelol 1236 1236 1236 1235 1235 1236 1225 0,56 0,045
Geraniol 1254 1253 1254 1254 1254 1254 1252 0,52 0,042
Formiato de geranilo 1301 1301 1301 1301 1302 1301 1298 0,63 0,049
COLUMNA DB-WAX (Fase estacionaria polar)
a-Felandreno 1157 1157 1158 1158 1158 1158 1177 0,29 0,025
Limoneno 1191 1191 1191 1190 1190 1191 1206 0,50 0,042
Linalool 1540 1540 1541 1540 1540 1540 1506 0,56 0,037
cis-Oxido de rosa 1349 1349 1351 1350 1350 1350 1354 0,49 0,036
trans-Oxido de rosa 1365 1365 1366 1365 1365 1365 1370 0,48 0,035
Mentona 1462 1462 1464 1463 1463 1463 1478 0,59 0,041
iso—-Mentona 1493 1494 1495 1494 1494 1494 0,59 0,040
Citronelol 1766 1767 1767 1767 1767 1767 1765 0,60 0,034
Geraniol 1844 1845 1845 1845 1845 1845 1842 0,31 0,017
Formiato de geranilo 1700 1701 1701 1701 1701 1701 1684 0,31 0,018

o:Desviacién estandar.

CV: Coeficiente de variacion.

Ix*: indices de retencién de Kovats reportados en la literatura [132, 136].

100



6.5.3 Determinacion de la composicion de AEs y extractos de P.
graveolens. Con el fin de obtener una caracterizaciéon quimica completa de
los metabolitos secundarios volatiles y semivolaties de la planta P.
graveolens, se utilizaron técnicas destilativas (MWHD) y extractivas (SDE vy
SFE). Las condiciones de extraccion se citan en la Seccién 5.4 de la Parte

Experimental.

En las fracciones volatiles aisladas por MWHD y SDE se detectaron, por
GC-MS, 141 compuestos en cantidades relativas >0,03%; de ellos, se
identificaron positivamente, usando Ik (en columnas polar y apolar) y
espectros de masas (El, 70 eV) 113 compuestos (80%), bajo los parametros
de integracion aplicados (umbral de integracion, Thshd=17 y area de rechazo
del pico en la base= 0,1). Por otra parte, en los extractos aislados por SFE se
detectaron alrededor de 74 compuestos, y se identificaron positivamente 65

compuestos (88 %).

En la Figura 30, se ilustran los perfiles cromatograficos tipicos de los
metabolitos secundarios volatiles de P. graveolens, aislados por MWHD,
SDE y SFE. Se encontraron perfiles cromatograficos similares para los AEs,

obtenidos por MWHD, y los extractos aislados por SDE.

En la Tabla 13, se registran la identificacion y la cantidad relativa (%) de los
compuestos presentes en AEs y extractos de P. graveolens. Para la
identificacion de algunos compuestos presentes en AEs y extractos, los
valores de tgr e Ik calculados experimentalmente se compararon con los

obtenidos para patrones de terpenos certificados (Anexo 3).
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Figura 30. Perfiles cromatograficos tipicos de los AEs y extractos de hojas
frescas de Pelargonium graveolens, obtenidos por: A. MWHD, B. SDE, C.
SFE. Columna DB-5 (60 m), split 1:30, MSD (El , 70 eV). La identificacion de

los compuestos se reporta en la Tabla 13.
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Tabla 13. Composicion quimica de los metabolitos secundarios de P. graveolens, aislados por diferentes técnicas

de extraccion.

No. Compuesto Tipo Ic® Cantidad relativa, % °© Nota odorifera
Pico 2 DB-5 DB-WAX MWHD SDE SFE [137, 138]
! rans-2-Hexenal | © 846 1379 008002 067:005 - Herbaceo
2 a-Pineno ** HM 933 1014 0,11+0,01 0,24+0,07 - A pino, herbaceo
3 B-Mirceno HM 990 0,071+0,004 0,11+0,02 - Citrico, a lima
4 Acetato de trans-3-hexenilo O 1005 1310 0,032+0,004 0,14+0,08 -
5 a-Felandreno HM 1009 1158 0,043+0,002 0,09+0,01 - Citrico
6 p-Cimeno ** HA 1029 0,0530+0,0006 0,1240,01 - Citrico
7 Limoneno ** HM 1034 1191 0,074+0,008 0,12+0,01 - A limon
8 B-Felandreno HM 1200
+ cis-3-Ocimeno HM 1037 1229 0,162+0,005 0,24+0,01 — Citrico, mentolado
+ Compuesto oxigenado, CoH1sO (N.I.) (0]
9 Fenilacetaldehido Dulce
+ trans-3-Ocimeno HM 1047 0,032+0,001 0,10£0,02 B Herbaceo
10 trans-Oxido de linalilo-(furanoide) ETM 1075 1440 0,069+0,006 0,47+0,03 -
11 cis-Oxido de linalilo-(furanoide) ETM 1091 0,044+0,002 0,37+0,03
12 Linalool ALM 1103 1540 0,9+0,3 2,3+0,5 - Floral, dulce, fresco
13 trans-6-metil-3,5-heptadien-2-ona (0] 1106 0,04+0,03 0,18+0,02 -
14 cis-Oxido de rosa ETM 1114 1350 0,76+0,01 2,1+0,2 0,5+0,3 Floral (como a rosa)
15 Alcohol de 2-Feniletilo tr 0,05+0,01 -
16 trans-Oxido de rosa ETM 1131 1365 0,3882+0,0003 0,88+0,05 tr Floral (como a rosa)
17 Citronelal #x* ADM 1155 1475 0,55+0,02 0,29+0,04 0,8+0,5 Floral, fuerte nota citrica
18 Mentona CM 1164 1463 0,127+0,007 0,62+0,03 tr
19 iso-Mentona *x CM 1175 1494 3,7 0,1 5,36+0,04 6,5+0,7
20 neo-iso-Mentol ALM 1196 0,133+0,004 0,42+0,09 -
21 a-Terpineol ALM 1202 0,11+0,04 0,39+0,09 - Dulce, floral
22 Citronelol ** ALM 1236 1767 14,9+0,2 19,1+0,6 1941 Floral, intensa nota a rosa
23 ADM +

28 Acido citronélico
29 Compuesto oxigenado, C11H150, (N.I.

ACM

1306
1311

0,27+0,02
0,084+0,004

0,135+0,002
0,030+0,002
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Continuacion de la Tabla 13.

30 Acido nerdlico ACM
+ Compuesto oxigenado, C12H2002 (N.I.) (0] 1316 0,1210,005 0,170£0,004 B
31 Acido geranico ACM 2337
+ Acetato de citronelilo Esm 1349 1656 ~ 0.613£0,004 1,001 tr Floral, citrico
32 Propanoato de fenetilo ESA
+ o-Cubebeno Hs 1355 1458 0,254+0,007 0,25+0,01 tr
33 Sesquiterpeno, CisHzs (N.I.) HS 1367 0,053+0,002 0,09+0,01 — A madera, picante
34 Acetato de geranilo #* ESM 1377 1750 0,42+0,01 0,336£0,004 tr Floral, dulce-frutal
+ a-Ylangeno HS
35 a-Copaeno HS 1386 0,54+0,01 0,47+0,03 0,9+0,6 A madera, herbaceo
36 S-Bourbuneno HS 1521 Herbéaceo
+ p-Elemeno HS 1395 1591 1,540,5 1,8+0,1 4,6+0,8 A madera
+ Butanoato de fenetilo 0} Picante
37 cis-B-Cariofileno HS
+ -Gurjuneno HS 1419 1533 0,1401+0,0007 0,15+0,01 -
38 Compuesto oxigenado, C1gH240, (N.I.) (0]
+ Sesquiterpeno, CrsHas (N.I.) HS 1426 0,04+0,03 0,19+0,02 -
39 FYlangeno HS 1430 tr tr -
40 trans-p-Cariofileno HS 1434 1603 2,19+0,06 1,80,1 3,240,7  Picante, a madera
41 Propionato de citronelilo ESM 1721 Floral, frutal
+ a-Bergamoteno HS 1441 1,18+0,02 0,96+0,05 1,0£0,7
+ p-Copaeno

a, o , , U, s Ty, -
43,104Guaia-1(5),6-dieno HS 1461 1640 0,883+0,008 0,75+0,03 0,9+0,6
Propanoato de nerilo ESM Floral, frutal
oG e 1469 1676 1,793+0,006 1,58+0,04 18102 o™
47 allo-Aromadendreno HS 1474 1655 0,70+0,02 0,61+0,02 1,4+0,5 A madera, herbaceo, picante
48 Isobutanoato de citronelilo ESM 1479 0,125+0,002 0,12+0,05 tr Floral, frutal
49 trans-Cadina-1(6),4-dieno* HS 1482 1788 0,375+0,004 0,56+0,01 tr
50 »Muuroleno HS 1485 1693 0,160+0,002 tr —
51 a-Amorfeno HS 0,273+0,003 0,26+0,01 -
52 Germacreno D HS 1494 1717 3,7+0,2 2,86+0,02 441 A madera, picante
53 Viridifloreno HS 1502 1701 2,22+0,06 1,64+0,07 tr
54 Isobutanoato de geranilo ESM 1806 Floral, frutal
+ a-Muuroleno HS 1506 1,26+0,04 1,06+0,04 2+1
+ Biciclogermacreno HS 1741
55 SBisaboleno HS 1512 0,305+0,004 0,27+0,01 - Dulce
56 Cadineno HS A madera
Z-Butanoato de citronelilo ESM 1524 1796 0,99+0,02 0,91£0,04 tr Floral, frutal
57 5-Amorfeno HS 1527 1,07+0,03 0,963+0,003 3,3+0,1
58 trans-Calameneno HS
+ Zonareno HS 1532 0,96+0,01 0,95+0,05 tr
+ Furopelargona A (0] 2093
59 Sesquiterpeno ,CisHzq (N.I.) HS 1543 0,25+0,01 0,24+0,01 -
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Continuacion de la Tabla 13.

60

61
62
63
64

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

75
76

77

a-Calacoreno

+ Butanoato de geranilo

Compuesto oxigenado (N.I.)
Compuesto oxigenado, C15H240 (N.1.)
Isovalerato de citronelilo

SCalacoreno

+ 1-nor-Bourbonanona

Benzoato de 3-cis-hexenilo

Compuesto oxigenado, C15H240 (N.1.)
Tiglato de 2-feniletilo

+ Compuesto oxigenado, C15H4O (N.1.)
+ Espatulenol

Isovalerato de geranilo

+ Oxido de cariofileno #x

Compuesto oxigenado, C15H240 (N.1.)
Compuesto oxigenado, C15H240 (N.1.)
Compuesto oxigenado, C15H220 (N.1.)
Valerato de citronelilo

+ Compuesto oxigenado, C15Hz60 (N.1.)
Compuesto oxigenado, C15H240 (N.1.)

+ 1,10-di-epi-Cubenol

1-epi-Cubenol

+ Compuesto oxigenado, C15H2,0, (N.I.)
y-Eudesmol

Valerato de geranilo

+ Compuesto oxigenado, C1sHz0 (N.I.)
Cubenol

a—Cadinol
neo-Intermedeol *
iso-Caproato de citronelilo *
Cadaleno

HS
ESM

ESM
HS

ESA

ALS
ESM
ETS

ALS
ALS

ALS
ESM

ALS

ALS

ALS
ESM

1555

1560
1565
1567

1573
1578
1584

1589

1598

1603
1607
1611

1621

1629

1641
1646
1652

1657

1669
1676
1681
1689

1923
1888

2196

2130
2035
1999

2067
2075

2237
2262

0,93+0,02

0,10+0,01
tr
0,31+0,03

0,26+0,02
0,18+0,03
0,14+0,02

3,6+0,1

1,6+0,1

0,23+0,02
0,16+0,02
0,36+0,04

0,60+0,06
0,72+0,06

0,75+0,05
0,07+0,02
0,29+0,04

0,68+0,06

0,45+0,05
0,24+0,03
0,47+0,05
0,10+0,04

0,973+0,004

0,11£0,01
tr
0,32+0,02

0,28+0,03
0,09+0,05
0,238+0,003

4,7+0,3

1,46+0,02

0,20+0,04
0,18+0,02
0,42+0,02

0,59+0,03

0,73%0,03

0,71+0,02
0,077+0,003
0,27+0,02

0,477+0,005
0,32+0,01
0,41+0,01
0,15+0,01

tr

tr

tr

3+1

3,2+0,2

tr
tr

tr

Floral, frutal

Floral, frutal

Floral, frutal
A madera, picante

Floral, frutal

Floral, frutal

86
87
88
90
91

92
93

p! g
10-nor-Calamenen-10-ona *
+ Caproato de citronelilo®
Compuesto oxigenado, C15H240, (N.1.)
Caproato de geranilo *
Benzoato de bencilo
+ Compuesto oxigenado, C15H2,0 (N.I.)
iso-Heptanoato de citronelilo *
+ Guiazuleno
Heptanoato de citronelilo*
Compuesto oxigenado, C47H300 (N.1.)
Alcohol ramificado, C+s (N.1.)

CS
ESM

ESM
ESA

ESM

ESM

1716

1730
1749

1781

1787

1813
1819
1834

0,340,2

0,14+0,04
0,196+0,009

0,075+0,007

0,07+0,02

0,16+0,03
0,07+0,05
0,06+0,01

0,2+0,1

0,06+0,02
0,22+0,02

0,06x0,01

0,07+0,01

0,12+0,02
0,07+0,05
0,05+0,03
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Continuacion de la Tabla 13.

94 iso-Heptanoato de geranilo* ESM 1847 0,21+0,02 0,13+0,01 -

95 iso-Octanoato de citronelilo® ESM 1874 0,11£0,02 tr tr

96 Hexadecanol* O 1891 tr 0,08+0,02 tr

97 iso-Octanoato de geranilo® ESM 1906 0,14+0,01 0,094+0,003 tr

98 Octanoato de citronelilo* ESM 1911 0,089+0,008 0,077+0,002 tr

99 Alcohol ramificado, C47 (N.1.) (0] 1935 0,07+0,02 0,07+0,01 -
100 Octanoato de geranilo* ESM 1944 0,078+0,007 0,07+0,01 -

101 Ester alquilico de citronelilo (N.I.) ESM 1999 tr 0,07+0,05 tr
102 Compuesto oxigenado, C1gH260, (N.1.) (0] 2010 0,110+0,008 0,04+0,03 tr
103 Alcohol ramificado, C4s (N.I.) (0] 2037 0,059+0,009 0,043+0,001 -
107 Heptacosano H 2693 - - -

109 Nonacosano H 2987 — — —

HM Hidrocarburos monoterpénicos. 0,48 0,86 -

HS Hidrocarburos sesquiterpénicos. 27,85 23,00 19,40
HA Hidrocarburos aromaticos. 0,68 0,54 0,00
H Hidrocarburos. 0,10 0,00 0,00
ALM Alcoholes monoterpénicos. 19,04 21,23 16,04
ALS Alcoholes sesquiterpénicos. 7,70 3,41 0,40
ADM Aldehidos monoterpénicos. 1,12 0,87 0,86
CM Cetonas monoterpénicas. 3,48 4,95 3,01
CSs Cetonas sesquiterpénicas. 0,59 0,35 -
ETM Eteres monoterpénicos. 1,49 2,85 -
ETS Eteres sesquiterpénicos. 2,35 2,18 1,41
ESM Esteres monoterpénicos. 22,21 18,88 16,46
ESA Esteres aromaticos. 4,52 5,27 2,33
ACM Acidos monotepénicos. 0,59 0,98 0,33
O Otros compuestos oxigenados. 2,82 2,67 1,05

a Numero del pico en la Figura 30.
b Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

¢ Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en columna DB-5, promedio de tres extracciones.
tr Trazas.

** |dentificado por espectrometria de masas usando patrones de terpenos certificados.
* ldentificado tentativamente.
N.I. No identificado.
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La composicion quimica de aceites esenciales de P. graveolens y de
extractos, obtenidos por MWHD y SDE, respectivamente, fue bastante
similar. En cambio, en los extractos aislados por SFE, se encontraron, en
mayor proporcion, hidrocarburos de alto peso molecular (Cn>23). La fraccién
volatil, i.e. monoterpenos, se recuperé mejor por el método SDE, mientras
que la técnica SFE permitio aislar mas eficientemente los compuestos menos

volatiles, i.e. sesquiterpenoides.

Los compuestos predominantes en los aceites y extractos, obtenidos por
MWHD y SDE, respectivamente, fueron los monoterpenos oxigenados (30-
40%), de importancia en la industria perfumistica, seguidos de los
hidrocarburos sesquiterpénicos (21-29%). Dentro de los monoterpenos
oxigenados se observo la presencia de los alcoholes citronelol (13-24%) y
geraniol (4-9%), caracteristicos de la esencia, cuya relacion determina su
valor en el mercado. Ademas, se encontraron presentes los respectivos
esteres de citronelilo (14-17%) y de geranilo (9-14%), los cuales aportan la
nota odorifica tipica del aceite de geranio. Ademas, se observo la presencia
de los 6xidos de rosa (ca. 1,5%), importantes para acentuar en el bouquet la
nota odorifera a rosas. Dentro de los hidrocarburos sesquiterpénicos se
encontrd, en mayor proporcion, el 6,9-guaiadieno (6-8%). La presencia de
este compuesto en proporciones elevadas (5-7%) y la ausencia o baja
proporcion de 10-epi-y-eudesmol (0,5%), es una caracteristica quimica tipica
de los aceites esenciales de Pelargonium graveolens, variedad Bourbon
[134] por lo se podria suponer que la planta bajo estudio pertenece a esta

variedad.

Al comparar la composicion quimica de los AEs de P. graveolens, estudiado
en esta investigacion, con la de los AEs de otros origenes, e.g. de Egipto,
China, Reunién y los AEs comerciales, tipo Bourbon y Egipto, se puede
observar, que la composicion quimica coincide cualitativamente, pero se

presentaron variaciones cuantitativas [22].

107



En la Tabla 14, se comparan los principales compuestos del AE de P.
graveolens de esta investigacion, con los encontrados en AEs obtenidos de

plantas cultivadas en otras regiones geograficas.

El AE de geranio, tipo Bourbon, es tipicamente de color verde oscuro,
mientras que el del tipo China es medianamente verde y el de Egipto es
amarillo claro [41]; particularmente, el AE obtenido por MWHD, en esta
investigacion presento un color verde oscuro. El perfil quimico del aceite de
Bourbon [134] se caracteriza por cantidades muy similares de citronelol (ca.
22%) y geraniol (ca. 18%), con cantidades menores de linalool (ca. 10%),
formiato de citronelilo (ca. 7%), formiato de geranilo (ca. 6%) y 6,9-
guaiadieno (ca. 5%), mientras que el AE de geranio aislado en esta
investigacién presentd niveles mas bajos de citronelol (ca. 15%) y geraniol
(ca.7%), comparados con los aceites de otros origenes, pero su relacion en
el AE fue 2:1, mientras que en el aceite tipo Bourbon es 1:1. Ademas, el
aceite estudiado tiene alto contenido de ésteres de citronelilo (ca. 17%) y
geranilo (ca. 13%) que favorecen las caracteristicas organolépticas del AE.
La cantidad de 6,9-guaiadieno (ca. 7%) fue relativamente alta, y se observo
la ausencia de 10-epi-y-eudesmol, que esta presente en aceites tipo China y

Egipto [134]. Ademas, la cantidad de linalool (ca. 1%) fue relativamente baja.

El contenido de compuestos caracteristicos del AE de geranio, obtenido en
esta investigacion, esta dentro de los rangos de calidad aceptados por la
industria perfumistica, lo que podria ser una oportunidad para el
establecimiento del cultivo de geranio, produccion y comercializacion del AE

de esta planta esenciera en Colombia.
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Tabla 14. Principales compuestos encontrados en los AEs de P. graveolens de

diferentes origenes geograficos.

Cantidad relativa, %

Compuesto Bourbon* Egipto* China* Reunion* . Comercial
Colombia**

[134] [134] [35, 36] [134] Bourbon Egipto
Linalool 10,3 6,0 3,9 7.8 0,9 6,4 5,0
cis-Oxido de rosa 0,6 1,1 - 1,2 0,8 1,7 2,1
trans-Oxido de rosa - - - - 0,4 0,8 1,0
Mentona - - - - 0,1 2,7 3,2
iso-Mentona 6,1 52 54 54 3,7 5,8 55
Citronelol 22,6 29,2 36,5 21,7 14,9 20,3 18,1
Geraniol 18,9 19,3 8,7 17,5 75 11,0 8,7
Formiato de citronelilo 75 5,8 10,1 8,2 8,4 8,4 6,9
Formiato de geranilo 58 3,5 2,1 6,1 3,2 3,5 2,6
trans-p-Cariofileno 0,9 1,0 - 0,9 2,2 1,1 1,7
6,9- Guaiadieno 5,5 0,2 6,5 5,8 7,4 0,5 2,8
Tiglato de 2-feniletilo 0,5 1,0 0,7 0,6 3,6 1,6 1,3
Isovalerato de geranilo - - - - 1,5 0,9 0,5
10-epi-y-Eudesmol - 5,8 - - - 5,7 4.4
trans-Tiglato de
citronelilo ) B ) 01 12 05 06
Tiglato de geranilo 1,1 1,5 - 1,4 2,7 1,4 1,4
Relacion aproximada de

1:1 1,5:1 4:1 1:1 2:1 2:1 2:1

Citronelol/Geraniol

* AEs obtenidos por HD.
** AEs obtenidos por MWHD.
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6.5.4 Incidencia del estado de desarrollo vegetativo de la planta sobre la
composicion de AEs y extractos, obtenidos de hojas frescas y secas de
P. graveolens.

La composicion de los AEs puede variar con la época de recoleccion del
material vegetal, el estado de desarrollo vegetativo, el lugar geografico, el
tipo de suelo o pequefios cambios genéticos ocurridos en la planta durante

su propagacién y crecimiento.

La especie P. graveolens es una planta perenne, que crece en una amplia
variedad de altitudes, con temperaturas medias entre 30 y 35 °C, con
humedad baja y lluvia moderada. El AE de esta especie se caracteriza por la
presencia de determinados compuestos clave, que aportan a la fragancia
total, a saber [42]:

e Citronelol y geraniol: caracter floral.
e Esteres de citronelilo y geranilo: caracter frutal.

e jso-Mentona: caracter fresco.

Otros compuestos de interés, que aportan a la nota odorifica son los 6xidos
de rosa. Ademas, se encuentran el 6,9-guaiadieno, que caracteriza el aceite
de geranio variedad Bourbon [134], y los tiglatos de citronelilo y geranilo

presentes en otras especies de Pelargonium sp.

Por tal razén, se estudiaron tres estados de desarrollo vegetativo de la
planta, a saber: 6, 9 y 12 meses, con el fin de observar su influencia sobre la
cantidad y la calidad de los AEs y extractos obtenidos de hojas frescas y

secas mediante diferentes técnicas de extraccion (Ver Tablal5).

En la Figura 31, se ilustra la variacion de los principales constituyentes del

AE de geranio, en funcion del estado de desarrollo vegetativo de la planta.
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Tabla 15. Composicién quimica de AEs y extractos de hojas frescas y secas de

geranio (P. graveolens) en funcion del estado de desarrollo vegetativo de la planta.

EDV, MWHD* SDE* SFE*
Compuesto
meses Fresco Seco Fresco Seco Fresco Seco
cis-Oxido de rosa 6 0,97+0,03 0,66+0,02 2,140,2 2,540,5 tr tr
9 0,80+0,09 0,80, 1 2,62+0,04 1,8+0,3 1,0+0,5 tr
12 0,76+0,01 0,8+0,2 2,05+0,2 1,40+0,11  0,5+0,3 tr
trans-Oxido de rosa 6 0,52+0,03 0,35+0,01 0,87+0,08 1,340,2 tr tr
9 0,38+0,03 0,47+0,06 1,0120,04 0,940, 1 tr tr
12 0,3882+0,0003  0,50+0,08 0,88+0,05 0,77+0,06  ftr tr
iso-Mentona 6 4,542+0,005 4,2+0,5 5,340, 1 5,3+0,9 4,0+0,5 3+1
9 4,4+0,2 4,39+0,05 7,6+0,7 6,6+0,8 4,140,1 5+1
12 3,74+0,1 3,30,7 5,36+0,04 4114021  6,5+0,7 3,0£0,9
Citronelol 6 18,1+0,4 15,7+0,9 20,9+0,5 17+2 tr 137
9 14,10,7 15,6+0,6 1942 2142 tr 1121
12 14,9+0,2 1321 19,1+0,6 14,8+0,7 19+1 1346
Geraniol 6 8,4+0,3 8,4+0,7 4,3+0,7 4,00,1 tr 1,1+0,4
9 842 6,7+0,4 5,3+0,6 8,2+0,3 tr 4+1
12 7,5+0,6 5,310,2 6+1 4,74+0,06  8+1 442
Geranial + Formiato 6 9,73(0,53 11,5(0,8 9,8(0,1 8,740,7 tr 6+2
de citronelilo + 9 10(2 9,4(0,3 14(2 12,3+0,3 tr 7,2+0,9
Formiato de nerilo 12 8,4(0,3 741 9,340,2 8,9:0,3 1441 8+1
Formiato de geranilo 6 4,05+0,2 4,4+0,5 2,840,4 2,33£0,02  tr 1,4+0,7
9 3,7+0,2 3,8+0,1 4+1 3,840,3 tr 2,63+0,08
12 3,240,1 2,810,2 2,41+0,04 2,35+0,01  6,5+0,2 2+1
6,9-Guaiadieno 6 6,74+0,004 7,833+0,009 6,7+0,2 4,2+0,4 tr 1,9+0,7
7,7+0,5 7,240,5 7,62+0,05 6,7+0,5 1,07+0,02  0,940,8
12 7,440,2 6,40,6 6,7£0,3 5,57+0,21  8,5+0,4 6+1
trans-Tiglato de 6 1,3140,01 1,5+0,1 1,30,1 1,10,1 tr 0,520, 1
citronelilo 9 1,5+0,1 1,32+0,04 0,69+0,02 0,6+0,2 tr 0,840,2
12 1,18+0,07 1,3+0,3 0,87+0,02 1,01+0,07  tr 0,7+0,1
Tiglato de geranilo 6 2,75+0,08 2,77+0,04 2,240, 1 2,040,2 tr 2,540,7
9 3,0340,09 2,9+0,1 2,140,3 1,7+0,3 0,9£0,2 2,2+0,8
12 2,7+0,1 2,32+0,08 1,9420,05 2,1+0,1 3,240,9 tr

EDV : Estado de desarrollo vegetativo

* n=3; Cantidad relativa (%) = o
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En los AEs y extractos (SDE) aislados de hojas frescas de plantas,
recolectadas en los tres estados de desarrollo vegetativo, prevalecen los
alcoholes monoterpénicos, citronelol y geraniol, observandose un leve
aumento en la cantidad de citronelol (ca. 18%) a los 6 meses de desarrollo
vegetativo de la planta, en comparacion con 9 (ca. 14%) y 12 meses (ca.
15%), mientras que los AEs y extractos (SDE) obtenidos del material vegetal
seco presentaron menor contenido de citronelol, a los 12 meses de
desarrollo. En el caso del geraniol no se observaron variaciones
estadisticamente significativas para los tres estados de desarrollo analizados,
tanto para AEs y como para extractos (SDE) obtenidos de material vegetal

fresco y seco.

@ Oxidos de rosa
Oiso-Mentona
06,9-Guaiadieno

O Geraniol

Cantidad relativa, %

O Esteres de geranilo

O Citronelol

O Esteres de citronelilo

9 meses
12 meses

Figura 31. Variacion de los principales constituyentes de los AEs de geranio,

en funcién del desarrollo vegetativo de la
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Por otra parte, las cantidades relativas de 6,9-guaiadieno (ca.7%),
hidrocarburo sesquiterpénico, 6xidos de rosa e iso-mentona, fueron similares
para los tres estados de desarrollo. Sin embargo, se observo una ligera
disminucién de los ésteres de geranilo, con el crecimiento de la planta, y un
aumento de los ésteres de citronelilo a los 9 meses de desarrollo vegetativo

de la planta.

La composicion cualitativa de los metabolitos secundarios volatiles obtenidos
para los aceites (MWHD) y extractos (SDE) fue bastante similar a los 6, 9 y
12 meses de desarrollo vegetativo de la planta. Ademas, no se observaron
cambios estadisticamente significativos en la relacion citronelol:geraniol
(Figura 32), presentandose una proporcidon 2:1 en hojas frescas y secas en

los tres estados de desarrollo vegetativo.

Area citronelol:Area geraniol

6 meses 9 meses 12 meses

O Fresco O Seco

Figura 32. Relacion de citronelol:geraniol en hojas frescas y secas en

diferentes estados de desarrollo vegetativo.
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La calidad del AE de geranio (Pelargonium graveolens), estudiado en este
trabajo, en términos de la proporcion de citronelol:geraniol y la cantidad de
los compuestos mayoritarios no fue “afectada” durante el desarrollo
vegetativo. Sin embargo, como se mostré en la Seccién 6.3, se obtuvo el

rendimiento mas alto de AE de geranio a los 12 meses de crecimiento.

6.5.5 Incidencia de la técnica de extraccién sobre la composicion de

AEs y extractos obtenidos de hojas frescas y secas de P. graveolens.

Los AEs obtenidos por MWHD de hojas frescas y secas fueron liquidos
transparentes de color verde oscuro y se caracterizaron por un fuerte olor a
rosas, con notas floral, frutal y fresca. Los extractos obtenidos por SFE

presentaron un color amarillo verdoso y el olor similar al de los AEs.

Una caracterizacion completa de los metabolitos secundarios volatiles
requiere el uso de varias técnicas de extraccion. Por tal razon, para obtener
el perfil aromatico caracteristico del P. graveolens, se utilizaron métodos
destilativos (MWHD) y extractivos (SDE y SFE) (Tabla 15).

Los metabolitos secundarios volatiles aislados por las diferentes técnicas de
extraccion, como se observa en la Figura 33, se dividieron principalmente en
8 grupos de acuerdo con los diferentes grupos funcionales encontrados, a
saber: hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres, acidos, ésteres y
otros compuestos oxigenados. Predominaron en el perfil aromatico de
aceites y extractos, aislados por MWHD y SDE, respectivamente, los
alcoholes monoterpénicos, i.e. citronelol (ca. 13-24%) y geraniol (ca. 4-9%);
ésteres de citronelilo (ca. 14-17%) y de geranilo (ca. 9-14%), principalmente,
sus tiglatos y ésteres alquilicos entre C3-Cs; e hidrocarburos
sesquiterpénicos (ca. 21-29%), dentro de estos hidrocarburos se encuentran
principalmente el 6,9—-guaiadieno, viridifloreno, germacreno D vy

trans—p—cariofileno.
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Cantidad relativa, %

La técnica SDE mostr6 mayor eficiencia para la extraccion de alcoholes,

cetonas y éteres monoterpénicos, mientras que la MWHD fue mas eficiente

para extraer hidrocarburos y aldehidos sesquiterpénicos, junto con ésteres

monoterpénicos.

30,00
2000
1000
Vi = SE
= E = & = gE
= H . 5 Q g MAHD
Q00 | T |
I-MI-BI-AHALIVIN.SADVIOVICSEFMEI’SESVIESAAGVIO
H: Hidrocarburos ALS: Alcoholes sesquiterpénicos ETS: Eteres sesquiterpénicos
HM: Hidrocarburos monoterpénicos ADM: Aldehidos monoterpénicos ESM: Esteres monoterpénicos
HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos CM: Cetonas monoterpénicas ESA: Esteres aromaticos
HA: Hidrocarburos aromaticos Cs: Cetonas sesquiterpénicas ACM: Acidos monoterpénicos
ALM: Alcoholes monoterpénicos ETM: Eteres monoterpénicos O: Otros compuestos

Figura 33. Distribucién por grupos funcionales de los compuestos presentes

en AEs y extractos de P. graveolens, obtenidos por los diferentes métodos de

extraccion.

Por otra parte, en los extractos aislados por SFE, se detectaron menor

numero de compuestos. En la Figura 34, se muestran los perfiles

cromatograficos de extractos obtenidos por SFE de
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Figura 34. Perfiles cromatograficos tipicos de los extractos obtenidos por
SFE de: A. Hojas frescas y B. Hojas secas. Columna DB-5 (60 m), split 1:30,

detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos

se reporta en la Tabla 16.
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Tabla 16. Compuestos aislados por SFE de hojas frescas y secas de P. graveolens

en diferentes etapas de desarrollo vegetativo.

Cantidad relativa, % (meses)*

No. Compuesto
Pico pu DB.S 6 9 12
Fresco Seco Fresco Seco Fresco Seco
14 cis-Oxido de rosa 1114 tr tr 1,0+£0,1 tr 0,5+0,3 tr
16 trans-Oxido de rosa 1131 tr tr tr tr tr
17 Citronelal 1155 tr tr 0,9+0,1 tr 0,8+0,5 0,4+0,2
19 iso-Mentona 1175 4,0£0,5 3+1 4,1+0,1 5+1 6,5+0,7 3,0+0,9
22 Citronelol 1236 tr 1341 tr 1141 19+1 13+1
23 Neral 1244 - - tr 1,20+0,01 2+1 0,4+0,4
24 Geraniol 1257 tr 1,1+£0,4 tr 4+1 8+1 412
26 Geranial
+ Formiato de citronelilo 1280 tr 6+1 tr 7,2+0,9 1441 8+1
+ Formiato de nerilo
27 Formiato de geranilo 1301 tr 1,4+0,7 tr 2,63+0,08 6,5+0,2 241
31 Acetato de citronelilo 1339 - - - - tr 0,3+0,2
a-Cubebeno 1345 - - - - tr 0,2+0,2
34 Acetato de geranilo 1377 2,040,3 tr 1,68+0,02 1,504 tr tr
+ a-Ylangeno
35 a-Copaeno 1386 3,1:0,4 2,8+0,4 1,1£0,2 0,9+0,6 0,5+0,2
36 SBourbuneno
+ p-Elemeno 1395 2,240,3 tr 2,0+0,1 3,310,3 4,640,8 2,0+0,3
+ Butanoato de fenetilo
40 trans-p-Cariofileno 1434 1,8+0,3 0,6+0,2 1,9+0,7 2,2+0,9 3,240,7 1,5+0,5
41 Propionato de citronelilo
+ o-Bergamoteno 1441 tr tr tr 0,4+0,2 1,0+0,7 0,7+0,3
+ pCopaeno
42 a-Guaieno 1445 - - - - 0,8+0,5 0,9+0,6
43 6,9- Guaiadieno 1454 tr 1,9+0,7 1,07+0,02 0,9+0,8 8,5+0,4 6,0£0,9
44 4a,10a-Guaia-1(5),6-dieno - - - 0,61+0,04 - -
45 43104Guaia-1(5),6-dieno 1461 - - - - 0,9+0,6 0,6+0,2
46 Propanoato de nerilo 1469  tr 0,360,01 tr 0,76+0,07  1,840,2  0,41+0,01
+ a-Humuleno
47 allo-Aromadendreno 1474 1,3+0,3 tr tr 1,2+0,1 1,4+0,5 0,5+0,2
52 Germacreno D 1494 - - - - 4+1 3+2
53 Viridifloreno 1502 1,6+0,5 tr tr tr tr 0,5+0,4
54 Isobutanoato de geranilo
+ a-Muuroleno 1506 tr tr tr 0,9+0,3 241 0,8+0,2
+ Biciclogermacreno
56 pCadineno -~ 1524 tr 16£07  tr 1,05:0,03  tr 0,5+0,1
+ Butanoato de citronelilo
57 5Amorfeno 1527 1,440,3 tr tr 2,740,5 3,340,1 1,2+0,2
58 trans-Calameneno
+ Zonareno 1532 1,2+0,4 tr 1,1£0,4 2+1 tr 0,4+0,1
+ Furopelargona A
60 a-Calacoreno . 1555 tr tr tr 0802  tr 0,6+0,1
+ Butanoato de geranilo
67 Tiglato de 2-feniletilo
+ Compuesto oxigenado,
CisHO (N.I.) 1589 4,1+0.9 2,9+0,7 3,2+0,9 4+1 3,1+0,2 2,1+0,1
+ Espatulenol
68 L_S%"?'eram de geranilo 1598 2,0:0,0  29:0,8  1,20:002 2,305 32409  1440,8
xido de cariofileno
72 Valerato de citronelilo
+ Compuesto oxigenado, 1621 1,1£0,3 tr 0,37+0,03 0,6+0,2 tr 0,278+0,004
C15H2602 (Nl)
74 1-epi-Cubenol
+ Compuesto oxigenado, 1641 1,6+0,3 tr tr 1,0+£0,4 tr 0,4+0,1
C15H2402 (Nl)
75 y-Eudesmol 1646 0,6+0,1 0,6+0,7 - - - -
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77 Cubenol

+ epi-o-Cadinol 1657 23403 . ) ) . .
78 trans-Tiglato de citronelilo 1663 tr 0,5+0,1 tr 0,8+0,9 tr 0,7+0,1
81 iso-Caproato de citronelilo* 1681 1,8+0,2 3,2+0,8 tr tr tr 0,8+0,5
83 Compuesto oxigenado, " } ) ) ) )
CisHasO (N.I.) 1692 2,2+0,3
84 Tiglato de geranilo 1697 tr 2,5+0,7 0,9+0,5 2,2+0,8 3,2+0,9 tr
85 iso-Caproato de geranilo* 1713 - - tr 0,9+0,3 tr 0,4+0,4
91 Heptanoato de citronelilo - - - - - 0,1+0,1
94 iso-Heptanoato de geranilo* 1847 - - - 0,6+0,9 - 0,23+0,01
98 Octanoato de citronelilo* 1911 - 0,4+0,1 - - - -
100 Octanoato de geranilo* 1944 tr 2,840,2 - - - -
102 Compuesto oxigenado,
201 + + +
CrsH260 (N.I.) 010 tr 2,110,9 tr 2,31+0,09 tr 1,1+0,1
104 Tricosano 2333 48+10 21,5+0,5 32,8+0,9 21+3 - 28+1
105 a-Tocoferol 2385 - - - - - 0,8+0,1
106 z-lr\lldlrc))carburo ramificado, Cys 2482 ) 0,36:002 - ) ) 0,6£0,2
107 Heptacosano 2693 1,140,3 2,6+0,4 2,5+0,5 1,240,4 - 1,2+0,5
108 Octacosano 2825 4,7+0,9 0,5+0,1 -
109 Nonacosano 2987 5,1+0,9 12+2 30+3 10+2 - 1441

a Numero del pico en la Figura 34.

b Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

¢ Porcentajes calculados con base en las areas de los picos determinados en columna DB-5, promedio de tres extracciones.

ic -:-erﬁi?i.cado por espectrometria de masas, usando patrones de terpenos certificados.

* ldentificado tentativamente.

N.I. No identificado
En |la Tabla 16, se observa que los extractos obtenidos de material fresco de
12 meses de desarrollo vegetativo, presentaron un mayor contenido en
cuanto a grupo de compuestos caracteristicos de la especie bajo estudio, a
saber: citronelol (ca. 19%), geraniol (ca. 8%), hidrocarburos sesquiterpénicos
(ca. 28%), ésteres de citronelilo (ca. 14%) y de geranilo (ca. 12%). Ademas,
estos extractos presentaron alto contenido de iso-mentona (ca. 6%),
comparado con el obtenido por las otras técnicas utilizadas. Pero esta
tendencia no se observo para los extractos obtenidos para 6 y 9 meses de
desarrollo vegetativo de la planta, donde no se detectaron los alcoholes
monoterpénicos, citronelol y geraniol, y se aislé una baja cantidad de ésteres
monoterpénicos, junto con la presencia en proporciones considerables de
ceras cuticulares, que fueron reportadas por TAM et al. [139] y Hattab et al.
[140]. Dentro de los compuestos de las ceras cuticulares extraidas de P.
graveolens, por SFE, se encontraron tricosano, heptacosano, octacosano y

nonacosano.
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La composicion de los extractos obtenidos por SFE del material vegetal seco
presentd un mayor contenido de ceras cuticulares a los 12 meses (ca. 45%),
en comparacion con 9 meses (ca. 32%) y 6 meses (ca. 37%). Por otra parte,
se observé un aumento en el contenido de hidrocarburos sesquiterpénicos
con el desarrollo de la planta (5, 15, y 19%, a los 6, 9 y 12 meses,
respectivamente); las proporciones de alcoholes monoterpénicos (13, 10, y
16% a los 6, 9 y 12 meses, respectivamente) y ésteres monoterpénicos (17,
12y 16% a los 6, 9 y 12 meses, respectivamente) fueron similares en las tres

etapas de crecimiento.

Asi, las tres técnicas de extraccion utilizadas en el estudio permitieron
obtener informacién sobre la composicion quimica de los metabolitos
secundarios volatiles de hojas frescas y secas de la especie P. graveolens, y
observar que los perfiles cromatograficos de las fracciones volatiles
obtenidas por MWHD y SDE, fueron muy similares, mientras que los
extractos, obtenidos por SFE, presentaron alto contenido de hidrocarburos de
alto peso molecular (C,>23), y bajo contenido de monoterpenos volatiles, que
fueron extraidos, con mayor eficiencia, por las técnicas de MWHD y SDE.
Pero la técnica SDE fue mas eficiente para aislar monoterpenos oxigenados,

a excepcion del geraniol.

Estudios reportan la alta solubilidad de los monoterpenos en el CO,-SF, por
lo tanto, posiblemente, la ausencia o baja concentracion de éstos en los
extractos obtenidos por SFE no se deben a la separacion incompleta de
estos compuestos volatiles de la matriz herbacea, sino a la pérdida de éstos

con el CO; durante el proceso de despresurizacion [141].
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6.5.6 Incidencia del tiempo de extraccion sobre la composicion de AEs
obtenidos por MWHD de hojas frescas y secas de P. graveolens.

Existe amplio interés por la aplicacion de la radiacién de microondas para
inducir el calentamiento en procesos de hidrodestilacién para la obtencion de
aceites esenciales. En diversas aplicaciones se utiiza MWHD como una
alternativa a las técnicas convencionales, e.g. HD, destilacion agua/vapor.
Los principales beneficios de MWHD son la reduccion del tiempo de
extraccion [52, 82, 90], es un método relativamente econdémico, el unico
solvente utilizado es agua y se obtienen rendimientos altos en tiempos muy
cortos (5-30 min).

Se debe tener en cuenta que el tiempo de hidrodestilacion influye tanto sobre
la cantidad del AE producido, como sobre su composicion quimica. Ademas,
las muestras que alcanzan temperaturas cercanas a los 100°C, pueden
presentar cambios quimicos en sus componentes termolabiles, asi como
procesos colaterales indeseables, tales como la hidrdlisis de ésteres,
polimerizacidn de aldehidos o descomposicion de otros compuestos [3, 82,
90]. Por lo tanto, es importante determinar el tiempo de extraccion adecuado,
a fin de obtener AE de buena calidad en el menor tiempo posible y a un

precio de produccion mas bajo.

En esta investigacion se evaluaron la calidad, en términos de los compuestos
caracteristicos del AE de geranio, y el rendimiento de los AEs obtenidos por
MWHD durante 30, 60 y 90 min de hojas frescas y secas de P. graveolens,
recolectadas en los tres estados de desarrollo vegetativo. Los compuestos
identificados en la Tabla 17, se registraron en todos los AEs obtenidos sin
presentar marcado incremento ni disminucidon en sus cantidades relativas,
para los tres tiempos de extraccion, y para plantas en cada uno de los

estados su desarrollo.
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Tabla 17. Compuestos principales en los AEs aislados por MWHD, de hojas frescas y

secas de P. graveolens, a diferentes tiempos de extraccion.

Etapa de Cantidad relativa *, % (minutos)
compuesto desarrollo, 30 90
meses FRESCO SECO FRESCO SECO FRESCO SECO
cis-Oxido de rosa 6 0,8+0,1 tr 0,97+0,03 0,66+0,02 0,86+0,08 0,65+0,04
9 1,11£0,02 1,0£0,2 0,9+0,1 0,8+0,1 0,80+0,09 0,77+0,06
12 0,9+0,1 0,9+0,2 0,76+0,01 0,8+0,2 0,69+0,03 1,240,2
trans-Oxido de 6 0,45+0,06 0,33+0,04 0,52+0,03 0,35+0,001 0,43+0,04 0,3410,03
rosa 9 0,52+0,03 0,54+0,09 0,43+0,04 0,47+0,06 0,38+0,03 0,42+0,04
12 0,47+0,05 0,50+0,08 0,388+0,003 0,50+0,08 0,36+0,01 0,63+0,08
iso-Mentona 6 4,9+0,2 4,61+0,3 4,542+0,005 4,240,5 4,1+0,1 4,1+0,4
9 4,94+0,04 5,510,2 4,7+0,1 4,39+0,05 4,4+0,2 4,60+0,07
12 4,2+0,3 3,5+0,7 3,7+0,1 3,310,7 3,510,1 4,6+0,7
Citronelol 6 20,26+0,03 16,5+0,1 18,11£0,4 1611 16,7+0,4 14,8+0,6
9 16,8+0,3 18,1+0,7 13,91£0,3 15,6+0,6 14,1£0,7 15,7£0,3
12 171 1541 14,910,2 1311 13,8+0,6 1541
Geraniol 6 9,0£0,5 9,4+0,6 8,3+0,4 8,4+0,7 6,96+0,07 8,610,7
9 811 7,4+0,3 7,3+0,3 7,104 8,112 6,7+0,4
12 7,4+0,8 5,7+0,2 7,5+0,6 5,3+0,2 5,9+0,1 5,610,2
Formiato de 6 10,92+0,05 12,740,2 9,8+0,7 11,51£0,8 9,240,3 12,2+0,5
citronelilo 9 10,6+0,4 10,6+0,4 9,6+0,9 9,4+0,3 10£2 9,310,2
12 9,05+0,05 8+1 8,4+0,3 71 912 9+1
Formiato de 6 4,65+0,07 4,8+0,1 4,0+0,2 4,4+0,5 3,8+0,2 4,4+0,3
geranilo 9 4,03+0,06 4,36+0,05 3,840,2 3,8+0,1 3,740,2 4,0+0,2
12 3,37+0,09 3,0£0,2 3,2+0,1 2,840,2 2,89+0,06 3,2+0,2
6,9-Guaiadieno 6 6,37+0,06 8,0+0,6 6,736+0,004 7,833+0,009 7,2+0,1 8,1+0,3
9 7,37+0,06 7,2+0,2 7,6£0,2 7,2+0,5 7,7£0,5 8,1+0,3
12 7,0+0,6 5,8+0,6 7,4+0,2 6,4+0,6 7,610,5 6,9+0,6
2-Tiglato de fenil 6 3,6£0,1 3,08+0,06 3,79+0,08 3,27+0,06 3,80+0,06 3,25+0,06
etilo 9 3,5+0,2 3,7+0,1 3,2+0,2 4,0+0,2 3,8+0,1 3,510,2
12 3,6+0,2 4,31+0,6 3,6+0,1 3,91+0,6 3,240,2 3,19+0,6
Oxido de 6 1,68+0,04 1,0+0,4 1,7310,04 1,240,5 1,76+0,08 0,8+0,5
cariofileno 9 1,30+£0,09 1,60+£0,08 1,0£0,4 1,840,2 0,71+0,08 1,48+0,09
12 1,61+0,2 2,610,7 1,540,1 2,4+0,7 1,310,1 1,3+0,7
trans-Tiglato de 6 1,17+0,004 1,27+0,08 1,31+0,01 1,50,1 1,51+0,04 1,54+0,09
citronelilo 9 1,231+0,04 1,02+0,05 1,540,1 1,32+0,04 1,510,1 1,1910,06
12 1,08+0,06 1,2+0,3 1,18+0,07 1,3+0,3 1,08+0,09 0,8+0,3
Tiglato de geranilo 6 2,5+0,1 2,60,1 2,75+0,08 2,77+0,04 2,90+0,03 2,80%0,07
9 2,8+0,2 2,610,2 2,9+0,2 2,910,1 3,03+0,09 3,0+0,1
12 2,44+0,07 2,37+0,08 2,66+0,09 2,32+0,08 2,47+0,04 2,22+0,08

* Promedio de tres extracciones (n=3, o)
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Si bien, no se presentd una diferencia significativa en la composicién quimica
de los AEs de geranio, obtenidos de hojas frescas y secas, usando diferentes
tiempos de extraccion (Figura 35), se observo una ligera disminucion en la
cantidad de alcoholes monoterpénicos (35, 28 y 25%, a los 30, 60 y 90 min
de extraccién, respectivamente), particularmente, de la cantidad relativa de
los alcoholes, citronelol y geraniol, que se disminuié levemente con el
aumento del tiempo de extraccion, siendo éstos los compuestos que
imparten principalmente el olor caracteristico al AE de geranio. Se observo
aumento en la cantidad relativa (%) de hidrocarburos sesquiterpénicos (22,
24 y 25%, a los 30, 60 y 90 min de extraccion, respectivamente). Sin
embargo, los ésteres monoterpénicos y demas compuestos del AE no
presentaron variacion notable a medida que aumentaba el tiempo de

extraccion.

35

25
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Cantidad relativa, %

10

90n
60 min
30 min

H: Hidrocarburos ALS: Alcoholes sesquiterpénicos ETS: Eteres sesquiterpénicos
HM: Hidrocarburos monoterpénicos ADM: Aldehidos monoterpénicos ESM: Esteres monoterpénicos
HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos CM: Cetonas monoterpénicas ESA: Esteres aromaticos

HA: Hidrocarburos aromaticos CS: Cetonas sesquiterpénicas ACM: Acidos monoterpénicos
ALM: Alcoholes monoterpénicos ETM: Eteres monoterpénicos O: Otros compuestos

Figura 35. Distribucién por grupos funcionales de los compuestos presentes en AEs
y extractos de P. graveolens, obtenidos por MWHD, a diferentes tiempos de

extraccion.
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Por otra parte, en las Figuras 36 y 37, se muestran los rendimientos de los
AEs, obtenidos de hojas frescas y secas respectivamente, para los tres

tiempos de extraccion bajo estudio.
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Figura 36. Rendimiento de los AEs de P. graveolens obtenidos por MWHD

de hojas frescas, a diferentes tiempos de extraccion.

En la Figura 36, se evidencia que para las tres etapas de desarrollo
vegetativo analizadas no se presentd un cambio estadisticamente
significativo en el rendimiento del AE, obtenido de hojas frescas, con el
tiempo de extraccion. Tendencia similar se observé para el rendimiento del

AE de hojas secas, lo que se ilustra en la Figura 37.
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Figura 37. Rendimientos de los AEs de P. graveolens, obtenidos por MWHD

de hojas secas, a diferentes tiempos de extraccion.

En términos generales, la composicion quimica y el rendimiento de los AEs,
obtenidos de hojas frescas y secas, no fueron influenciados por el tiempo de
extraccién por MWHD. Por tal razon, se puede obtener AE de buena calidad,
en cuanto al contenido de sus componentes principales, a un tiempo de
extraccion de 30 min, ya que los tiempos mas largos implican costos

adicionales en el proceso de extraccion, e.g. costos en energia eléctrica
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6.6 ANALISIS CUANTITATIVO DE CITRONELOL Y GERANIOL,
PRESENTES EN AEs DE P. graveolens.

Los alcoholes monoterpénicos, citronelol y geraniol, presentes en AEs
obtenidos por MWHD, se cuantificaron mediante la técnica cromatografica de
estandarizaciéon externa, siguiendo el procedimiento descrito en la Seccién

5.7.2 de la Parte Experimental.

En la Tabla 18, se registran las concentraciones (g compuesto/kg de MV y kg
compuesto/ha MV) de citronelol y geraniol presentes en los AEs obtenidos
por MWHD, a diferentes tiempos de extraccion y en los diferentes estados de
desarrollo vegetativo, y se ilustran en las Figuras 38 y 39, respectivamente.
Las concentraciones se calcularon con base en los factores de respuesta
para cada uno de los alcoholes monoterpénicos segun el procedimiento
descrito en la Seccion 5.7.2 de la Parte Experimental. Las curvas de
calibracion y los factores de respuesta para cada componente cuantificado se

citan en el Anexo 4.

Tabla 18. Concentracion de citronelol y geraniol presentes en los AEs de

hojas frescas de geranio (P. graveolens), aislados por MWHD.

Concentracién (tiempo de extraccién)

EDV, : . :
Compuesto 30 min 60 min 90 min
meses
g/kg kg/ha g/kg kg/ha ag/kg kg/ha

Citronelol 6 1,29+0,02 18,0+0,3  1,1%0,2 1843 1,140,2 1743

9 1,440,3 23+1 1,440,2 23+1  1,15+0,07  22+1

12 1,240,3 27+2 1,0040,04  26+1 0,840,5 26+1
Geraniol 6 0,89+0,08 1244 0,84+0,07 12+1  0,75+0,02 10,5+0,7

9 0,9+0,1 17+3 1,1+0,1 2143 1,1+0,3 2145

12 0,8+0,1 18+4 0,8+0,4 1843 0,8+0,6 18+3

EDV: Estado de desarrollo vegetativo.
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Como se observa, los compuestos no exhibieron diferencias notorias en sus
concentraciones, al ser aislados con diferentes tiempos de extraccion y en
diferentes etapas de desarrollo vegetativo. Sin embargo, al estimar la
cantidad de compuesto presente por hectarea de geranio cultivado, se
encuentra que se alcanza la mayor produccion de citronelol y geraniol a los
12 meses de desarrollo de la planta, esto debido a que en esta etapa se
alcanza el rendimiento mas alto y la planta presenta mayor cantidad de

biomasa, como se registra en la Tabla 8.
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Figura 38. Concentracion de citronelol, determinada por GC-MS mediante
estandarizacién externa, en los AEs de hojas frescas de P. graveolens
aislados por MWHD, usando diferentes tiempos de extraccion y en distintos

estados de desarrollo vegetativo.
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Figura 39. Concentracion de geraniol, determinada por GC-MS mediante
estandarizacion externa, en los AEs de hojas frescas de P. graveolens
aislados por MWHD, usando diferentes tiempos de extraccion y en distintos

estados de desarrollo vegetativo.

6.7 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS AEs Y
EXTRACTOS DE P. graveolens, OBTENIDOS EN DIFERENTES
ESTADOS VEGETATIVOS, USANDO DISTINTAS TECNICAS DE
EXTRACCION Y LA DURACION DE MWHD.

Con el fin de presentar en una forma mas clara la influencia tanto del estado
de desarrollo vegetativo de la especie P. graveolens, como del método de
extraccion y tiempo de extraccion por MWHD, sobre la composicion quimica
de los AEs y extractos de geranio obtenidos, se llevo a cabo el analisis
estadistico de componentes principales (PCA, STATISTICA Version 6.0,
StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).
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Se empled una nomenclatura, para facilitar el manejo de la informacion en el

analisis estadistico que aparece a continuacion el la Figura 40.

Técnica de extraccion ‘\L J Tiempo de extraccion

MWHD -12-60
Estado de desarrollo vegetativo J

Figura 40. Nomenclatura empleada para analisis de PCA.

El resultado del analisis estadistico PCA, aplicado a las fracciones volatiles
de la especie P. graveolens obtenidas por MWHD, SDE y SFE, mostré que
aproximadamente el 80% de la informacién de los compuestos aislados en
las tres etapas de desarrollo vegetativo, puede ser representada por un
subespacio de dos coordenadas (componentes principales), construido con
base en la combinaciones lineales de las concentraciones relativas (Area
compuesto/Area estandar interno) de las familias de compuestos clasificadas
por grupo funcional en los diferentes AEs y extractos (Figura 33). En el
Anexo 5 (Tabla 1) aparecen las contribuciones de cada familia de

compuestos por grupo funcional a los Factores 1y 2.

El Factor 1 involucra el 71% de la informacion y esta representado
principalmente por los hidrocarburos (>C3) y el Factor 2 involucra el 11% de
la informacién y esta representado por las cetonas sesquiterpénicas (CS), los
alcoholes sesquiterpénicos (ALS), los hidrocarburos aromaticos (HA), los

éteres sesquiterpénicos (ETS) y otros compuestos oxigenados (O).

De acuerdo con la Figura 41, se observa la existencia de 2 grupos, a saber;
el grupo 1 esta conformado por los subgrupos A, que corresponde a los AEs
obtenidos a los 6 y 12 meses de desarrollo vegetativo de la planta y extraidos
a 30, 60 y 90 min, junto con los extractos obtenidos por SDE a los 12 meses

de desarrollo vegetativo; el subgrupo B, que corresponde a los AEs
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obtenidos por MWHD a los 9 meses de desarrollo de vegetativo y usando los
tres tiempos de extraccion; en el subgrupo C, en el cual se relacionan los
extractos obtenidos por SDE a los 6 y 9 meses; por ultimo, en el grupo 2, en
el que entran los extractos obtenidos por SFE, de plantas de geranio en las

tres etapas de desarrollo vegetativo.

1
MWHD-12t90;
MWH D-GiGO "

#* MWHD-6-90

3

1
l :
! 1
! 1
| * !
! MWHD-12-60 !
! 1
! 1
! MWHD-12-30 !
I ]
1
1
1

Factor 2: 11.52%
o
|
|
-
|
|
|
|
i
I

%)
u)
m
jun
[N}
E
]
|
|
|
|
|
|
I
]

| MWHD-9-90 1
. - '
IMWHD-9-60 !
! MWHD-9-30 '

Factor 1: 71.07%

Figura 41. Andlisis de componentes principales (PCA) de los compuestos
presentes en los AEs y extractos de Pelargonium graveolens, segun su
relacion “Area de compuesto/Area del estandar interno”, aislados por MWHD,
SDE y SFE, de plantas recolectadas en tres estados de desarrollo vegetativo,

variando los tiempos de extraccion por MWHD.
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En la Figura 41, el desplazamiento hacia la derecha corresponde a aquellas
muestras que presentan mayor contenido de hidrocarburos (>Cz3). Mientras
que altas concentraciones ésteres aromaticos, alcoholes monoterpénicos y
ésteres monoterpénicos generan un desplazamiento a la izquierda en el
grafico. Como era de esperarse, se observa un desplazamiento hacia la
derecha de los extractos obtenidos por SFE, ya que por el analisis de su
composicion, son los que presentaron hidrocarburos (ceras cuticulares). Los
desplazamientos hacia arriba en el Factor 2 estan relacionados con aquellas
muestras que tienen mayor contenido de cetonas sesquiterpénicas y los
desplazamientos hacia abajo con aquellas, que presentan el contenido de

aldehidos monoterpénicos mas alto.

Con el fin de apreciar de una forma mas clara la influencia tanto del estado
de desarrollo vegetativo de la especie P. graveolens, como del método de
extracciéon y tiempo de extraccion por MWHD, sobre la composicion quimica
de los AEs y extractos de geranio, se realizo el estudio mediante la técnica
de analisis de clusters, utilizando distancias euclidianas completas (Software
STATISTICA Version 6.0, StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

En el dendograma de cluster (Figura 42) se observa una relacidon entre las
técnicas MWHD y SDE mas cercana, que la obtenida con la técnica SFE. El
cluster 1 representa la relacion entre los AEs obtenidos a los 6 y 12 meses
de desarrollo vegetativo, mientras que el cluster 2 muestra la relacion entre
AEs obtenidos a los 9 meses. Por otra parte, los clusters 3 y 4 relacionan los

extractos obtenidos por SFE y SDE, respectivamente.
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Pelargonium graveolens (geranio)
Distancias Euclidianas de enlazamiento completo
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Figura 42. Dendograma de clusters de las familias de compuestos por grupo
funcional presentes en los AEs y extractos aislados por MWHD, SDE y SFE,
de P. graveolens, de plantas recolectadas en diferentes etapas de desarrollo

vegetativo.

En general, el analisis de componentes principales y clusters ha mostrado
similitud entre las técnicas de extraccion MWHD y SDE, de plantas
recolectadas en las tres etapas de desarrollo vegetativo y para los diferentes
tiempos de extraccion, mientras que se observaron diferencias entre éstos y
los extractos obtenidos por SFE, debido principalmente al alto contendido de

hidrocarburos presentes en los extractos, aislados por SFE.
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6.8ANALISIS POR GC-MS DE LOS AEs Y EXTRACTOS DE P.

graveolens

Los metabolitos secundarios aislados de las hojas frescas y secas de P.
graveolens en diferentes estados de desarrollo vegetativo, fueron
identificados empleando indices de retencion de Kovats, calculados en
columnas polar y apolar, para lo cual se utilizaron patrones de hidrocarburos
lineales (C10—Cg25), y los espectros de masas (MS) obtenidos por impacto de
electrones (70 eV), los cuales fueron comparados con los reportados en la
literatura [132], y analizados “manualmente” con base en su patrén de
fragmentacion. Los espectros de masas, obtenidos experimentalmente de los
componentes presentes en los AEs y extractos, fueron comparados con los
de las bibliotecas, a saber: NBS75K, WILEY7n, NIST 2002, ADAMS. A
continuacion, se presentan algunos espectros de masas tipicos de

compuestos caracteristicos de la especie P. graveolens.

«rCitronelol. El espectro de masas del citronelol, componente mayoritario
identificado en los AEs y extractos, de hojas de P. graveolens, se presenta
en la Figura 43. Las rutas de ionizacién disociativa de este alcohol
monoterpénico, segun el espectro de masas (70 eV, El), se muestran en el
Esquema 1. La ruptura alilica a partir del ion molecular en m/z 156 (12%),
conduce a la formacion del fragmento, pico de base, en m/z 69 (100%), el
cual tras la pérdida de una molécula de eteno, da origen al catién alilo en m/z
41 (66%). La pérdida de agua, a partir del ion molecular, origina el ion en m/z
138 (22%), el cual produce los fragmentos en m/z 55 (45%) y m/z 82 (62%),
tras sufrir la ruptura alilica. El fragmento en m/z 138, sufre un reordenamiento
de hidrégeno para generar los iones en m/z 123 (46%), m/z 109 (30%) y m/z
95 (66%), por eliminacién sucesiva de los radicales metilo, etilo e isopropilo,
respectivamente. El catién-radical en m/z 82, por pérdida de hidrégeno, da

origen al fragmento en m/z 81 (67%).
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Figura 43. Espectro de masas del citronelol (El, 70 eV).
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Esquema 1. Rutas de fragmentacion del citronelol.
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&R Geraniol. Este alcohol monoterpénico, isémero del nerol, y precursor del
geranial, presenta en su espectro de masas ion molecular en m/z 154, de
intensidad muy baja (2%), como se observa en la Figura 44. Las rutas de
ionizacidon disociativa del geraniol se ilustran en el Esquema 2. El ion
molecular por eliminacion del radical metilo, conduce a la formacion del ion
en m/z 139 (5%), el cual da origen al fragmento en m/z 111 (10%),
igualmente, éste, por pérdida de agua, origina el cation-radical en m/z 136
(4%), el cual, por sucesiva eliminacidon de los radicales isopropilo y metilo,
genera los fragmentos en m/z 93 (16%) y m/z 121 (9%), respectivamente. El
ion m/z 69 (100%), pico de base, se forma por ruptura alilica a partir del ion
molecular, que por subsiguiente eliminacion de una molécula de eteno, da

origen al cation alilo en m/z 41 (47%), como se muestra en el Esquema 2.
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Figura 44. Espectro de masas del geraniol (El, 70 eV).
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Esquema 2. Rutas de fragmentacion del geraniol.

& Formiato de citronelilo. Uno de los ésteres de citronelilo, presente en
AEs y extractos de P. graveolens es el formiato de citronelilo, que tiene un
espectro de masas (Figura 45), con el ion molecular en m/z 184 (2%), el cual
por pérdida de una molécula de HCOOH, después de un reordenamiento de
hidrégeno, tipo McLafferty intramolecular, da origen al ion en m/z 138 (47%),
y éste, a su vez, por eliminacion del radical metilo, genera el fragmento en
m/z 123 (63%).
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Figura 45. Espectro de masas del formiato de citronelilo (El, 70 eV).

Las rutas de ionizacién disociativa del formiato de citronelilo, se presentan en
el Esquema 3. La ruptura alilica del cation-radical en m/z 138, origina el ion,
pico de base, en m/z 69 (100%), que al eliminar una molécula de eteno,

forma el cation alilo en m/z 41 (55%).

Otros iones importantes se originan en m/z 95 (32%) y en m/z 109 (47%), a
partir del fragmento en m/z 138, por eliminacion de los radicales isopropilo y
etilo, respectivamente, después de un reordenamiento de hidrégeno. Los
fragmentos en m/z 82 (52%) y en m/z 55 (45%), se forman por ruptura alilica

a partir del ion en m/z 138.
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Esquema 3. Rutas de fragmentacion del formiato de citronelilo.

R Tiglato de geranilo. El espectro de masas del tiglato de geranilo, otro de
los ésteres caracteristicos de la especie P. graveolens, se muestra en la
Figura 46, y sus rutas de fragmentacion se ilustran en el Esquema 4. El ion,
pico de base, en m/z 83 (100%) se genera por ruptura «, a partir del ion
molecular en m/z 236, de muy baja intensidad (1%). Por eliminacién de una

molécula de CO, el pico de base, origina el fragmento en m/z 55 (33%).
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Intensidad, %

El ion molecular en m/z 236, después de un reordenamiento de hidrégeno,
tipo McLafferty intramolecular, conduce a la formacioén del fragmento en m/z
136 (28%), el cual sufre la ruptura alilica, dando origen al catiéon en m/z 69
(81%) vy, por sucesiva eliminacion de una molécula de eteno, se forma el
cation alilo en m/z 41 (31%). La eliminacion de moléculas neutras a partir del
fragmento en m/z 136, produce los iones en m/z 93 (59%), m/z 68 (51%), m/z

121 (38%) y m/z 80 (27%), asi como se ilustra en el Esquema 4.
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Figura 46. Espectro de masas del tiglato de geranilo (El, 70 eV).
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Esquema 4. Rutas de fragmentacion del tiglato de geranilo.
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Intensidad, %

® 6, 9-Guaiadieno. EI principal representante de los hidrocarburos
sesquiterpénicos en los AEs y extractos obtenidos de P. graveolens, es el
6, 9-guaiadieno, cuyo espectro de masas se ilustra en la Figura 47. Las
rutas de ionizacidon disociativa para este sesquiterpeno se muestran en el
Esquema 5. Este metabolito presenta en su espectro de masas un ion
molecular de intensidad media en m/z 204 (41%), el cual por eliminacion del
radical metilo, conduce a la formacién del ion en m/z 189 (22%), que por
sucesiva eliminacion de una molécula de propeno, origina el fragmento en
m/z 147 (31%), éste, tras sufrir ruptura g, después de un reordenamiento de
hidrégeno, produce el ion, pico de base, en m/z 105 (100%).
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Figura 47. Espectro de masas del 6,9—guaiadieno (El, 70 eV).

La disociacion del ion en m/z 189, con pérdida de una molécula C4Hsg,
después de un reordenamiento de hidrégeno, da origen al fragmento en
m/z 133 (30%), con subsiguiente pérdida de una molécula C;H;, se forma el

ion en m/z 107 (25%). El fragmento en m/z 161 (70%), surge de la
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eliminacion del radical propilo (M-C3H7)*, por sucesiva eliminacion de una
molécula de propeno, después de un reordenamiento de hidrogeno, se
origina el fragmento en m/z 119 (60%), el cual conduce a la formacion del

ion en m/z 91 (38%), por pérdida de una molécula C;Hj.
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Esquema 5. Rutas de fragmentacion del 6,9—guaiadieno.
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Intensidad, %

& cis-Oxido de rosa. Eter monoterpénico ciclico, al cual se le atribuye una
nota olfativa a rosas del AE de geranio, presenta en su espectro de masas,
un ion molecular en m/z 154, de intensidad media (12%), el cual, por
eliminacién del radical metilo, forma el ion, pico de base, en m/z 139 (100%),
que por sucesiva pérdida de la molécula C4Hs, da origen al fragmento en m/z
83 (20%). La ruptura « del ion molecular, produce el ion en m/z 69 (39%), y
el fragmento en m/z 85 (10%). El espectro de masas del cis-6xido de rosa, se
presenta en la Figura 48. Las rutas de ionizacién disociativa de este éter

monoterpénico se muestran en el Esquema 5.
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Figura 48. Espectro de masas del cis—6xido de rosa (El, 70 eV).
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1.

7. CONCLUSIONES

El rendimiento del AE de P. graveolens, depende del estado de desarrollo
vegetativo de la planta. Se encontrd, que a los 12 meses de crecimiento
de la planta, se obtuvo la cantidad de AE mas alto (0,24%). Rendimientos
mas bajos se alcanzaron para 6 y 9 meses, 0,12 y 0,15%,
respectivamente. Se alcanza mayor produccion de AE por hectarea a los
12 meses (55,2 kg/ha), que corresponde también a la mayor cantidad de

biomasa producida (23 ton/ha).

. Los metabolitos secundarios volatiles y semivolatiles de la planta de

Pelargonium graveolens, se aislaron utilizando técnicas destilativas
(MWHD) y extractivas (SDE y SFE). La caracterizacion e identificacion
quimica de los AEs y extractos de P. graveolens se realizaron usando
criterios cromatografico (lx, tr de sustancias patron) y espectroscépico
(El, 70 eV).

Se identificaron positivamente 113 compuestos (>0,03%) en las
fracciones volatiles, aisladas por MWHD y SDE. Para ambos métodos de
extraccion, los oxigenados constituyeron la mayor fraccion (30-40%),
seguida de la de los hidrocarburos sesquiterpénicos (21-29%). Dentro de
los monoterpenos oxigenados, los mayoritarios fueron los alcoholes
citronelol (11-24%) y geraniol (4-8%). 6,9-Guaiadieno fue el compuesto
mayoritario (6-8%), en el grupo de los hidrocarburos sesquiterpénicos. Se
detectaron ésteres de citronelilo (14-17%), de geranilo (9-14%) y 6xidos
de rosa (ca. 1,5%). Los extractos aislados por SFE, en los cuales se
determinaron alrededor de 74 compuestos (>0,2%), se caracterizaron
principalmente por el alto contenido de hidrocarburos (C.,>23). En la

Tabla, que aparece a continuacion, se reportan los grupos de
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compuestos principales presentes en los AEs de la especie bajo estudio,

en funcién del estado de desarrollo vegetativo de la planta:

Cantidad relativa (%), estado de desarrollo

Compuestos mayoritarios vegetativo (meses)

6 9 12
Oxidos de rosas 1,49 1,33 1,15
iso-Mentona 4,54 4,67 3,74
Citronelol 18,14 13,88 14,92
Geraniol 8,35 7,34 7,45
Esteres de citronelilo 16,24 17,59 15,82
Esteres de geranilo 12,89 11,97 11,07
6,9—Guaiadieno 6,74 7,59 7,35
Relacién citronelol:geraniol 2,21 1,9:1 2:1
Rendimiento (% p/p) 0,12+0,01  0,15+0,01 0,24+0,02
Biomasa por planta (g) 519 724 836
kg AE/ha 16,8 28,5 55,2

La composicién quimica de los AEs de geranio fue poco afectada por el
estado de desarrollo de la planta y tiempo de extraccion del material
vegetal de MWHD. El numero de componentes permanecio constante en
los AEs aislados de material vegetal de 6, 9 y 12 meses de desarrollo; se

presentan solo pequefas variaciones en sus concentraciones.

Se observo un ligero aumento del citronelol (ca.18%) a los 6 meses de
desarrollo del geranio, en comparacién con su contenido en plantas de 9 y
12 meses, i.e. 14 y 15%, respectivamente. Para geraniol, no se observan
variaciones estadisticamente significativas para los tres estados
vegetativos analizados, tanto para material vegetal fresco y como para
seco. Se obtuvieron 18, 22 y 26 kg de citronelol por hectarea, a los 6, 9 y
12 meses de desarrollo vegetativo de la planta, respectivamente; 12, 21 y
18 kg de geraniol por hectarea, a los 6, 9 y 12 meses de desarrollo de la

planta. La calidad del AE de geranio (Pelargonium graveolens) de este
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estudio, en términos de la proporcion de citronelol:geraniol y la cantidad de
los compuestos mayoritarios, no fue “afectada” por el estado de desarrollo
vegetativo de la planta y tampoco fue influenciada por el tiempo de
extracciéon de MWHD.

4. El proceso de secado del material vegetal permite su mejor manipulacion
y no afecta la composicion de los AEs y extractos. Esto es favorable para
los cultivadores ya que, si el cultivo se encuentra alejado de la destileria,
se puede recoger la cosecha, almacenarla bajo condiciones adecuadas y

extraer el AE posteriormente, sin que la calidad de éste se vea afectada.
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8. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta la variabilidad de la composicion de los AEs de geranio
reportada en la literatura, en cuanto a diferentes origenes geograficos, se
sugiere continuar el estudio de la especie, modificando las localidades su
cultivo en Colombia (altitud, suelo, temperatura, efc.), con el fin de encontrar
las mejores condiciones de adaptabilidad de la especie, analizando la

calidad del AE obtenido y la produccion de biomasa.
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ANEXO 1. IX Congreso Colombiano de Fitoquimica, Pereira del 8 al 11 de
mayo de 2007.
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INFLUENCIA DEL METODO DE EXTRACCION Y EPOCA DE
RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL SOBRE LA COMPOSICION Y
RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL Y EXTRACTOS DE LA ESPECIE

Pelargonium graveolens

D. L. Mendivelso, M. C. Olivares, J. R. Martinez & E. E. Stashenko*

Laboratorio de Cromatografia, CIBIMOL, Centro de Excelencia CENIVAM,
Universidad Industrial de Santander, Carrera 27 calle 9. Bucaramanga,
Colombia.

Tel: 57(7)6456737, Fax: 57(7)6358210. e-mail: elena@tucan.uis.edu.co

Resumen

El propdsito de la presente investigacion fue la determinaciéon de la
composicién quimica de los metabolitos secundarios presentes en el geranio,
Pelargonium graveolens, aislados en diferentes épocas de recoleccion del
material vegetal mediante tres métodos de extraccion: hidrodestilacion
asistida por la radiacion de microondas (MWHD), destilacién-extraccion con
solvente simultanea (DES) y extraccion con fluido supercritico (SFE), de
hojas frescas y secas de la planta y posterior andlisis de los aceites y
extractos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). Los componentes mayoritarios encontrados fueron Citronelol,
Geraniol, Mentona, Formiato de citronelil y ademas se presenta cis y trans -

Oxido de rosa.
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COMPOSICION QUIMICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES DE
Pelargonium graveolens, EN FUNCION DEL METODO DE EXTRACCION Y EPOCA DE
RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

RESUMEN

En la presente investigacion se¢ estudid la composicién quimica de los metabolitos
secundarios voldtiles aislados del geranio, Pelargonium graveolens, en diferentes
épocas de recoleccion del material vegetal mediante dos técnicas de extraccion:
hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas (MWHD) y destilacion-
extraccion con solvente simultdnea {SDE), Las fracciones volitiles se analizaron por
cromatografia de¢ gases acoplada a cspectrometria de masas (GC-MS). Los
componentes mayoritarios encontrados fueron citronelol, geraniol, isomentona,
formiato de citronelilo, ademds, se detectaron cis- y trans - 6xidos de rosa.

PALABRAS CLAVES: Pelargonium graveolens, geranio; aceite esencial; citronglok
geraniol

ABSTRACT

Secondary volatile metabolites from geranium (Pelargonium graveolens), at different
harvesting times, were isolated using two extraction techniques: simultaneous
distillation-solvent extraction (SDE) and microwave-assisted hydrodistillation
(MWHD). The chemical composition of volatile fractions was determinated by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS, EL 70 eV). The main
components identified were citroneilol, geraniol, isomenthone, citronellyl formate and
cis- and trans- rose oxide.

KEYWORDS: Pelargonium graveolens, Geranium; Essential oil; Citronellol;
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Geraniol,

1. INTRODUCCION

La especie Pelargonium graveolens pertenece a la
familia =~ Geraniacea. Es un arbusto perenne,
aproximadamente de 60-90 cm de altura. Sus hojas son
altamente arométicas y con olor intenso y concentrado a
rosas. Se cultiva bien en climas tropicales y
subtropicales y en una amplia variedad de altitudes [1, 2].
Diversos estudios han mostrado que el aceite de geranio
contiene como constituyentes mayoritarios citronelol
(19.3-40.2%) y geraniol (6.5-18.4%) [24]
Industrialmente ¢s ampliamente utilizado en perfumeria y
cosmética como sustituto de la esencia de wsas [3]. El
aceite presenta propiedades antiespasmoliticas [5] y
antioxidantes [6),

En el presente estudio, se analizé la influencia del
método de cxtraccion y tiempo de crecimiento de la
planta sobre ¢l rendimiento y la composicion de los
metabolitos secundarios voldtiles de la especie P.
graveolens.

2. CONTENIDO

2.1 Material vegetal

Las hojas de P. graveolens fueron recolectadas en dos
ctapas de crecimiento de la planta (6 meses y 12 meses)
de un cultivo experimental ubicado en la Universidad
Industrial de Santander (Santander, Colombia). La
identificacién taxonémica se realizd en Herbario
Fecha de Recepeidn: 15 Febrero de 2007

Fecha de Acentacion: 12 Marzo de 2007

Nacional Colombiano (COL, Bogotd). Los pliegos
testigo de cada planta guedaron almacenados de la
siguicnic manera: Pelargonium graveolens (N° COL
517186).

2.2 Extraccién

Los aceites esenciales (AEs) se aislaron por MWHD,
segin procedimiento descrito en [7], de hojas frescas
(200g) finamente picadas. La extraccion se llevd a cabo
por un periodo de 60 min (3x20min) empleando un
equipo de destilacién tipo Clevenger con reservorio de
destilacion Dean-Stark y adaptacién para calentamiento
por radiacién de microondas, a través de un horno de
microondas convencional LG, modelo MS-1242ZK, con
una potencia de salida de 800 Vatios y frecuencia de
radiacién de 2.5 GHz

Los extractos fucron obtenidos por SDE, la cual se llevd
a cabo en un equipo Likens-Nickerson modificade a
microescala [8]. Se utilizaron 10 g de material vegetal
finamente picado y diclorometano (grado analitico) como
solvente de extraccion. El periodo de extraccién fue de
90 min.

Los AEs y extractos s¢ sccaron con sulfato de sodio
anhidro. A una alicuota de cada AE (50 pL) v a los
extractos previamente concentrados se adiciond patrén
interno (n-tetradecano, 1 pL); éstos se aforaron con
diclorometano hasta un volumen final de 1 mL, para su
posterior andlisis cromatogrifico,
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2.3 Anilisis cromatogrifico

El andlisis se llevé a cabo por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en un
equipo Agilent Technolagies 6890 Plus (HP, Palo Alto,
California, EE.UU), acoplado a un detector selectivo de
masas Agilent Technologies MSD 5973 (EI, 70 V). Se
utilizaron columnas capilares de silice fundida, DB-5MS:
5%-fenil-poli(dimetilsiloxano), 60 m x 0.25 mm (di) x
0.25 pm (d9 y DB-WAX: poli(etilenglicol), 60 m x 0.25
mm (di) x 025 pm (d9, con programacion de
temperatura inicial del horno de 45°C (5 min) hasta
250°C (5 min), con rata de calentamiento de 5°C/min.
Los indices de retencién fueron obtenidos usando datos
de GC de una serie homéloga de hidrocarburos aliféticos
saturados entre C10 y C25, analizados en la misma
columna y bajo las mismas condiciones usadas en el
andlisis GC para las muestras. La identificacién de los
compuestos presentes fue realizada por comparacion de
los espectros de masas con las bases de datos NBS 73K,
WILEY 138K, ADAMS 2004 y NIST 2002 y por
comparacion de los indices de retencion de Kovits
reportados en la literatura [9].

2.4 Resultados y discusién

Los AEs presentaron color verde oscuro traslicido y se
caracterizaron por un pronunciado olor a rosas y un
cardicter dulce. El rendimiento del accite esencial fue de
0.11% (6 meses de crecimiento) y de 0,25% (12 meses
de crecimiento). En la Tabla 1. se registran los
compuestos mayoritarios presentes en las fracciones
volatiles de P. graveolens y sus cantidades relativas (%),
observindose que predominan los monoterpenos
oxigenados, seguido de los sesquiterpenos oxigenados.
En los AEs obtenidos en las dos etapas de crecimiento de
Ia planta, 6 y 12 meses, ¢l compuesto presente en mayor
cantidad es el citronelol, 17.89% y 1592%,
respectivamente; al igual que en los extractos (21,46% y
19,06%).

C I 6 meses 12 meses
Tinalol 10011103 L16 151 0,4 290
cis-oxidode  MI31114 099 202 081 227
1058
ranséxido de 11301132 054 097 042 097
rosa
isomentona UMN 454 826 3: 545
citronlol 12331236 1789 2146 1592 1906
geraniol 12541260 742 487 691 6,60
formisto de 12751278 9,17 1059 882 88l
citronelilo
formisto  de 12991301 391 315  3M 239
geranilo
39-guiadieno  1453-1455 674 654 803 692
germacreno-D  1494-1495 282 215 4,04 288
meﬁl 1589-1590 384 428 400 491
<E->tightode 16631664 132 118 132 090
citronelilo
tigto  de 1697-1698 269 213 293 201
geranilo

 In= indices de retencion de Kovits determinados experimentalmente en
nna colimna DB-SMS: 5%-fenilnoli (dimetilsiloxano).
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Tabla 1. Composicién quimica de los metabolitos secundarios
volatiles obtenidos de Pelargonium graveolens obtenidos por
diferentes técnicas de extraccion y en diferentes etapa de
crecimiento de la planta.

3. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las fracciones voldtiles obtenidas por las diferentes
técnicas de exiraccion fueron ricas en citronelol el cual es
un alcohol terpénico con intenso olor a rosas de gran
interés en la industria perfumistica y cosmética, ademds
esta presente el geraniol utilizado en la industria quimica
para la sintesis de citronelol, citral, acetato de geranilo y
otros compuestos de interés perfumistico.

La composicion quimica relativa de aceites y extractos
obtenidos por MWHD y por SDE fue similar en las dos
etapas de crecimiento, el SDE fue el método mds efective
para aislar monoterpenos oxigenados, a excepcién del
geraniol.

La proporcion citronelol:geraniol es un parimetro a tener
¢én cuenta para determinar la calidad del AE dc geranio,
para los AEs obtenidos a los 6 y 12 meses de crecimiento
de la planta fueron (2,4:1) y (2,3:1) respectivamente, poi
lo cual se podria decir que tiene caracteristicas similares
al producido en China.
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Anexo 3. MS, Ik y tr de patrones de terpenos certificados.
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Anexo 3-Figura 1. Espectro de masas del a-pineno obtenido por EI (70 eV):

A. Patron certificado de a-pineno; B. MS del a-pineno presente en el AE de

P. graveolens.

Anexo 3-Tabla 1. Tiempo de retencién e indices de Kovats del a-pineno.

tr (DB-5, 60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
a-Pineno 17,37 17,34 939 935 933
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Anexo 3-Figura 2. Espectro de masas de la 6-metil-5-hepten-2-ona obtenido

por El (70 eV): A. Patrén certificado de la 6-metil-5-hepten-2-ona;

B. MS de

la 6-metil-5-hepten-2-ona presente en el AE de P. graveolens.

Anexo 3-Tabla 2. Tiempo de retencion e indices de Kovats de la

6-metil-5-hepten-2-ona.

6-Metil-5-hepten-2-ona

Compuesto

tz (DB-5, 60 m)

I, (t° program.)

Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado esencial [132] certificado esencial
19,64 19,62 986 989 986
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Anexo 3-Figura 3. Espectro de masas del p-cimeno obtenido por El (70 eV):
A. Patron certificado del p-cimeno; B. MS del p-cimeno presente en el AE de

P. graveolens.

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

tr (DB-5, 60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado esencial
p-Cimeno 21,46 21,43 1025 1030 1029
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Anexo 3-Figura 4. Espectro de masas del limoneno obtenido por El
(70 eV): A. Patrén certificado de limoneno; B. MS del limoneno presente en

el AE de P. graveolens.

Anexo 3-Tabla 4. Tiempo de retencion e indices de Kovats del limoneno.

tr (DB-5, 60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
Limoneno 21,63 21,63 1029 1034 1034
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Anexo 3-Figura 5. Espectro de masas del linalool obtenido por El (70 €V):
A. Patrén certificado de linalool; B. MS del linalool presente en el AE de P.

graveolens.

Anexo 3-Tabla 5. Tiempo de retencion e indices de Kovats del linalool.

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
Linalool 24,53 24,50 1097 1103 1102
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Anexo 3-Figura 6. Espectro de masas del citronelal obtenido por El (70 eV):

A. Patrén certificado de citronelal; B. MS del citronelal presente en el AE de

P. graveolens.

Anexo 3-Tabla 6. Tiempo de retencion e indices de Kovats del citronelal.

tr (DB-5, 60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
Citronelal 26,56 26,59 1153 1154 1155
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Anexo 3-Figura 7. Espectro de masas del citronelol obtenido por EI (70 eV):

A. Patron certificado de citronelol; B. MS del citronelol presente en el AE de

P. graveolens.

Anexo 3-Tabla 7. Tiempo de retencion e indices de Kovats del citronelol.

tz (DB-5, 60 m)

I, (t° program.)

Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
Citronelol 29,56 29,64 1223 1231 1235
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Anexo 3-Figura 8. Espectro de masas del neral obtenido por El (70 eV):
A. Patréon certificado de neral; B. MS del neral presente en el AE de P.

graveolens.

Anexo 3-Tabla 8. Tiempo de retencion e indices de Kovats del neral.

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
Neral 29,91 29,95 1235 1241 1245
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Anexo 3-Figura 9. Espectro de masas del geraniol obtenido por El (70 eV):

A. Patron certificado de geraniol; B. MS del geraniol presente en el AE de P.

graveolens.

Anexo 3-Tabla 9. Tiempo de retencién e indices de Kovats del geraniol.

tr (DB-5, 60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
Geraniol 30,31 30,34 1253 1253 1254
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Anexo 3-Figura 10. Espectro de masas del geranial obtenido por El (70 eV):

A. Patron certificado de geranial; B. MS del geranial presente en el AE de P.

graveolens.

Anexo 3-Tabla 10. Tiempo de retencién e indices de Kovats del geranial.

tz (DB-5, 60 m)

I, (t° program.)

Compuesto Patrén Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado  esencial
Geranial 30,94 30,96 1267 1270 1275
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Anexo 3-Figura 11. Espectro de masas del acetato de geranilo obtenido por

El (70 eV): A. Patron certificado de acetato de geranilo; B. MS del acetato de

geranilo presente en el AE de P. graveolens.

Anexo 3-Tabla 11. Tiempo de retencion e indices de Kovats del acetato de

geranilo.
tr (DB-5, 60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patréon Aceite
certificado esencial [132] certificado esencial
Acetato de geranilo 35,09 35,05 1381 1379 1377
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Anexo 3-Figura 12. Espectro de masas del 6xido de cariofileno obtenido por
El (70 eV): A. Patrén certificado de 6xido de cariofileno; B. MS del 6xido de

cariofileno presente en el AE de P. graveolens.

Anexo 3-Tabla 12. Tiempo de retencion e indices de Kovats del 6xido de

cariofileno.
tr (DB-5, 60 m) I, (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado esencial [132] certificado esencial
Oxido de cariofileno 42,27 42,24 1583 1601 1598
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Anexo 4. Curvas de calibracion
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Curva de calibracion citronelol

192



Method F:\BCITRONELOLMBCITROMELOLBAJO.M

Calibracién b-Citronelol - Nivel bajo

Calib. Data Modified = 1871072007 11:12:46 a.m.
Calculate = Area Percent

Rel. Reference Window : 0.000 %

Abs. Reference Window : 0.080 min

Rel. Neon-ref. Window : 0.000 %

Abs. Non-ref. Window : 0.080 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Uncalibrated Peaks not reported

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

Curve Type H Linear

Origin H Forced

Weight d Egual

Recalibration Settings:

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

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

Signal 1:

RetTime Lvl Amount Area Amt /Area Ref Grp Name
[min] Sig [ppm]

------- == == ==m—m e een e e | s m———m e | me s | = | e ————
47.000 1 86.00000 .10216e6 1.685562-5 b-Citronelol

1 5

2 214.00000 2.14172e7 9.99195e-6
3 429.00000 4.75394e7 9.02410e-6
4 643.00000 8.30452e7 7.74277e-6
5 B857.00000 1.10632e8 7.74642e-6
6 2143.00000 2.4446%9e8 §.76594e-6
7 4285.00000 4.94966e8 8.65716e—-6

Peak Sum Table

***No Entries in table***

GC-06 October 19, 2007 2:52:27 p.m. Elena Stashenko -UIS
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Method F:\BCITRONELOLABCITRONELOLBAJO.M

Calibration Curves

0.99960
6HL8T737.3317/0

Area - o - | b—-Citronelol at exp. RT: 47.000
E = I
: it &
| . Correlation:
4E8L‘ Residual sStd. Dev.:
1 Formula: y = mx
3E8 | 6 m: 115800.75654
5 + X: Amount [ppm]
2E8 | y: Area
; | al
L=
H J12+'
H 0 ut i
4] 2000 4060

Amount[ppm}

GC-06 October 19,

2007 2uoZir2d *pla.,

Elena Stashenke -UIS
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Method F:\BCITRONELCLABCITRONELOLALTO.M

Calibration Tabkle

Calibracién b-Citronelol - Nivel alto

Calib. Data Modified Friday, 19 19e Cctober 19a 2007 11:37:28 a.wm.
Calculate 2 Area Percent

Rel. Reference Window : 0.000 3

Ibs. Reference Window : 0.080 min

Rel. Non-ref. Window : G.000 %

Abs. Non-ref. Window 0.080 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Uncalibrated Peaks = not reported

Partial Calibration z Yes, ldentified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: Mo, only for identified peaks

Curve Type = Linear

Origin g Ignored

Weight b Equal

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

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

Signal 1:
RetTime Lwvl Amount Area Amt/Area Ref Crp Name
[min] Sig [ppm]

——————— e et Bttt Bt el I B R

2%.500 1 7 4285.00000 4.94966e8 B.65716e-6 b-Citronelol
8 6428.00000 §.20545=8 1,035862-5
9 8570.00000 7.36%66e8 1.16288e-5
10 1.28550e4 9.32554e8 1,37847e-5
11 1.71400e4 1.09445e9 1.56609%e-5
12 2.57100ed4 1.41200e9 1.82082e-5

1,

13 4.28500e4 -87024e5 2, 29115e-5

Peak Sum Table

***No Entries in tablex+~*

GC-06 October 1%, 2007 2:52:14 p.m. Elena Stashenko -UIS Fage
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Method F:A\BCITRONELOLNBCITRONELOLALTO.M

Calibration Curves

; Ama{ .7 b-Citronelsl at exp. RT: 29.500
: ] o
17589 2 12 . Correlation: Q.92090 R
1.589 . ’ ‘Residual Std. Dev.: 713647%0.491089
1.25E9 = 12 Fermula: v = mx + b
i w0 = ‘ m: 35324.16150
1B9 = g + 1 \ b: 4.78456e8
7.5E8 - 8+ X: Amount [ppm]
_ Z+ v: Area
2,568 5 :
o . c—]
Q 20000 40000 i
_ Amount[ppm] v |

SC-06 October 19, 2007 2:52:14 p.m. Elena Stashenks -UIS
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Curva de calibracioén geraniol
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Method G:\GERANIOL\GERANIOLBAJO.M

Calibracidn Geraniol - WNivel bajo

Calib. Data Modified : 11/10/2007 04:48:24 p.m.
Calculate 8 Area Percent

Rel. Reference wWindow 0.000C %

Abs. Reference Window 0.080 min

Rel. Non-ref. Window 0.000 %

2bs. Non-ref. Window : 0.080 min

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

Partial Calibraticon E Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks
Curve Type " Linear

Origin E Forced

Weight i Equal

kRecalibration Settings:
Average Response E Average all calibrations
Average Retention Time: Floating Average New 75%

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

Signal 1:
RetTLime Lvl Amount Area Amt /Area  Ref Grp Name
[min] Sig [ppm]

3 440.00000 3:97
4 £59.00000 7.048x1e7
5 879.00000 8.83468e7

Ama“ GERANIOCL at exp. RT: 30.390

+
8E7 8 Correlation: 0.99861
7E7 + Residual Std. Dev.: 3208064.01773
4 Formula: y = mx
6E7 m: 100783.48724
5E7 ®: Amount {ppml
3 y: Area

4E7 =
3ET

2 2
ZET | E
1E7 1

a
a 500
Amaunt[ppm
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Method G:\CERANIOL\GERANICLALTC.M

Calibracidn Geranicl - Hivel alto

Calib. Data Modified E 11/10/2007 04:51:50 p.m.
Calculate E Area Percent

Rel. Reference Window : 0.000 %

&bs. Reference Window : 0.080 min

Rel. Non-ref. window : 0.000 %

Abs. Non-ref. Window 0.080 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Uncalibrated Peaks 3 not reperted

Partial calibration : Yes, ldentified peaks are recalibrated
Correct B1l1 Ret. Times: No, cnly for ildentified peaks
Curve Type R Linear

Origin : Igneored

Weight g Equal

Recalibration Settings:

Average Response : Average all calibrations
Average Hetention Time: Floaring Average MNew 75%

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

Signal 1:

RetTime Lwvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
fmin] Sig {ppm]
——————— D P P e E L G E P
30.3%0 1 5 2198.00080 1.8B625=8 1.16525e-5 GERANTOL
7 4385.00000 3.12306=8 1.4072Be-4
8 65492.00000 4.496C4eld  1.46640e-4
9 8790.00000 5.62042e0 1.5623%4e-05
10 1.31850e4 7.08642e8 1.86C6Ce-5
12 1.753G0cd  7.98271e8  2.202260-5
lz 2.637C0=4 1.1572 D T ]
1% 4 1 ey 5
1 Warnings or Errors
Warning : Cal. table open and changed while report was generated.

Peak Sum Tabkle
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Methed G:\GERANIOL\GERANIOLALTO.M

Wl
ol

Area . .3580
13
1.75E9 Correlation: 0.%%8812
Residual Std. Dev.: 54973948.99361
589 Fermula: y = mx + b
12560 mr  41292.66915
§ T, b: 1.35908e8
1ES 1 12 x: Amount [ppm]
10 vy: Area
7.0E8 - g 1
o
5ES8 7
2568 87
0
0 20000 40000
__Amountinpm]_ =
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Anexo 5. Contribucion a los factores en el analisis PCA.
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Anexo 5-Tablal. Contribuciones a los componentes principales de las
familias de compuestos por grupo funcional presentes en los AEs y extractos
aislados por MWHD, SDE y SFE, de P. graveolens en diferentes etapas de

desarrollo vegetativo.

Familia de Familia de
Factor 1 Factor 2
compuestos compuestos

H 0,634021 CS 0,733495

CS -0,248801 ALS 0,492402

HA -0,736677 HA 0,402600
ETM -0,767363 ETS 0,298139
ADM -0,815580 0] 0,291758
ALS -0,833886 ESA 0,026445

HM -0,878375 ALM -0,039886
ETS -0,888249 ETM -0,041433

CM -0,892637 H -0,086195

0 -0,904575 HS -0,136753

HS -0,951426 ACM -0,154426
ACM -0,963167 ESM -0,160033
ESM -0,963813 HM -0,253470
ALM -0,981500 CM -0,432504
ESA -0,986658 ADM -0,473804

HM: Hidrocarburos monoterpénicos, HS: Hidrocarburos sesquiterpénicos, HA: Hidrocarburos
aromaticos, H: Hidrocarburos, @ ALM: Alcoholes monoterpénicos, ALS: alcoholes
sesquiterpénicos, ADM: aldehidos monoterpénicos, CM: cetonas monoterpénicas, CS:
cetonas sesquiterpénicas, ETM: Eteres monoterpénicos, ETS: Eteres sesquiterpénicos,
ESM: Esteres monoterpénicos, ESA: Esteres aromaticos, ACM: Acidos monoterpénicos, O:
Otros compuestos oxigenados.
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