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RESUMEN:

TITULO: ANALISIS DE LA COMPOSICION QUIMICA Y DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
ACEITES ESENCIALES DE 2 QUIMIOTIPOS DE Lippia alba (Mill.) N.E.Br., EN FUNCION DE
LAS CONDICIONES DE EXTRACCION Y SECADO DE LA PLANTA.*

Autor: German Augusto Gomez Rios**

Palabras clave: Lippia alba, aceite esencial, hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas
(MWHD), secado en horno, analisis de componentes principales (PCA), actividad biolégica.

La especie Lippia alba, familia Verbenaceae, ha sido de gran interés por la diversidad de los
metabolitos secundarios volatiles presentes en sus aceites esenciales, y la variedad de usos
botanicos y etnofarmacologicos.

En el presente estudio se realizé un analisis comparativo de la composicién quimica de los AEs de
los quimiotipos “Carvona” y “Citral” de Lippia alba, en funcién de diferentes condiciones de secado
de la planta en horno (tiempo y temperatura), y su extraccion (tiempo) por hidrodestilacion asistida
por la radiacion de microondas (MWHD), y su incidencia sobre el rendimiento y la actividad
biolégica de los AEs obtenidos.

Los AEs fueron caracterizados por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC-MS). Los compuestos mayoritarios identificados en los AEs del quimiotipo “Citral” son:
geranial, neral, geraniol, trans-B-cariofileno y nerol, y para el quimiotipo “Carvona son: carvona,
limoneno, biciclosesquifelandreno, piperitona y piperitenona. EI aumento de la temperatura y el
tiempo de secado estan relacionados con el incremento en el rendimiento de los AEs de ambos
quimiotipos de Lippia alba. A mayor tiempo de extraccion para hojas frescas del quimiotipo “Citral”,
incrementd el rendimiento de los AEs. En ambos quimiotipos disminuyd el contenido de sus
componentes principales a medida que aumentaba el tiempo de extraccion para plantas frescas.
Conforme aumentd el tiempo y temperatura de secado, se observé un acrecentamiento en el
contenido de neral y geranial, y la disminucion de nerol y geraniol. No hubo efecto significativo de
la temperatura y duraciéon del secado sobre la composicion quimica de los AEs del quimiotipo
“Carvona”.

Los AEs del quimiotipo “Citral” fueron activos contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, y
epimastigotes y promastigotes de Trypanosoma cruzi y Leishmania chagasi, respectivamente. Los
AEs del quimiotipo “Carvona” no fueron téxicos en células VERO.

*Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Directores: Elena Stashenko, Jairo René Martinez.



ABSTRACT:

TITLE: ANALYSIS OF THE CHEMICAL COMPOSITION AND THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF
THE ESSENTIAL OILS FROM 2 CHEMOTYPES OF Lippia alba (Mill.) N.E.Br., DEPENDING AS
A FUNCTION OF EXTRACTION AND DRYING CONDITIONS.*

Author: German Augusto Gomez Rios**

Key Words: Lippia alba, essential oil, microwave assisted hydro-distillation (MWHD), oven drying,
principal components analysis (PCA), biological activity.

The Lippia alba species, of the Verbenaceae family, have received great attention because of the
diversity of their volatile secondary metabolites, and the wide range of biological and
ethnopharmacological uses.

Essential oils (EOs) of the “Carvone” and “Citral” chemotypes, were obtained under different oven
drying conditions (temperature and time) and extraction times (microwave assisted hydro-
distillation). The composition, extraction yield and biological activities of these oils were
compared.

The EOs were characterized by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The
main compounds identified in the “Citral” chemotype oils were: geranial, neral, geraniol, trans-3-
caryophyllene and nerol. Those found in the “Carvone” chemotype were: carvone, limonene,
bicyclosesquiphellandrene, piperitone and piperitenone. The increase in drying temperature and
time were related to the boost in the yield from both Lippia alba chemotypes. Higher extraction
times led to higher yields from fresh leaves of the “Citral” chemotype. For fresh leaves of both
chemotypes, the main component concentrations decreased when longer extraction times were
used. The increase in drying time and temperature resulted in higher concentrations of neral and
geranial, and lower concentrations of nerol and geraniol. No significant effect was observed on the
“Carvone” chemotype EOs composition, when drying time and temperature were varied.

The “Citral” chemotype EOs have showed inhibitory activity against Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, and epimastigotes and promastigotes of Trypanosoma cruzi and
Leishmania chagasi, respectively. The “Carvone” chemotype EOs were not toxic towards VERO
cells.

*College thesis
**Science Faculty, School of Chemistry. Directed by Elena Stashenko, Jairo René Martinez.
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INTRODUCCION

El concepto de biodiversidad hace referencia a la cantidad y variedad de los
organismos vivos que hay en el planeta, y que han sido el resultado de 3 mil
millones de anos de evolucion. Sin embargo, el menosprecio del hombre hacia
ella, y el avance de la ganaderia, los cultivos ilicitos y la ignorancia del pueblo
hacia estos recursos naturales, demuestran una situacion patética en Colombia,
siendo nuestro pais el segundo mas rico del mundo en diversidad biolégica, que
cuenta con mas de 55.000 especies vegetales, de las cuales una tercera parte son
endémicas [17, 77]. Ademas, los recursos biolégicos han sido y seran
fundamentales para el desarrollo de la humanidad, puesto que son la fuente de
nuestra alimentacion y de muchos bienes y servicios que nos mantienen y

garantizan el desarrollo y el bienestar econémico y social.

Valiéndose del concepto de diversidad biolégica, el Centro Nacional de
Investigacion de Excelencia para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Aromaticas Tropicales, CENIVAM, auspiciado por COLCIENCIAS, se presenta
como un grupo multidisciplinario encaminado al estudio de especies aromaticas y
medicinales promisorias, para el desarrollo competitivo y sostenible de la
agroindustria de esencias, extractos y derivados naturales en Colombia, que
busca una solucién viable para las comunidades campesinas, colonos
involucrados en los cultivos ilicitos y directa o indirectamente en el narcotréfico,
que buscan un auge idéneo del campo, los microempresarios interesados en
invertir en agroindustria, el sector farmacéutico que requiere nuevos principios
activos para el tratamiento de enfermedades tropicales, teniendo en cuenta la
poca iniciativa de las multinacionales en encontrar y producir medicamentos en
paises en desarrollo, y la concepcidn de nuevos campos de accion para los

profesionales en Colombia, el progreso de la agroindustria en nuestra
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nacion, rama que en la actualidad es un piidn mas en el motor de la economia

global.

Por ello, es importante recordar como los aceites esenciales, mezclas de
componentes volatiles productos del metabolismo secundario de las plantas [14],
han sido importantes en el desarrollo integral del comportamiento humano, y
aunque en ocasiones, éstos se encuentren imperceptibles a la vista, siempre han
llevado una intima relacién con el hombre, de tal forma, que reconocer la virtud de
un aroma se convirtio en un principio que determind su habitat, su conducta e
incluso sus costumbres. El sabor y el olor de una planta se convirtieron en piezas
fundamentales y detonantes del desarrollo cultural de diferentes etnias, tal como lo
datan los primeros testimonios escritos en India, Arabia, Persia y Grecia, entre
otros, que demostraron sus conocimientos en el cultivo de plantas aromaticas, su
rudimentaria produccién, asi como su valor agregado Yy religioso, evidenciados en

diferentes apartes del Antiguo Testamento [92].

El desarrollo en la producciéon de aceites esenciales ha sido constante desde el
siglo XVI, inicialmente, con técnicas que distan mucho de las tecnologias actuales,
pero que desde entonces no han cesado en la investigacion para la obtencién de
nuevas fragancias y distintos métodos de extraccibn para obtener mejores
rendimientos [92]. Paralelamente a estos avances, se desarrollaron otras tres
ramas de esta industria; las dos primeras corresponden al fraccionamiento y
caracterizacion; esta ultima, inici6 con el planteamiento de hipotesis sobre la
naturaleza de las sustancias que componian estas mezclas y la forma de
separarlas para conseguir su identificacion. Fue precisamente J. J. Houton, quien
en 1818 detectd por primera vez la relacion carbono/hidrégeno del aceite de
trementina, aunque no fue hasta 1887 cuando O. Wallach senté las bases sobre
los mismos y su clasificacion [39, 60, 92]. A partir de entonces, las investigaciones
de los aceites esenciales se han centrado en la separacién e identificacion de sus

compuestos.
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Una tercera rama se desarrollé en ocasiones por casualidad y en otros casos por
multiples experimentos, como los de Arnald de Villanova (1235-1311) con sus
“aguas destiladas de propiedades curativas” en la Edad Media, o, Paracelsus von
Hohenheim (1493-1541), quien ratificé el uso de sustancias vegetales y propuso
como principal objetivo para la farmacia, su caracterizacion [53, 92]. Y aunque
como fuente medicinal nacié del conocimiento tradicional empirico, que incluso
hoy la poblacion mundial utiliza como preparados de plantas y/o extractos
naturales para el tratamiento de problemas de salud [14, 53, 89], el descubrimiento
de estas cualidades de las plantas abrié un amplio abanico de posibilidades a la
industria farmacéutica, hacia la busqueda de los compuestos responsables de las

mismas.

El presente trabajo hace parte de la linea de investigacion sobre aceites
esenciales del Laboratorio de Cromatografia del Centro de Investigacion en
Biomoléculas, CIBIMOL, de la Universidad Industrial de Santander y del Centro de
Investigacion de Excelencia, CENIVAM, sobre especies promisorias tropicales y
potencialmente aplicables a la extraccién de AEs, en este caso, la especie Lippia
alba (Mill.) N.E.Br, conocida popularmente como “Pronto alivio”, un subarbusto
aromatico, de hasta 2 m de altura, que se distribuye desde el Caribe Mexicano,
pasando por el Amazonas, hasta Argentina. Sin lugar a dudas, ha sido una
especie de gran interés, por diferentes razones, entre ellas se encuentran: la
diversidad en los metabolitos secundarios volatiles presentes en sus aceites
esenciales [56, 89, 119-124] tales como la carvona, el limoneno, el citral y el
linalol, entre otros, los cuales presentan un alto valor agregado, por su amplio uso
en la industria cosmética; y son los que han definido los diferentes quimiotipos de
la planta, es decir, individuos de una misma especie botanica, que son idénticos
morfologicamente, pero poseen diferente composicion quimica de sus metabolitos
secundarios, y que dependen de condiciones genéticas, geobotanicas y agricolas
de cultivo[11, 14, 53, 56]. Ademas de la variedad de usos etnomédicos, e.g. como

sedante, emenagogo y antiespasmodico, se suman los resultados de actividad
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bioldgica hasta ahora reportados, tanto para los aceites de Lippia alba, como para
algunos de sus componentes [14, 44, 51, 56, 89], lo cual los hace bastante

atractivos para la industria farmacéutica.

Por ello, cumpliendo con el compromiso del Centro de Investigacidn, previamente
ha adelantado otros trabajos sobre esta especie, a saber: el estudio del aceite
esencial y de los aspectos fisiologicos en diferentes etapas de su crecimiento bajo
tres niveles de luz [39]; la evaluacién de la actividad antioxidante [60, 124]; el
estudio de los aceites esenciales de 14 plantas de Lippia alba provenientes de
diferentes regiones del pais [80, 121, 123]; el efecto del acero inoxidable y el
cobre, materiales de construccion usados en dos destiladores a escala piloto,
sobre la composicion quimica de los aceites esenciales de dos quimiotipos de
Lippia alba [80], y la incidencia de la edad de las hojas de dos quimiotipos de
Lippia alba sobre la composicion quimica de sus aceites esenciales, obtenidos en
destiladores a escala piloto [80, 122]; ademas, se ha participado en los congresos
nacionales e internacionales, y se ha reportado sobre los tres quimiotipos
Colombianos de Lippia alba, “Carvona”, “Citral”’ y el “hibrido” “Carvona-Citral” [121-
123]. Estas investigaciones hacen del presente trabajo un fragmento importante
para cumplir con los objetivos de CENIVAM respecto a las investigaciones sobre
esta especie, ya que se ha dirigido hacia el estudio comparativo de la composicion
quimica de los aceites esenciales de los quimiotipos “Citral” y “Carvona” de Lippia
alba, en funcién de diferentes condiciones de secado de la planta en horno
(tiempo y temperatura), y su extraccion (tiempo) por hidrodestilacion asistida por
radiacion de microondas, MWHD (sigla en Inglés), y su incidencia sobre el

rendimiento y la actividad bioldgica de aceites obtenidos.

Para los aceites esenciales obtenidos, se evaluaron diferentes ensayos de
actividad bioldgica por los grupos de investigacidon adscritos al Centro de
Excelencia, CENIVAM, tales como: pruebas de citotoxicidad en Artemia

franciscana, por el grupo de Quimica Computacional y Ambiental, de la
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Universidad de Cartagena; actividad citotéxica en células Vero (MTT), actividad
anti-Leishmania chagasi en promastigotes y actividad anti-Trypanosoma cruzi en
epimastigotes, por el Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales,
CINTROP, de la Universidad Industrial de Santander; actividad antibacterial contra
Salmonella gallinarium, Salmonella tiphymurium, Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus por el grupo de Polifenoles,
de la Universidad Tecnologica de Pereira; actividad antimicotica contra Candida
albicans, Candida krusei y Candida parapsilosis, por el grupo de Infeccion vy

Cancer, de la Universidad de Antioquia.

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron encontrar buenas
condiciones para las extracciones de los aceites esenciales de los quimiotipos
“Citral” y “Carvona” de la especie Lippia alba (Mill.) N.E.Br., bajo un sistema de
secado controlado. Por ello, se proyecté a contribuir al desarrollo y fortalecimiento
de la naciente industria de AEs de Lippia alba en Colombia, cumpliendo con los
criterios de sostenabilidad ecoldgica, econdmica y social [96, 116], que les
permitira tanto a los campesinos como a los productores de aceites esenciales
satisfacer las exigencias de Buenas Practicas de Manufactura y Calidad en los
mercados nacional e internacional, con una distribucion justa y equitativa de los

beneficios que se derivan de dicha produccion.

El trabajo de 170 paginas contiene 6 capitulos, 22 tablas, 52 figuras y 6
esquemas. Los resultados parciales de ésta investigacion han sido presentados en
congresos nhacionales [122, 123] e internacionales [121]. Conciencias y el
Laboratorio de Cromatografia de la UIS financiaron el presente estudio, que forma

parte de las investigaciones desarrolladas en CENIVAM.
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1. ESTADO DE ARTE

1.1 GENERALIDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES

1.1.1 Definicion

El aceite esencial es una mezcla de componentes volatiles producto del
metabolismo secundario de las plantas, compuesto generalmente por terpenos y
compuestos oxigenados, que asociados 0 no a otros componentes, generan en

conjunto el olor vegetal [14].

1.1.2 Composicion quimica

Como parte del intrincado metabolismo de las plantas, las esencias abarcan una
gama muy variada de constituyentes, normalmente asociados a los mono- y
sesquiterpenos; aparecen también en su composicién ésteres, alcoholes, acidos
grasos, alcaloides, cumarinas, esteroides, derivados bencénicos, hidrocarburos
lineales, y, cada vez mas, una heterogénea variedad de compuestos
heterociclicos a medida que se avanza en el conocimiento de su composicion [11,
14, 53, 127]. Esta riqueza estructural se acrecienta aun mas si se considera la
reconocida especificidad isomérica en toda biosintesis natural, algo mucho mas

complejo de lograr por sintesis quimicas tradicionales.

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 composicion
quimica [14]. Por tanto, siendo los AEs parte del metabolismo de una planta, su

composicidon quimica esta constantemente en cambio, modificandose las
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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 [11, 14, 53].

Ademas, por ser de origen natural, la composicion quimica de los aceites es
inconsistente, y depende, entre otras, de las siguientes variables: la edad de la
planta y su estado fenoldgico, el método de extraccion (e.g. hidrodestilacion,
arrastre con vapor, etc.), su duracién y la temperatura empleada, el estado y
procedencia de la planta (fresco, seco, fermentado, tipo de tratamiento
postcosecha), y las condiciones geobotanicas (clima, altitud, tipo de suelo,
pluviosidad) y agricolas de su cultivo (fertilizantes, abonos y pesticidas) [14, 24,
69, 120, 124, 138]. 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
estos y el medio (e.g. la luz, la temperatura, presencia de enzimas, los

componentes del material en el cual se almacenan, etc.) [14].

En resumen, 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 [14], y con
grandes diferencias en cuanto a sus caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas

y de costos.

1.1.3 Biogénesis de los aceites esenciales

1.1.3.1 Metabolitos secundarios: Consisten en una amplia y variada seleccién
de compuestos organicos producidos por las plantas, los cuales aparentemente no
tienen una funcion directa en el crecimiento y desarrollo de éstas, pues no se ha
encontrado una relacién entre los metabolitos secundarios y los diferentes
procesos de fotosintesis, transporte de solutos, respiracién, sintesis de proteinas,

asimilacion de nutrientes, y la diferenciacion de carbohidratos, lipidos y proteinas
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[11, 127]. Sin embargo, los metabolitos secundarios han demostrado tener
importantes funciones ecolégicas en las plantas, tales como: servir de atrayentes
para polinizadores y animales dispersores de semillas, asi como mecanismos de
defensa (aleloquimicos) contra herbivoros, microbios patégenos, por sus
actividades antifungica y antibacterial, y la relacibn con otros vegetales
(alelopatia). Esta defensa, sin lugar a dudas, ha hecho parte de cambios
evolutivos en las rutas metabdlicas, creando compuestos que no fueran
excesivamente toxicas 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 seleccidn natural continuaran
existiendo [11, 35, 127]. Desde el punto de vista fisiologico, y gracias a su alta
volatilidad, pueden actuar como reguladores del potencial hidrico evitando la
deshidratacion. Esta funciéon podria explicar lo diverso de su localizacion y su

posible variacion durante un ciclo fenoldgico [92].

Otra disimilitud importante, es que 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 [127].

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 dividirse basicamente, segun su estructura
en 3 grupos quimicos, a saber: terpenos o terpenoides, fenoles y sus derivados
fenilpropanoides, y alcaloides [11, 127]. En la Figura 1 se ilustran en forma
simplificada las rutas que envuelven la biosintesis de los metabolitos secundarios

y su relacion con el metabolismo primario.
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Figura 1. Principales rutas en la biosintesis de metabolitos secundarios de plantas

y su relacion con el metabolismo primario.
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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, glicositicos, bajo dos rutas metabdlicas ampliamente
estudiadas, i.e. la ruta del acido mevaldnico y/o la ruta del metileritiol fosfato

(MEP, por sus siglas en Inglés, Methylerythritol phospate).

La estructura basica que compone a los terpenos son las unidades de isopreno
(CsHg), y los terpenos se clasifican dependiendo del numero de unidades
isoprénicas que contengan. Por ejemplo, los monoterpenos se caracterizan por
presentar 10 atomos de carbono y, por lo tanto, dos unidades de isopreno.
Presentan gran variabilidad de hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y otros

compuestos oxigenados que, en conjunto, engloban muchos isbmeros, no solo
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funcionales, sino también de posicién y geométricos. Estan considerados como
una de las familias mas grandes de productos naturales. Se han identificado como
productos del metabolismo secundario de los vegetales, aunque no exclusivos de
ellos [11, 92, 127].

Los sesquiterpenos, por otra parte, se caracterizan por poseer 15 atomos de
carbono y, por tanto, tres unidades de isopreno. Aparecen ampliamente
distribuidos en la naturaleza, se encuentran en los aceites esenciales, al igual que
los monoterpenos, pero con mayor frecuencia que éstos en hongos, plantas no
vasculares e incluso en algunas bacterias como Streptomyces [11, 92, 118, 127].
Este grupo presenta gran variabilidad natural, en la cual se pueden encontrar
hidrocarburos, alcoholes, cetonas y sus derivados, ésteres, glicosidos y alcaloides
sesquiterpénicos. Aunque se les han atribuido diversas funciones como hormonas
vegetales (acido abscisico o fitoalexinas) y como antibiéticos de origen fungico, al
igual que los monoterpenos, pueden actuar como alelopaticos [11, 66, 92, 127].
Ademas, no son metabdlicamente inertes, se sintetizan y catabolizan rapidamente
con papel dindmico en el metabolismo vegetal. La produccion y la acumulacién de
este tipo de compuestos, en cantidades considerables, suelen estar relacionados
con la presencia de estructuras secretoras especializadas [92, 127]. Por otra parte,
los sesquiterpenos, al contar con una unidad de isopreno mas que los
monoterpenos, presentan una mayor plasticidad en su construccién, que se
traduce en una mayor variabilidad estructural y funcional. Ademas, la presencia de
isbmeros geomeétricos de posicidon u oOpticos es mucho mayor. Debido a esta
plasticidad y segun el numero de anillos de la molécula, los sesquiterpenos se

pueden agrupar en aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos y tetraciclicos.

Los diterpenos son otra gran familia de terpenoides que, segun las circunstancias,
pueden aparecer en los aceites esenciales junto con los monoterpenos vy
sesquiterpenos. Se trata de compuestos con 20 atomos de carbono (cuatro

unidades de isopreno), por lo que su peso molecular es superior al de
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monoterpenos y sesquiterpenos, y su volatilidad es mucho mas baja. Sus
caracteristicas moleculares y estructurales dificultan la extraccion de los mismos.
Por este motivo no suelen considerarse componentes del aceite volatil, porque no

todos los diterpenos se extraen, y los extraidos no lo son al 100% [92, 118, 127].

1.1.4 Propiedades fisico-quimicas: Se les llaman “aceites esenciales” (AEs) por
su apariencia fisica y consistencia, que es bastante parecida a los aceites
vegetales o de cocina. El olor de un aceite esencial no es el mismo que el de una
planta viva; ésto se debe principalmente a la diferencia de volatilidad y solubilidad
de los componentes de la fragancia, a los factores metabdlicos de la planta, y a la

ubicacion en los tejidos de la misma [14].

Los AEs son generalmente liquidos a temperatura ambiente, incoloros cuando
estan puros y frescos, pero se colorean cuando se exponen al aire. Poseen una
densidad menor que la del agua, excepto algunas esencias como la de clavo. En
general, son volatiles y una de sus principales caracteristicas es la inestabilidad
frente a la luz y el oxigeno, a la presencia de oxidantes, reductores, medios con
pH extremos, o trazas de metales que puedan catalizar reacciones de
descomposicién. Esta inestabilidad, que resulta un problema para la conservacion
y formulacién de las esencias, es también un factor determinante en su utilizacion
como precursores en la sintesis organica fina y para la fabricacion de polimeros
[14, 53].

En cuanto a sus solubilidades, tienen la particularidad de que si bien son solubles
en medio no polar (son mas liposolubles cuanto mayor contenido de hidrocarburos
terpénicos tengan), también suelen tener alta solubilidad en etanol, lo que es
ampliamente explotado en la elaboracion de fragancias y extractos

hidroalcohdlicos para las industrias farmacéutica y cosmética [14, 53, 63, 69].
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Otra propiedad intrinseca de los AEs es la refraccion de la luz polarizada, la cual
es aprovechada para su control de pureza, puesto que cada aceite presenta un
indice de refraccion caracteristico. Ademas, los AEs presentan un poder rotatorio
particular debido a que algunos de sus compuestos quimicos son Opticamente
activos, permitiendo el uso de este parametro como un estandar en la evaluacion
de la calidad de los AEs.

1.1.5 Aplicaciones: Todos los dias, sin saberlo, estamos haciendo uso de algun
producto o material derivado de aceites esenciales. Es por tal razén que los
aceites esenciales tienen dos grandes mercados, a saber: la industria de sabores
y fragancias, gracias a las caracteristicas organolépticas de esencias, y la
posibilidad de su uso como materia prima en quimica sintética. El reconocimiento
de una estructura quimica, como generadora de una propiedad organoléptica, es
la guia para que otras estructuras similares sean explotadas, buscadas o
modificadas para lograr el mismo efecto, con una posible ventaja comparativa [14,
53, 69].

Otras importantes aplicaciones de esencias son: en la industria cosmética, para la
elaboracién de perfumes, pastas dentifricas, cremas, unguentos, etc.; en la
industria licorera, como saborizantes, y aromatizantes en la industria tabacalera;
en la industria alimenticia, como saborizantes, colorantes, aromatizantes en
bebidas, sopas, adobos, asi como en concentrados y piensos animales, etc.; en
quimica farmacéutica, como principios activos, saborizantes, colorantes; en
veterinaria, como repelentes de insectos, antisépticos, etc.; en la industria de aseo
y limpieza, como aromatizantes de productos para pisos, bafios, cocinas,
limpiavidrios y ambientadores de autos, etc., ademas, se reconoce su importante
uso en medicina terapéutica y aromaterapia, en inhalaciones, nebulizaciones,

bafnos de inmersion, entre otros [14].
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1.2 SECADO 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 operacidén representa una de las mejores alternativas de estabilizacién y

conservacion del material vegetal [14, 19, 63].

1.2.1 Objetivos

Los principales objetivos del secado son:

¢ Inhibir la destruccién enzimatica, fendbmeno que puede alterar sustancialmente
la calidad del material vegetal por descomposicion de sus componentes. Sin
embargo, debe estar claro que el secado inhibe el proceso enzimatico pero no
lo elimina; por lo tanto, al re-hidratarse la planta, el proceso puede
restablecerse;

e 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 oxidacién generadas por las fenol-oxidasas presentes en las
plantas;

e Reducir fletes, costos de embalaje y almacenaje;

e Reducir tiempos y costos de destilacion, cuando el material va a ser empelado

para este fin;

Para conservar las plantas, es indispensable reducir la actividad enzimatica en
ellos, y para ello, se reduce el contenido acuoso hasta valores que corresponden a
una humedad entre 5 y 14%, segun cada caso. Normalmente, las plantas en la
cosecha presentan humedades superiores al 70%, por lo que es necesario
encontrar medios eficientes de secado, que no perjudiquen la calidad del material
vegetal, ni reduzcan el contenido de componentes volatiles presentes en el mismo
[14, 19, 63].
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1.2.2 Parametros del secado: La eleccién del método de secado depende,
fundamentalmente, de la calidad de producto que se quiere lograr, de los medios
economicos disponibles, y de las condiciones climatologicas estimadas. De alli la
importancia de elegir un momento 6ptimo para la cosecha, cuando la calidad del
producto lo permite, con el fin de aprovechar el momento de menor contenido
hidrico en los tejidos celulares, o dias de baja humedad relativa del ambiente [14,
19].

Los parametros mas importantes que se deben tener en cuenta para optimizar un

sistema de secado son:

e Tipo de producto: las semillas y raices tienen mucho menor contenido de
humedad (70-75%), comparado con las frutas y flores (75-85%), y su
estabilidad suele ser mucho mayor.

e Tamafio del material vegetal: cuando las partes del material vegetal a secar
son muy pequefas, deben emplearse sistemas que otorguen una gran
superficie de evaporacion y, a su vez, el producto debera dispersarse sobre
una capa mucho mas fina, facilitando el secado de los estratos inferiores.

e Grado de homogeneidad: se refiere a la dimensién y la calidad del material a
secar. En ocasiones, los tallos pueden obstaculizar el paso del aire de secado,
retardando el proceso para las hojas e inflorescencias. En estos casos es
apropiado hacer un zarandeo del material vegetal y secar las partes por
separado.

o Estabilidad de los principios activos: cuando el material posee una esencia muy
volatil (e.g. eucalipto), el proceso se hace critico, y para llegar a la humedad
final requerida, puede ser mejor prolongar el proceso, pero usando aire menos
caliente. Es probable apreciar variaciones en la calidad del AEs en materiales
desecados, debido, tal vez, a la descomposicién de los terpenos oxigenados,

originalmente presentes en la planta en forma de glicésidos.
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¢ Influencia de la luz en la estabilidad vegetal: normalmente, para la obtencién de
un buen producto, es necesario trabajar con bajos niveles de luminosidad,
evitando asi el factor luminico como un generador de descomposiciones del
producto.

e Higiene del secadero a utilizar: se debe hacer todo lo posible para que las
instalaciones de secado no sean utilizadas para diferentes materiales
vegetales a la vez, evitando asi la contaminacién cruzada.

e Costo de instalacién: que sera funcion de las dimensiones, la tecnologia

elegida, y de la infraestructura aprovechable [14].

1.2.3 Variables del secado: Las variables que por norma regulan el proceso de
secado son: la circulacién del aire secante, para lo cual es comun hacer que el
aire caliente transite de abajo hacia arriba, por donde sale, aprovechando su
menor densidad respecto al aire frio. EI manejo del aire desecante, que puede
dejarse que circule libremente o puede ser forzado y orientado con ventiladores.
Las tomas de salida y entrada de aire caliente. La temperatura del aire de secado
es un factor muy importante, pues aunque se ha visto que al aumentar la
temperatura del aire secante en unos 10 °C, el tiempo de secado se reduce a la
mitad, normalmente la temperatura usada es menor de 50 °C por razones de
estabilidad del producto [14, 16, 133], y puede trabajarse en un sistema isotérmico
o programado (30-50 °C). El flujo masico o caudal de aire secante: la ubicacion del
material a secar, pues es fundamental estimar el espesor adecuado de capa del
material, y es conveniente también, separar las partes gruesas (raices o tallos) de
las finas (flores) si es posible. Aunque no siempre es posible o econémicamente
viable, el movimiento del material a secar, en contracorriente con el aire
desecante, acelera en forma notable todo el proceso. El objetivo consiste en
transportar el material de una zona mas humeda a una zona mas seca, 0 a una
zona mas caliente. Esta rotacion puede realizarse en forma sencilla, revolviendo
manualmente o automaticamente el material en una bandeja o cama de secado. El

tiempo de secado, que puede variar entre 8 y 20 dias (dependiendo del material
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vegetal) [14] y de 30 min a 16 h cuando se hace con aire forzado [14, 133].
También se deben tener en cuenta la humedad final exigida, valor que
normalmente oscila en el intervalo de 8-15%, y la humedad ambiente, sobre todo,

cuando se realizan procesos de secado en sombra.
1.2.4 Humedad: El concepto de base humeda es el mas comunmente usado y se
define como la relacion de la masa de la humedad y la masa del material humedo,

que es igual a la suma del material seco y la humedad (ver Ecuacion 1)

Ecuacion 1

W M, kg de humedad
H™ MH + MS ~ kg de humedad + kg de material seco

Donde Wy representa la base humeda, y My y Ms es la masa de la humedad y la
masa del material seco, respectivamente. Para expresarlo como porcentaje, el

valor obtenido debe multiplicarse por 100.

Cuando el material vegetal se pone en contacto con una corriente de aire de
temperatura y humedad constantes, y el tiempo de exposicion es lo
suficientemente largo para que se alcance el equilibrio entre ambos, el material
alcanzara un contenido de humedad definido y que no cambiara por posterior
exposicion a esta corriente de aire. A este contenido de humedad se le denomina
contenido de humedad de equilibrio bajo las condiciones especificadas. Si el
material contiene mas humedad que la de equilibrio, se secara hasta alcanzar la
humedad de equilibrio y viceversa. Debe notarse, que la humedad de equilibrio de

un solido disminuye al aumentar la temperatura [14].

Luego, si el material presenta un contenido de humedad igual o por encima de la
concentracion menor que esta en equilibrio con el aire saturado, bajo estas
condiciones, se le denomina agua ligada, debido a que ejerce una presion de

vapor menor que la del agua liquida a la misma temperatura, y se dice que esta
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‘ligada” al material por fuerzas mecanicas o fisico-quimicas que impiden su

evaporacion [14].

Por otra parte, se considera como humedad libre aquella contenida en el material
y que esta por encima del contenido de humedad de equilibrio, luego puede

extraerse por el proceso de secado [14].

Ademas, se considera como agua no ligada aquella cuya presién de vapor en el
equilibrio es igual a la presién de vapor del agua pura a la misma temperatura,
luego se comporta como un cuerpo de agua y no se ve afectada por el material,

pudiendo asi ser extraida por el proceso de secado [14].

1.2.5 Métodos de secado: Uno de los métodos de secado mas drastico, consiste
en el secado a campo. En realidad, es un proceso de oreado, es decir, se deja el
material cortado en el lugar de cultivo por un tiempo, permitiendo que la mayoria
del agua contenida en sus tejidos se evapore. Este, en conjunto con el secado al
aire libre, hacen parte de los sistemas mas sencillos y econdmicos, pues actuan
por simple radiacion solar, pero son también los menos sugeridos por el deterioro
en la calidad del material vegetal. Por su parte, el secado al aire libre consiste en
esparcir el producto a secar sobre pisos de cemento, encima de catres, bandejas,
o bolsas, a la intemperie y durante un tiempo determinado para cada especie. Sin
embargo, es importante no poner el material en contacto directo con el suelo, sino
permitir la circulacion de aire a través del material vegetal, evitando, a la vez, su
contaminacién [14, 133]. Por ello, es un método aconsejable solo en regiones
muy secas y con fuerte irradiacion solar, y para productos resistentes al calor y no
fotosensibles. Ademas, se debe tener cuidado de retirar el material vegetal por el

peligro de la condensacion de agua durante la noche, lluvias o rocio.

El secado a la sombra es un sistema que actua por conveccion del aire, el cual

debe estar mas seco y en lo posible mas caliente que el vegetal, para facilitar la
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evaporacion. Se realiza a temperatura ambiente, y se debe tener sumo cuidado en
lo referente a la ubicacion y dimensiones de las aberturas de entrada y salida de
aire y la facilidad de carga, descarga y circulacion interna del material.
Normalmente, las entradas de aire caliente se ubican en las partes bajas y las
salidas del aire frio, se ponen en la parte superior y en paredes opuestas; lo ideal
es aprovechar las corrientes naturales del viento en la regidn; pero de no ser asi,
se deben instalar ventiladores que faciliten la conveccion del aire. Generalmente,
es un proceso mas lento que el anterior, pero el resultado es muy superior, por no
tener la descomposicion de los productos debido a temperaturas no controladas, o
exceso de luminosidad. No obstante, el principal inconveniente del secado natural
a la sombra es que no se pueden controlar las condiciones climaticas y asi, si el
momento de la cosecha ocurre en dias de alta humedad, lluvia, baja temperatura,
etc., no se obtendra un buen secado y, por ende, una mala conservacion [14, 16,
79, 133].

El secado con aire caliente es una alternativa muy eficaz e imprescindible si la
humedad relativa ambiente de la regidon es demasiado alta, o la temperatura media
demasiado baja. Ademas, es muy practica pues se pueden manejar grandes
volumenes de material vegetal en corto tiempo. Sin embargo, su principal

inconveniente es el costo que éste implica.

Algunas alternativas que se han planteado para la obtencién de la energia
necesaria para el calentamiento del aire de secado, van desde las mas rusticas
como atrapar el aire entre una cobertura transparente y una negra, favoreciendo el
traspaso de los rayos solares, y luego orientar este aire calentado con ventiladores
hacia el material a secar, hasta el uso de células o paneles solares para la

generacion de la energia necesaria por los desecadores [14].

No obstante, cuando la cantidad de material vegetal no es muy grande, suelen

utilizarse los secaderos de bandeja y compartimientos. En este tipo de secaderos
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el material vegetal es colocado sobre bandejas, éstas, a su vez, en carretillas
moviles. El aire, forzado por un ventilador, pasa primero por un serpentin de
calentamiento, y una vez caliente, se lo hace circular por las bandejas. Sin
embargo, si la escala de produccion lo permite, y/o la calidad del producto asi lo
exige, se utilizan sistemas de secado con aire caliente totalmente automaticos,

llamados tuneles de secado [14, 40, 125].

Ademas de los sistemas de secado tradicionales aqui nombrados, existen otros
tales como: el liofilizado, secado con microondas y secado con luz infrarroja, que
no son comunes en el tratamiento de materiales vegetales aromaticos, ya sea por

consideraciones econdmicas o técnicas, o por estar aun en etapa de desarrollo.

Estudios comparativos sobre los diferentes métodos de secado han demostrado
que segun la calidad de producto exigido, un método y sus condiciones pueden
ser mas convenientes para una especie que para otras. Por ejemplo, Arabhosseini
y colaboradores [7] encontraron que incrementos en la temperatura de secado en
horno superior a 45 °C, influyen notablemente sobre el color de las hojas y el
rendimiento del aceite esencial de la Artemisia dracunculus L o estragon francés,

después del almacenaje del material vegetal en periodos mayores de 30 dias.

Por otra parte, el estudio realizado por Asekun y colaboradores [9] demostrd, que
el aceite esencial de Mentha longifolia L. subsp. Capensis puede experimentar
grandes cambios quimicos en su fraccidon de mono-terpenoides, cuando sus hojas
son secadas por tres métodos diferentes. En su publicacion, los autores reportan
que los compuestos mayoritarios durante el secado al aire libre, y en el material no
secado, son la mentona y la pulegona, respectivamente, entre tanto, durante el
secado en horno fue el limoneno. La disminucion en el contenido de dichos
compuestos en el secado en horno, da relevancia a su uso para reducir la

toxicidad del aceite [9].
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Tal y como se comentd con anterioridad, la parte de la planta que se va a secar es
un condicional muy importante en el momento de escoger el método de secado.
Omidbaigi y colaboradores [85] encontraron que el rendimiento del aceite esencial
de las flores de Chamaemelum nobile L. All. var. Flora Plena, o manzanilla
romana, es mucho mayor cuando el secado se hace a la sombra que cuando se
utiliza el secado en horno o con luz solar. Sin embargo, aunque el aceite esencial

fue cualitativamente similar, observaron significativos cambios cuantitativos [85].

Orav y colaboradores [86], utilizando una liofilizacion de pimienta verde,
encontraron que el rendimiento y la cantidad de monoterpenos fueron mucho mas
altos que los obtenidos con la metodologia de secado en caliente. Sin embargo,
esto es contrario a lo normalmente esperado, pues al ocurrir la sublimacién del
agua contenida en el producto inicial, ésta favorece la evaporacién de buena parte
de sus componentes volatiles. Respecto a esta metodologia existen técnicas
patentadas, donde el producto no sufre esta pérdida, lo que permite mantenerlo
con sus propiedades organolépticas naturales casi intactas, durante un largo

periodo de tiempo, a temperaturas cercanas a los -25°C [14, 34].

1.3 EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS.

Existe una gran variedad de métodos empleados para la obtencion de los
metabolitos secundarios de las plantas, entre los cuales se encuentran la
destilacion convencional, la hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas
(MWHD), extraccidon con fluido supercritico (SFE) y destilacion-extraccion
simultanea (SDE), entre otras [117, 124].

Se les llaman “extractos” y “fracciones volatiles”, a los componentes obtenidos de

las plantas por técnicas extractivas y de headspace, respectivamente. A la mezcla
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de sustancias obtenidas por hidrodestilacion se le da el nombre de “aceite
esencial” [14, 27, 39, 60, 80, 119, 120, 124].

En las plantas, los aceites esenciales se almacenan en glandulas aceitosas,
venas, sacos de aceite o cabellos glandulares de donde pueden ser removidos
utilizando el vapor de agua, el cual debe atravesar los tejidos vegetales de la
superficie expuesta al mismo. Para facilitar este proceso y aumentar el
rendimiento del aceite, a menudo se realiza un tratamiento fisico previo a la
destilacién, el cual depende del tipo de material vegetal. Las hojas, las flores y
otras partes delgadas y no fibrosas de la planta se someten al proceso de
destilacién sin ningun tratamiento previo, mientras que las raices, los tallos y las
plantas lefiosas se deben cortar en trozos pequenos, aumentando asi la superficie
de contacto [14, 73, 117, 119, 120, 124].

Los aceites esenciales se obtienen de las plantas por diferentes procesos
fisicoquimicos, de acuerdo con la naturaleza y propiedades de los mismos o del
material vegetal que los contienen. El almacenamiento de material vegetal fresco
antes del proceso de destilacion no es muy recomendable, ya que ello esta
asociado con la pérdida y deterioro de la calidad y el rendimiento del aceite, por
evaporacion, oxidacién enzimatica, u otros procesos de degradacion. Sin
embargo, hay excepciones y en algunos casos, durante el proceso de
almacenamiento y secado, tiene lugar una serie de reacciones bioquimicas

acompanfnadas de la generacion de compuestos volatiles de interés [14, 53, 63].

1.3.1 Hidrodestilacion asistida por la radiacion del microondas (MWHD): La
técnica de MWHD fue patentada en los Estados Unidos de América y en Europa
por Paré y colaboradores [87, 88] y tiene gran importancia puesto que reduce
considerablemente el tiempo de los procesos y reacciones quimicas. Esta técnica

consiste en la extraccion de productos solubles en un liquido que es transparente
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a la radiacion electromagnética de microondas, y permite la absorcion de la
radiacion por el material vegetal. De manera que al encontrarse en contacto con
la planta, el agua interna empieza a ebullir, arrastrar los compuestos volatiles y se

acelera su difusion hacia el solvente transparente a la radiacién. [14, 61, 63, 64].

En el presente trabajo, la muestra vegetal es sumergida en agua (solvente), que
es calentada por la radiacion de microondas hasta ebullicion, generando el vapor
que rompe las estructuras celulares que contienen la esencia, liberando los
compuestos del aceite esencial en forma de una mezcla azeotrdpica, los cuales,
por efecto de su presion de vapor, ascienden hasta el montaje tipo Clevenger. Al
condensarse, se forman dos capas, una rica en aceite y, otra, en agua, las cuales
son separadas por decantacion. El periodo de destilacion por MWHD toma
alrededor de 40 min, lo cual es una ventaja, pues es una técnica bastante rapida
comparada con las convencionales [14, 63, 64, 120]. Se debe tener en cuenta que
el tiempo de hidrodestilacion influye tanto sobre la cantidad de aceite producido,
como sobre su composicidon quimica. Ademas, las muestras, al alcanzar
temperaturas cercanas a los 100 °C, pueden presentar cambios en sus
componentes termolabiles, asi como procesos colaterales indeseables, tales como
la hidrdlisis de ésteres, polimerizacion de aldehidos o descomposicion de otros
compuestos [14, 49, 63 73].

En resumen, MWHD presenta ventajas sobresalientes respecto a las otras
técnicas de destilacion empleadas; entre ellas, se encuentra que es un proceso
rapido, relativamente econdémico, el unico solvente utilizado es agua, se obtienen

rendimientos altos, y la construccion del equipo es facil [14, 49, 61, 64, 73, 119].
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1.4 ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS ACEITES ESENCIALES

Para el empleo de los aceites esenciales, ademas de estudiar la viabilidad de su
produccion para una aplicaciéon especifica, también se hace absolutamente
necesario conocer su composicion quimica. Este conocimiento, junto con las
caracteristicas fisico-quimicas y organolépticas del aceite, son parametros
imprescindibles para establecer la calidad segun las exigencias del mercado
mundial. Esto se logra mediante diferentes métodos de separacion, identificacion y
cuantificacion, entre los cuales se encuentran métodos quimicos de separacion
(obtencién de derivados), destilacion fraccionada, cromatografia de capa fina,
cromatografia en columna, cromatografia liquida de alta eficiencia (obtencion de
fracciones), cromatografia de gases (separacién de la mezcla, cuantificacion de

los constituyentes) [14, 53].

Tabla 1. Clasificacién de los parametros analiticos utilizados para el control de la
calidad de los AEs [14].

Olor

Color

Sabor

Apariencia

Textura

Densidad

Poder rotatorio

Determinaciones indice de refraccion
fisicas Solubilidad en etanol

Punto de congelacién

Punto de inflamacién

Acidez

Ester

Saponificacion

Fenoles

Perfil cromatografico GC

Caracteristicas Cuantificacion de componentes principales

cromatograficas indices de retencion

Identificacion por GC-MS

Caracteristicas
organolépticas

indices quimicos
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Con el fin de determinar el cumplimiento de las normas de calidad de un aceite
esencial, la deteccion de adulteraciones, la discriminacion (entiéndase como la
diferenciacion de una esencia de otra) y normalizacion de calidades, y la
determinacién de que el producto es realmente natural, se han establecido ciertos

parametros analiticos que son reportados en la Tabla 1.

1.4.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica de separacion basada principalmente
en fenomenos de reparticion entre una fase movil gaseosa (helio, argon,
hidrogeno, o nitrdgeno) y una fase estacionaria, constituida por un sélido o liquido,
soportada en las paredes de la columna [14, 50, 62, 95, 104, 106]. El cromatografo
de gases acoplado a un espectrometro de masas (Figura 2) contiene un sistema
de inyeccion, mediante el cual se introduce la muestra en la columna, un detector,
que detecta las diferentes sustancias a medida que van saliendo de la columna,
una vez separadas; para la identificacion de los componentes de la mezcla se usa

un detector de masas (espectrometro de masas)

Las columnas cromatograficas empleadas en la actualidad son del tipo capilar, y
constituyen un tubo de silice fundido de diametro muy pequeino (estandar, 0.25

mm) y de longitud variable (25 a 100 m).

Sin embargo, los tiempos de retencidén dependen de numerosas variables, a
saber: la técnica de inyeccion, las variaciones de temperatura o flujo de los gases,
el disefio del equipo, entre otras, que son ajustadas segun los requerimientos del
analisis [50]. Por ello, ha sido necesaria la introduccion de parametros mas
reproducibles, tales como los tiempos de retencion relativos y los indices de
retencion. Estos se calculan a partir de los tiempos de retencién y por
comparacion con una serie de sustancias a las cuales se les asignan valores

arbitrarios de indices de retencion. Los mas utilizados son los indices de Kovats,
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introducidos en 1958 por E. Kovats [67] y definidos respecto a los tiempos de

retencion de una serie de n-alcanos.

Figura 2. Estructura de un cromatografo de gases acoplado a un espectrémetro

de masas.
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La identificacion de los componentes del aceite se realiza a través de comparacion
de los indices de retencion experimentales con los de las sustancias patrén en dos
fases estacionarias, polar y apolar. La informacion que proporcionan los indices de
retencidn respecto a la identidad de los componentes de la esencia es muy
valiosa, sin embargo, la identificacién confirmatoria de los mismos no puede
basarse exclusivamente en ellos, ya que muchos poseen valores muy cercanos en
ambas columnas o a otros compuestos. Por ello, es necesario aplicar otras
técnicas, entre las cuales se destaca la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS) [50, 106].
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1.4.2 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

La combinacion de la cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS
por sus siglas en Inglés, Gas Chromatography-Mass Spectrometry) (Figura 2) es
una de las herramientas analiticas mas poderosas. En los ultimos afos, se ha
demostrado que es uno de los métodos mas eficientes para el estudio de la
composicién de los AEs [27, 60, 80, 89, 106, 117, 120, 124].

Es un método adecuado para la identificacién debido a que los componentes del
aceite son compuestos volatiles y de bajo peso molecular (< 300 Da). La esencia
se inyecta directamente al cromatografo, sin ningun tratamiento previo, lo cual
elimina posibles modificaciones en la composicion de la muestra 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 su fragmentacion, que se observan en los espectros de

masas, obtenidos por impacto de electrones (El, 70 eV) [76, 106].

Los componentes del aceite pueden ser simultaneamente separados e
identificados con base en sus tiempos de retencidn, indices de Kovats y los
patrones de fragmentacion, los cuales son unicos para cada sustancia. El método
GC-MS permite realizar en una sola operacién, para una muestra del orden de 1
uL, un analisis cualitativo, junto con una indicacion de las proporciones en las que
se encuentran los componentes. Cuando se dispone de sustancia patron, la
calibracion del equipo permite un analisis cuantitativo exacto de la muestra [78,
114].
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1.5 Lippia alba (Mill.) N.E. Brown

La especie Lippia alba (Mill.) N.E. Brown pertenece al grupo de plantas de la
familia Verbenaceae, las cuales han llamado la atencion de los investigadores no
sélo por su alta diversidad botanica, su abundante y amplia distribucién en todo el
mundo, sino también por su variable uso. La familia comprende unos 75 géneros y
alrededor de 3000 especies, distribuidas principalmente en los trépicos y
subtrépicos, y algunas otras zonas templadas. Son plantas de interés econdémico,
pues proporcionan maderas, aceites o frutos comestibles. Muchas especies son
de gran valor ornamental y se utilizan en jardineria, y algunas de ellas tienen

propiedades medicinales y son de uso comun [105].

La planta es conocida por los siguientes sindbnimos cientificos: Lippia alba (Mill.) N.
E. Brown; ex Britton & Wilson, Lippia asperifolia A Rich, Lippia erenata Sessé &
Moe; Lippia geminata microphylla grises; Lippia geminata H.B.K.; Lippia glabriflora
Kuntze; Lantana alba (Mill.) y Lantana geminate, etc.; entre sus nombres comunes
estan, “Falsa melissa” o “Erva cidreira” (Brasil), “Curalotodo” (Colombia), “Pronto
alivio” (Antioquia, Colombia), “Jualinama” (Guatemala) y “Salvia morada”
(Argentina) [14, 44, 51, 89, 107].

Es una planta no muy comun en condiciones naturales, suele encontrarse
cultivada en patios y jardines como ornato por su fuerte aroma y sus propiedades
medicinales y culinarias [14]. Cuando es silvestre crece en laderas, a la orilla de

caminos y en la ribera de los rios.

Es una hierba perenne, erecta, algunas veces arbusto o subarbusto, crece hasta
dos metros de altura, y presenta un fuerte olor a limén, lima o menta. Hojas
opuestas o ternadas, aovadas u oblongas, de 2-7 cm de longitud, de agudas a

obtusas en el apice. Sus flores son pequefias, de color rosado, lila a violeta,
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algunas veces blancas o amarillentas en el interior [14, 56]. El fruto es pequeno,

seco, e incluido en el caliz.

La planta crece en alturas de hasta 1800 msnm. Se extiende en América desde el
sur de Estados Unidos, pasando por el caribe Mexicano, algunos paises de las
Antillas, el Amazonas, hasta Argentina, ademas en el Africa tropical, India
(introducida) y Australia (introducida) [12, 20, 42, 56]. Se desarrolla en regiones sin
exceso de calor o frio, con temperaturas de hasta 32 °C, alta intensidad luminica y
en bosques humedo subtropical templado, seco subtropical, hUmedo montafioso

bajo subtropical y muy humedo subtropical calido [4, 14, 24, 44, 51].

Normalmente se desarrolla en varios tipos de suelos, de preferencia areno-
arcillosos con pH de 5-6, alta humedad, y que no presenten encharcamientos. Se
adapta facilmente a diferentes condiciones ambientales, pero la temperatura
adecuada para su crecimiento varia de 15 a 25 °C, con una precipitacion entre
700-1500 mm anuales [14, 44, 51].

Debido a que la planta es originaria de regiones secas, soporta con facilidad
periodos de sequia de 4 a 6 meses. Bajo las condiciones del Caribe (mayor
humedad), el crecimiento de la Lippia alba es continuo y produce una mayor
cantidad de biomasa, comparado con regiones de mayor altitud y mas templadas,

en las cuales crece con mayor dificultad [14, 44, 51, 89].

La Lippia alba es una planta ampliamente utilizada como: infusién teiforme, en
extractos etandlicos, aplicacion tépica, por decoccion de la planta y en aceites
esenciales, entre otras [14, 44, 51, 89]; en la medicina tradicional latinoamericana,
para diversos usos etnobotanicos y algunos farmacologicos. Es usada como
analgésico, antipirético, y antiinfalamtorio [14, 53, 65, 75, 89, 115, 135, 136],
sedante [4, 14, 65, 84, 131, 132, 136], en culinaria [28, 81], remedio para la diarrea

y el disenterismo [14, 22, 44, 81, 91], tratamiento de enfermedades cutaneas [4,
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14, 47, 84], desdrdenes gastrointestinales [4, 14, 15, 44, 46, 55, 81, 84, 91, 132],
tratamiento de enfermedades hepaticas y dolores de la vesicula [38, 43, 81, 136],
remedio para desordenes menstruales [14, 38, 43, 81, 84], como antiespasmadica
[4, 14, 79, 84], en el tratamiento de enfermedades respiratorias [4, 14, 21, 38, 44,
70, 91], el tratamiento de la sifilis [4, 136], como antirreumatica y contra la
hipertension [81] y como sudorifica [14, 44, 53, 58]. También, se conocen sus
propiedades, antimicrobiales [21], antivirales [1, 6], citotdéxicas [65, 71, 115],
anticonvulsionantes [65], antiulcerogénicas [90, 91], antibacterianas [94],
antioxidantes [97, 119, 120], anticandida [28] y sedantes [75, 115, 130, 132, 137].

Investigaciones sobre aceites esenciales y sus particularidades referentes a las
variaciones fitoquimicas en plantas silvestres y cultivadas han demostrado que en
una misma especie botanica pueden producirse cambios en la composicion
quimica, aun en plantas localizadas a distancias cortas [56, 101, 102, 121, 123].
Aparentemente, las Verbenaceas tienen tendencia a variaciones fitoquimicas, en
particular, la especie Lippia alba (Mill.) N.E.Br, que ante la ausencia de diferencias
morfologicas significativas entre plantas de distintas procedencias, permita la

admision de una variedad botanica distinta [41, 89, 99-102].

En diferentes publicaciones, se ha referenciado la marcada variabilidad de la
composicion de los aceites esenciales de Lippia alba (Mill.) N.E.Br respecto al
origen geografico, las condiciones de cultivo, la edad, y la parte de la planta
empleada para la extraccion, ademas de otros factores geobotanicos [4, 12-14, 56,
72,101, 102, 110, 119-123, 126]. Esta variabilidad fitoquimica que se mantiene en
el transplante no esta vinculada a las condiciones de suelo o clima,
probablemente, obedezca a una variabilidad genética y/o a posibles influencias de

tipo ecologico de la region donde crece la planta [56, 97].

Por su parte, Hennebelle y colaboradores [56] han propuesto hacer una

clasificacion de los diferentes quimiotipos reportados, basandose en una serie de
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criterios, a saber. la identidad de los compuestos mayoritarios, pero
caracteristicos, es decir, aquellos que correspondan al menos 5% del total del
aceite esencial. También, es necesario conocer las principales rutas biosintéticas
de los compuestos mayoritarios (Esquema 1), y observar si existen relaciones
entre ellos, siendo uno precursor de otro o que hayan sido sintetizados todos por
un precursor comun. También es oportuno conocer los posibles efectos causados
por las estaciones y los datos geograficos donde se localizaron los quimiotipos,

con el objetivo de determinar posibles regiones para un quimiotipo dado.

Segun los autores [56], se pueden establecer aproximadamente un total de 7
quimiotipos. El primer quimiotipo, resaltado con color azul en el Esquema 1,
incluye todos los aceites esenciales que presenten como compuestos mayoritarios
en su composicién citral, i.e. geranial (4) y neral (6), y/o linalol (5). Existen
algunas razones para no separar los aceites esenciales que presentan estos
compuestos como quimiotipos diferentes, entre ellas, se encuentran que: algunos
aceites presentan ambos componentes a la vez [13, 68], y que en estudios
realizados en plantas de Lippia alba en Argentina por Ricciardi y colaboradores
[100], el AE presentaba citral como compuesto mayoritario en las estaciones de
otofio y primavera, mientras que en el verano el compuesto mayoritario fue el
linalol [100]. Tal y como se aprecia en el Esquema 1, estos tres compuestos
provienen de 3 precursores comunes que pueden biotransformarse entre si, a
saber: el pirofosfato de geranilo (1), el pirofosfato de linalilo (2), y el pirofosfato de
nerilo (3), lo cual podria explicar, en parte, la cercana relacion entre estos

compuestos [56].

La tagetenona (8), resaltada con el color rojo en el Esquema 1, al igual que el
citral, es la mezcla de dos isbmeros, ocimenona y mircenona (8), y precisamente
éstos son los compuestos mayoritarios de un segundo quimiotipo. Sin embargo, la
mircenona siempre esta presente en mayor cantidad que la ocimenona. El AE de

las plantas con dicha composicion es propio de Guatemala, y se caracteriza por un
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olor a rancio [42]. Este conjunto de compuestos provienen biosintéticamente a
partir del mirceno (7) [37, 56].

Un tercer quimiotipo esta formado por los siguientes compuestos mayoritarios:
limoneno (16), y/o alguna de estas 5 cetonas monoterpénicas con estructuras
quimicas relacionadas, todas derivadas del limoneno, y con rutas biosintéticas
muy similares, a saber: la carvona (17), dihidrocarvona, piperitona (18),
piperitenona (19), o lippiona (Resaltadas en color naranja en el Esquema 1).
Como se aprecia en el Esquema 1, el limoneno proviene de un precursor comun,
que es el pirofosfato de linalilo (2), el cual es biotransformado en el catién a-

terpenilo (9) y éste en limoneno (16) [37, 56].

El cuarto quimiotipo esta conformado por aquellos AEs que contienen como mayor
componente el mirceno (7) y canfeno (13) [100, 113], de los cuales el primero
proviene del pirofosfato de linalilo (2), y el segundo del cation bornilo (12), al igual

que el alcanfor. Estos se encuentran subrayados en color verde en el Esquema 1.

Un quinto quimiotipo lo conforman los aceites esenciales cuyo mayor componente
es el y-terpineno (11), sefialado con color violeta en el Esquema 1 [48], y
proviene del cation terpinen-4-ilo (10), con una ruta biosintética muy similar a la
observada para el limoneno. En el sexto quimiotipo, resaltado de color amarillo,
aparecen el 1,8-cineol (14) y el alcanfor (15) [36]. El primero, sintetizado a partir

del cation a-terpenilo (9), y el segundo a partir del catién bornilo (12).

Finalmente, el séptimo quimiotipo fue descrito por Tucker y colaboradores [129],
con estragol como el compuesto mayoritario. Sin embargo, tal y como lo reportan
Tucker y colaboradores, ademas de ser un quimiotipo diferente a todos los demas,
presenta una variacion morfoloégica respecto a otros quimiotipos, pues el color de
las flores de Lippia alba es amarillo, mientras que el color usual de las flores de

esta planta es violeta claro o rosado.
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Esquema 1. Principales rutas en la biosintesis de los compuestos mayoritarios de

los diferentes quimiotipos de Lippia alba [37, 56].
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Por su parte, Fischer y colaboradores también han descrito cambios en la forma,
el ancho de las hojas y la longitud del pedunculo de las flores entre los quimiotipos
citral y mircenona, que han reportado [42]. Matos y colaboradores [75], han
descubierto también cambios en la longitud y el ancho de las hojas y la
inflorescencia de plantas de Lippia alba que crecen en Brasil, en especial, en un

quimiotipo “Citral-Mirceno”.

En la Tabla 2 se encuentra resumida la informacion sobre los diferentes
quimiotipos reportados y su pais de origen. Asi mismo, en la Figura 3, se presenta

la distribucion de estos quimiotipos en el mundo.

Tabla 2. Variacion quimica de los AEs de Lippia alba de diferentes regiones del

planeta.

Paises Componentes principales

A Neral (7.8%), geranial (9.1%), a-guaieno (6.3%), cis-B-ocimeno (13.3%) y B-
cariofileno (9.2%).

Antillas A Neral (33.1%), geranial (20.8%), a-guaieno (6.3%) y cis-B-ocimeno (6.3%).

Francesas Limoneno (51.1%) y germacreno D (18.1%).

Carvona (67.6%) y limoneno (18.4%). [56]

> >

Mircenona (65%) y borneol (12%). [102]

Citral y linalol *

Citral *

Limoneno y lippiona *

Piperitona *

Dihidrocarvona, alcanfor, linalol y citral. * [41, 99-102]

Argentina

- > >

Linalol (46.5%-90.7%) [4, 111]

Linalol (50-79%) y 1,8-cineol (7.3-14.1%) [4, 10]

Citral (37.1%) y mirceno (15%) [4, 84]

Neral (9.6%), geranial (12.9%), B-cariofileno (24.3%) y 2-undecanona (9%)
[4, 33]

Limoneno (9-13%), neral (27.18%) y geranial (35.63-40.95%) [20]
Citral (63-71%), limoneno (9-13%) [20]

Carvona (42-55%), limoneno (23-30) [5, 20]

Carvona (32%), limoneno (32%), y mirceno (11%) [138]
Germacreno D (25%), neral (14%) y geranial (23%). [138]
1,8-cineol (35%), limoneno (18%) y carvona (8.6%). [138]

Citral (70.6-79%) [112]

y-Terpineno (46%), p-cimeno(9%) y B-cariofileno (7%) [48]

- >

Brasil

T
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A Carvona (40-57%), limoneno (24-37%), biciclosesquifelandreno (2-22%)

[119, 120]
Colombia A l1\12e:;<]'=1l (19.96%), geranial (25.44%), 6-metil-5-hepten-2-ona(3.79%) [80,121,
A Carvona (23.43%), limoneno (20.76%), geranial (9.60%), neral (9.60%) [80,
121, 123]
A Carvona (40%), piperitenona (8.26%) y piperitona (3.62%) [93, 94]
Cuba A Carvona (28.95%), limoneno (6.50%), piperitenona (6.35%) y B-guaieno [93,

94]

Estados Unidos | 4 Metil chavicol (56.46%), y 1,8-cineol (12.62%) [129]
de América

A Limoneno (44%), y piperitona(31%) [110]
Guatemala A Mircenona (58%) y cis-ocimenona (13.1%) [42]
Geranial(27%), 1,8-cineol (25.4%) y neral (18.9%)[42]

>

India A Linalol (65%) [12, 13, 68, 74]
A Mirceno (26.4%), geranial (9.8%) y neral (6.4%) [33, 98, 113]
Peru A Carvona (50-79%), germacreno D (5.6%) y limoneno (5.1%) [57]
i 0,
Uruguay A Linalol (55%) [72]

* Cantidades relativas no especificadas por los autores.

Figura 3. Ubicacion geografica de los 7 quimiotipos basicos de la especie Lippia

alba estudiados.
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Respecto a la obtencion del aceite esencial de Lippia alba, se observd que los
mejores rendimientos para un quimiotipo “Citral” se obtenian con la maxima
intensidad luminica [4]. Por otra parte Castro [25, 26], analizando el mismo
quimiotipo, descubrié que la mayor produccion de biomasa foliar y el rendimiento
de los aceites esenciales ocurren durante la primavera y el verano brasilefo,
debido a que en estas épocas el area y el diametro de los tricomas secretores de
los aceites esenciales son mayores. Silva y colaboradores [112], ademas de
observar que en el invierno el rendimiento era menor para un quimiotipo “Citral”,
también detallaron que en el verano hubo una mayor producciéon de metabolitos
secundarios, posiblemente por un aumento en el estrés de la planta a causa del

calor que hizo en esta estacion.

Desde el ano 2003, algunos trabajos de Santos, Innecco y colaboradores [108] se
han centrado en el estudio del secado en sombra, el efecto de las estaciones, y
periodos de lluvia y sequia, asi como la hora de cosecha sobre el aceite esencial
de plantas de Lippia alba. Para el quimiotipo “Limoneno-Carvona” se encontré que
el rendimiento de los aceites esenciales aumentaba al cuarto dia de secado
natural, en las dos temporadas (seca, que comprende de julio a diciembre, y
lluviosa, de enero a junio), siendo mayor para la época seca, al parecer, por el
aumento en la temperatura y la intensidad luminica [108]. Estos factores
ambientales estan directamente relacionados con procesos primarios como la
respiracion y la fotosintesis y, por ende, pueden influenciar el metabolismo
secundario, que depende del metabolismo primario. Por ejemplo, la intensidad
luminica puede afectar la produccion de aceite esencial a través de la activacion
de enzimas fotosensibles involucradas en la ruta del acido mevalénico [11, 108,
127].

Ademas de un aumento en la produccion del aceite esencial, también evidenciaron

que el secado favorece la concentracién de limoneno y carvona, especialmente,

en la época seca en el cuarto dia de secado. La época lluviosa, en vez de mostrar
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aumentos considerables, presenté una disminucion en la concentracion de dichos

componentes [108].

Nagao y colaboradores [83], en su trabajo sobre un quimiotipo “Citral-Limoneno”
mostraron, que el rendimiento del aceite esencial era mayor en la temporada seca
que durante la época lluviosa, asi como la mejor hora de cosecha era las 3 de la
tarde, para cualquiera de las dos temporadas. Asimismo, observaron que el mayor
porcentaje relativo de los constituyentes mayoritarios, limoneno vy citral, se obtiene
alas 11 de la mafana y a las 3 de la tarde, para las dos épocas. Esto es debido a
que muchas especies sincronizan la hora de emision de estos compuestos
aromaticos con la hora de actividad de los polinizadores [83]; los autores
resaltaron que también los cambios climaticos durante el dia podian producir
cambios menores, pero muy rapidos en los constituyentes de un aceite esencial
[83]. Al igual que Nagao, Santos y colaboradores reportaron [109], que la mayor
concentracion de limoneno y carvona en dicho quimiotipo se obtenian en la

estacion seca, y a las 3 de la tarde, para ambas temporadas.

Nagao y colaboradores [82] también realizaron el estudio de secado al ambiente
con luz solar para el quimiotipo “Limoneno-Citral”, en el cual encontraron que en la
temporada seca la humedad en la planta alcanz6 un valor del 23% al segundo dia
de secado, la cual se mantuvo relativamente constante hasta el octavo dia. Sin
embargo, para la estacion lluviosa obtuvieron una humedad en la planta del 19%
hasta el octavo dia. A partir del octavo dia aumentoé el peso del material vegetal en
las dos estaciones, debido al crecimiento en la humedad del aire ambiente y la
ruptura del equilibrio higroscopico [82]. Por ello, los autores recomiendan que el
secado sea llevado a cabo hasta el octavo dia, para obtener los rendimientos
maximos tanto de aceite, que no difiere mucho del obtenido del cuarto dia, en el
cual se logra el maximo rendimiento, como del citral, el cual es el componente
mayoritario en el aceite aislado, no sélo en el octavo dia, sino también en las

plantas recolectadas en la estacion seca. Por su parte, el contenido del limoneno
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no se vio afectado considerablemente por las épocas de cosecha. Finalmente, los
autores consideran, que las estaciones pueden afectar considerablemente las
condiciones del suelo, causando estrés osmotico a las plantas, y éstas, a su vez,

presentan alteraciones en el rendimiento de los metabolitos secundarios [82].

Respecto al secado de Lippia alba con aire caliente, segun diferentes autores, se
ha recomendado el uso de temperaturas no superiores a 40°C, puesto que éstas
proporcionan mejores rendimientos [14, 25]. No obstante, Barbosa vy
colaboradores [16], utilizando un secador de bandejas con flujo ascendente (aire
caliente), en el rango de temperatura de 25 a 80°C, con el objetivo de evaluar los
efectos, positivos o negativos, sobre el rendimiento de aceites. Los tiempos de
secado empleados por estos autores fueron 1885 min (aproximadamente 31 h)
para temperatura ambiente (25°C), y 205, 110, 70, 45, y 33 min para las
temperaturas de 40, 50, 60, 70 y 80°C, respectivamente. El rendimiento obtenido
para las plantas frescas fue del 0.66%, mientras que para las secas varidé entre
0.55 y 0.58%. Luego, se aprecido una reduccion entre el 12 y el 17% en el
rendimiento del aceite. Esto puede ocurrir porque el aceite esencial de Lippia alba
es almacenado en los tricomas secretores presentes en la epidermis foliar, luego
el calentamiento excesivo puede favorecer la volatilizacion del aceite esencial que

esta localizado en los tricomas mas externos [16].

Sin embargo, uno de los efectos de mayor relevancia del secado en este estudio,
fue el aumento de un 75.74% de citral (neral+geranial) en las plantas frescas a un
82 a 84% (aproximadamente un 6.89% mayor) en las plantas secadas a diferentes
temperaturas, y la disminucién de las cantidades relativas de nerol y geraniol. Al
parecer, esto se debe a la oxidaciéon de los alcoholes nerol y geraniol a sus
respectivos aldehidos, neral y geranial, durante el proceso de secado. No
obstante, dicha transformacion no se vio marcada por una temperatura en especial

y se presentd para todo el rango de temperaturas ensayado [16].
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1.6 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Lippia alba (Mill). N.E. Brown

Sin lugar a dudas, las actividades biologicas de los aceites esenciales dependen
de sus componentes, sus estructuras y las concentraciones en que se hallen
presentes. Por ejemplo, se ha observado que los aceites esenciales que contienen
aldehidos alifaticos a,B-insaturados, presentan inhibicion del desarrollo
microbiano, aun en bajas concentraciones. Por otra parte, los sesquiterpenos,
CisH24, aunque no son tan efectivos en la inhibicion del desarrollo de
microorganismos, suelen presentar actividad citotoxica y mutagénica. Respecto a
la actividad antibacteriana, diferentes autores [70], han mostrado como los aceites
esenciales con un elevado contenido de fenoles, son potentes microbicidas o

inhibidores, la cual depende de sus composiciones quimicas.

Como se habia indicado anteriormente, la especie Lippia alba llama la atencién de
la comunidad por sus aplicaciones etnobotanicas, de alli la amplia variedad de
estudios realizados. Por ejemplo, en Brasil, Viana y colaboradores [135],
analizando los extractos de dos quimiotipos de Lippia alba, a saber: “Citral” y
“Carvona”, encontraron efectos analgésicos y anti-inflamatorios; el quimiotpo
“Citral” resulté ser mas activo por presentar dosis efectivas menores que para el
quimiotipo “Carvona”. Otros estudios con estos dos quimiotipos realizados por esto

autores en 1997, demostraron efectos ansioliticos en ratones [132].

Los estudios realizados por Costa y colaboradores [32], reportaron que el AE de
Lippia alba presenté actividades analgésica, antiinflamatoria y antipirética.
Extractos acuosos de la planta también han provocado disminucion del ritmo
cardiaco en ratones, al parecer por sus efectos antihipertensivos. Inclusive, la
infusion de esta especie posee efectos antiulcerosos [45, 52, 89] y sedativos. Los
efectos anteriormente nombrados pueden estar relacionados con la presencia de

flavonoides en los extractos [2, 45, 137].
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Caceres y colaboradores [21] reportaron la inhibicion de Streptococcus pyogenes
y Staphylococcus pheumoniae, bacterias gram-positivas responsables de la
mayoria de afecciones respiratorias en el ser humano. Diferentes estudios
reportan las actividades antifungica y antibacterial de tres quimiotipos de Lippia
alba, a saber: Oliveira y colaboradores [84], estudiaron la actividad del quimiotipo
“Citral” (Brasil) contra Candida albicans, parapsilosis y guilliermondu,
Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa,
Pino y colaboradores [94], para un quimiotipo “Carvona” (Cuba) que actu6 contra
Streptococcus aureus, Staphylococcus faecalis y Bacillus subtilis, y para el
quimiotipo “Linalol” brasilefio, Teixeira y colaboradores [128] también reportaron la
actividad contra Candida albicans. El amplio rango de accion mostrado por el
quimiotipo “Citral”, se debe, como se comentd anteriormente, al contenido de
compuestos oxigenados, los cuales presentan un mayor rango de actividad contra

los microorganismos que sus analogos hidrocarburos.

Vale y colaboradores [132], reportaron en su publicacion que metabolitos aislados
de AEs de Lippia alba, tales como limoneno, citral y [B-mirceno, ejercian
interacciones de tipo dopaminérgica, las cuales estan implicadas en efectos

sedativos, antidepresivos y de relajacion muscular.

Los aceites esenciales de Lippia alba también han mostrado actividades antiviral y
citoestatica [2, 6, 71].
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1.7 CIENCIOMETRIA

La comunidad cientifica cuenta con mecanismos que evaluan la calidad y la
confiabilidad de su produccion intelectual. Asimismo, esa valoracion es la que se
utiliza, entre otras herramientas, para direccionar y planificar las investigaciones.
Por ello, a través de la vigilancia tecnoldgica se realiza un proceso sistematico y
organizado que consta de las siguientes etapas: observacion, captacion, analisis y
difusién, lo que permite identificar oportunidades, tendencias, dificultades o
amenazas y que permitan tomar decisiones, disminuir riesgos o anticiparse a los
cambios [8, 103].

La vigilancia tecnolégica permite determinar lineas de investigacion, soluciones
tecnolégicas disponibles, tecnologias emergentes, la dinamica de las tecnologias,
los centros de investigacion, los lideres de proyectos identificando las empresas

que compiten en el area de interés [8, 103, 134].

Algunas de las herramientas empleadas por la vigilancia tecnoldgica son las bases
de datos de articulos y patentes, los buscadores de Internet, que son medios que

permiten procesar gran cantidad de datos, que son objetos de la cienciometria.

La cienciometria estudia los aspectos “cuantitativos” de la ciencia como disciplina
o actividad econdmica, forma parte de la sociologia de la ciencia y encuentra
aplicacién en el establecimiento de las politicas cientificas, donde incluye, entre
otras, las de publicaciones. Esta emplea técnicas métricas para la evaluacion y

examina el desarrollo de las politicas cientificas de paises y organizaciones [8].

Por ello, con el objetivo de analizar y visualizar el estado actual y la dinamica
experimentada en el estudio de la Lippia alba a través de los anos, se realizé un
estudio cienciométrico de la produccion cientifica existente sobre esta especie con

dos bases de datos, a saber: Elservier (Scopus) y Web of Science (ISI Web of
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Knowledge, Thomson, Version 3.0), consultadas desde los afios 1979 y 1975,

respectivamente, hasta el 30 de marzo de 2007.

1.7.1 Base de datos Elservier (Scopus)

1.7.1.1 Relacién pais — numero de publicaciones: En la Figura 4 se presenta la
relacion entre los paises y el numero de publicaciones sobre Lippia alba,
realizadas en el periodo de 1979 a 2006. Sin lugar a dudas, Brasil, con un total de
39 publicaciones, hace el mayor aporte en esta rama debido a su enfoque
comercial en la explotacion de sus recursos naturales. No obstante, aunque no
fueron reportados en su totalidad en el grafico, las investigaciones se han
desarrollado también en 18 paises, entre ellos, se encuentran: lItalia, Holanda,
México, Francia, Alemania, Australia, Uruguay, Guatemala, Croacia, Austria,
Estados Unidos de América y Portugal (con 1 articulo c/u). El alto numero de
publicaciones se debe a la gran diversidad de quimiotipos de Lippia alba, la
facilidad de su adaptacion a diferentes condiciones geobotanicas y sus

propiedades etnofarmacologicas.

Figura 4. Relacién entre los paises y el numero de publicaciones sobre Lippia

alba. ol
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Fuente: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion: desde el afio 1979 hasta el 2006. Fecha de consulta: 30 de marzo de 2007. Ecuacion de
busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (lippia alba).
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1.7.1.2 Relacién aio — numero de publicaciones: La Figura 5 representa la
dinamica en la investigacion de la especie Lippia alba, desde 1979 hasta la
actualidad. Tal y como lo muestra la tendencia, desde el afio 1996 se observa un
aumento en la produccion intelectual, con un tope maximo de 10 publicaciones en
el afio 2002. Sin embargo, contrario a lo esperado, hubo un descenso a 3
publicaciones en el aino 2003, pero con un aumento en el afio 2006. Esto puede
ser debido a un re-enfoque en la direccion y planificacion en las investigaciones
sobre Lippia alba en los ultimos afios. También es importante resaltar, que Brasil
ha dado el principal aporte en los ultimos afios, en parte, por su busqueda de

condiciones optimas para el cultivo de esta especie.

Figura 5. Relacién entre el afio y el numero de publicaciones sobre Lippia alba.
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Fuente: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion: desde el afio 1979 hasta el 2006. Fecha de consulta: 30 de marzo de 2007. Ecuacion de
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1.7.1.3 Relacion area de estudio — numero de publicaciones: En la Figura 6 se
presentan las principales areas del estudio sobre Lippia alba. Como se aprecia, las
areas de farmacologia, toxicologia y farmacéutica presentan un total de 35
publicaciones, debido a la diversa actividad bioldgica, que presentan los diferentes
quimiotipos de Lippia alba. En segundo lugar, se encuentran la agricultura y las
ciencias biologicas, con 23 publicaciones, al igual que el area de quimica. Esto se
debe al intenso estudio de las condiciones de cultivo, modificaciones genéticas y
de tratamiento postcosecha, asi como las multiples aplicaciones de los

constituyentes principales del aceite esencial.

Figura 6. Relacion entre el area de estudio y el numero de publicaciones sobre

Lippia alba.
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Fuente: Elsevier (Scopus). Periodo de observacion: desde el afio 1979 hasta el 2006. Fecha de consulta: 30 de marzo de 2007. Ecuacion de

busqueda: TITLE-ABS-KEY-AUTH (lippia alba).
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1.7.1.4 Relacion revista — numero de publicaciones: En la Figura 7 se
presentan las revistas internacionales en las cuales se reportaron los 65 articulos
sobre Lippia alba reportados por Scopus. En total 5 revistas se encuentran con el
mayor numero de publicaciones sobre esta especie, a saber: Journal of
Ethnopharmacology (9), Journal of Flavour and Frangrance (7), Journal of
Essential Oils Research (6) y dos revistas brasilefas, Revista Brasileira de Plantas
Medicinais (6) y la Revista Brasileira de Farmacia (5). Ademas, 4 revistas también
de origen brasilefio, indexadas en Scopus presentan al menos una publicacion
cada una. Esto ratifica nuevamente, que en Brasil se lleva a cabo el mayor numero
de estudios sobre Lippia alba. Asimismo, es interesante ver como en acuerdo con
el Numeral 1.7.1.3, las investigaciones se hallan dirigidas hacia estudios
farmacologicos, toxicoldgicos y farmaceéuticos. De ahi, que las revistas, que
aparecen integradas en la grafica, de acuerdo con su perfil, contienen 25 de las 35

publicaciones relacionadas con esta area de investigacion.

Figura 7. Relacién entre revistas cientificas y el numero de publicaciones sobre

Lippia alba. |
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1.7.2 Base de datos Web of Science (ISI Web of Knowledge, Thomson)

1.7.2.1 Relacién aino — numero de publicaciones: Aunque esta base de datos, a
diferencia de Scopus, puede recolectar informacion desde 1975, en la Figura 8 se
representaron las publicaciones encontradas, usando esta herramienta desde
1998. En el afo 1991 fue realizada una publicaciéon, sin embargo, no es
presentada en el grafico. Aunque la tendencia observada es similar hasta el afo
2002, a la encontrada con Scopus, la publicacién de articulos de los ultimos 3
afios ha sido mucho mas incesante. También se encontré una diferencia de 26
articulos entre los analizados por este motor de busqueda y el de Scopus.
Igualmente, se puede observar que el aino 2002 se ha caracterizado por poseer el
numero maximo de publicaciones sobre Lippia alba. En general, se puede concluir
que el avance en la tecnologia y de herramientas mas precisas para el analisis,
asi como la diligente necesidad de encontrar sustancias quimicas usadas en la
industria farmacéutica y cosmética, y la optimizacion en la obtencién de éstas han
estimulado en los ultimos afios el estudio de especies promisorias como Lippia

alba.

Figura 8. Relacién entre el afio y el numero de publicaciones sobre Lippia alba.
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Fuente: Web of Science (ISI Web of Knowledge, Thomson, version 3.0). Periodo de observacion: desde el afio 1975 hasta el 2006. Fecha
de consulta: 30 de marzo de 2007. Ecuacion de busqueda: TS=(Lippia alba) DocType=All document types; Language=All languages;
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1.7.2.2 Relacioén pais — numero de publicaciones: como se aprecia en la Figura
9, Brasil aparece como el pais con la mayor produccion intelectual en los estudios
sobre Lippia alba. Al igual que lo reportado por Scopus, India es el segundo pais
en orden de articulos publicados, seguido por Colombia y Espafa, desde 1975
hasta la actualidad. También se destaca que dos de los tres articulos publicados
por investigadores colombianos fueron desarrollados en el Laboratorio de

Cromatografia, en la Universidad Industrial de Santander [119].

Figura 9. Relacién entre el pais y el numero de publicaciones sobre Lippia alba.
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Fuente: (ISI Web of Knowledge, Thomson, version 3.0). Periodo de observacién: desde el afio 1975 hasta el 2006. Fecha de consulta: 30
de marzo de 2007. Ecuaciéon de busqueda: TS=(Lippia alba) DocType=All document types; Language=All languages; Databases=SCI-
EXPANDED, SSCI, A&HCI; Timespan=1975-2006.

1.6.2.3 Relacion revista — namero de publicaciones: En la Figura 10 se
presentan algunas de las revistas internacionales en las cuales han sido
reportadas las 36 publicaciones referenciadas en el Web of Science. Asi como

se indicé anteriormente, Journal of Ethnopharmacology (7) y Flavour and
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Fragrance Journal (7), se encuentran como las revistas de mayor impacto
respecto a la publicacion de articulos sobre Lippia alba.

Figura 10. Relacion entre revistas cientificas y el numero de publicaciones sobre
Lippia alba.
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Fuente: (ISI Web of Knowledge, Thomson, version 3.0). Periodo de observacion: desde el afio 1975 hasta el 2006. Fecha de consulta: 30
de marzo de 2007. Ecuaciéon de busqueda: TS=(Lippia alba) DocType=All document types; Language=All languages; Databases=SCI-
EXPANDED, SSCI, A&HCI; Timespan=1975-2006.

1.7.2.4 Relacién area de estudio — niumero de publicaciones: con resultados
muy similares a los obtenidos por Scopus, en la Figura 11, se presentan las
principales areas de estudio en las cuales han sido reportados los articulos sobre
Lippia alba, analizados por Web of Science. Se resalta ademas de las

publicaciones anteriormente mencionadas en los campos de quimica farmacéutica



(29), el area de ciencia y tecnologia de alimentos (9), posiblemente, por el empleo
de compuestos como la carvona, presentes en algunos quimiotipos de Lippia alba

en dicha area.

Figura 11. Relacion entre el area de estudio y el numero de publicaciones de

Lippia alba.
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Fuente: (ISI Web of Knowledge, Thomson, version 3.0). Periodo de observacién: desde el afio 1975 hasta el 2006. Fecha de consulta: 30
de marzo de 2007. Ecuaciéon de busqueda: TS=(Lippia alba) DocType=All document types; Language=All languages; Databases=SCI-
EXPANDED, SSCI, A&HCI; Timespan=1975-2006.

1.8 MERCADO MUNDIAL DE ACEITES ESENCIALES

El comercio internacional de aceites esenciales esta controlado por dos grandes
sectores econdmicos que acopian la mayor parte de la produccion mundial: las
grandes empresas de sabores y fragancias y los grandes acopiadores o brokers
de materias primas para estas industrias, y que al igual que la mayoria de las
industrias de sabores y fragancias estan establecidos en EE.UU., la Unidén

Europea (UE) y Japén [14].



A excepcidn de algunos casos esporadicos, la demanda de las esencias sigue la
fuerte expansion del mercado de productos naturales. Dichos casos suelen
presentarse cuando la esencia compite contra productos sintéticos de similar valor

econdmico y organoléptico.

También se debe resaltar que el precio internacional de un aceite esencial
depende de los factores politicos y climaticos de la region en la cual es producido.
Conflictos internos, tales como los de Indonesia, que disminuyeron la produccién
del aceite de patchouli, lograron duplicar su valor. Por ello, también es importante

mantener las exigencias de calidad, cantidad y continuidad [14].
El tipo de aceite esencial y la calidad de éste determinan en cual clase de
producto sera empleado. Algunas de las principales aplicaciones dadas a los AEs

en la UE se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Principales usos de los aceites esenciales en paises de la UE [96, 130].

Industria Area Aceites esenciales
_ Limon
Industria de Cuidado personal Eatrar:uar
cosméticos Jabon y detergente atchouli
Palo de rosa
Cuidado dental Menta
Eucalipto y sus derivados
Bebidas refrescantes Citricos
Industria de Confiteria y caramelos Vainillas
alimentos Aceites saborizantes y florales
Tabacos Oleorresinas
Alimentos procesados y enlatados
. Homeopatia Citricos
Industria Patchouli
farmacéutica Productos para el cuidado de la salud Lavanda
Aromaterapia Geranio

El uso de aceites esenciales en la industria de alimentos se ha incrementado en

los ultimos afos y este sector parece ser muy prometedor para un crecimiento en
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la demanda. Existen diversas estimaciones acerca de la industria de sabores y
fragancias. Segun la Asociacion Holandesa de Productores de Sabores y
Fragancias, las ventas totales para el 2004 fueron estimadas en 11 millones de
Euros, mientras que otras fuentes dan estimaciones de alrededor de 15 millones
de Euros [29, 96, 130].

De acuerdo con los analisis realizados por la Union Europea, el mercado de
productos cosméticos estaba avaluado en 201 millones de Euros en el 2002, con
una tendencia al alza en los siguientes afos. Europa no es sélo el mayor
consumidor de productos cosméticos, sino que también el mayor productor,
seguido a distancia por EE.UU. y Japon. Los productores son compafiias
multinacionales como Unilever (Los Paises Bajos/Reino Unido), L'Oréal (Francia),
Wella (Alemania), Sanofi (Francia), y Beiersdorf (Alemania) [30, 130]. Muchos de
ellos operan con un amplio espectro de productos entre los cuales figuran
farmacéuticos, compuestos quimicos, alimentos o productos para el hogar. De alli,
que estas empresas estén monitoreando constantemente los intereses del
consumidor, tales como: la sofisticacién en el uso de productos naturales y mas
sanos, su actuacion, y los beneficios que representan para la salud [96, 130],
induciendo asi el mayor usufructo de éstos, y cambiando la tendencia clasica del
empleo de productos que tan solo realzan la belleza superficialmente, por

productos con propiedades funcionales (e.g. cosmecéuticos) [30, 130].

Respecto al sector farmaceéutico, alrededor del 42 % de las ventas de los 25
medicamentos mas vendidos en el mundo son de origen biolégico o productos
naturales o sustancias derivadas de productos naturales. Segun la OMS, la
industria de plantas medicinales tiene un valor estimado de mas de 45 millones de
Euros y continua con un crecimiento firme. El valor del comercio global de plantas
medicinales es aproximadamente 10 millones de Euros anuales y tiene un
crecimiento de un 10% anual. Los mercados mas grandes de plantas aromaticas

con fines farmacéuticos en la Unién Europea se encuentran en Alemania, Francia,
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Italia, el Reino Unido y Espafia, donde el mercado aleman es el mas grande ya
que un 10% del total de las ventas farmacéuticas son medicamentos naturales [31,
96, 130].

El total de importaciones de aceites esenciales en los 15 miembros originales de la
UE en el 2003 sumo 490 millones de Euros, que representan una disminucion de
un 13% comparado con el ano anterior. Otros 6.5 millones de Euros fueron
importados por los nuevos miembros de la UE en total. En la Figura 12 se
presentan los principales importadores y proveedores de aceites esenciales en la
UE, segun datos de las Naciones Unidas para los afos 2003/2004 [59, 130].

Figura 12. Importadores lideres de la UE y proveedores mas importantes de
aceites esenciales, porcentaje del valor total de importaciones en el 2003 [29-31,
130].
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Las exportaciones de AEs por los miembros de la UE, sumaron un total de 373
millones de Euros en el 2003. En el periodo del 2001-2003, el total de las
exportaciones permanecio relativamente estable, aunque a nivel de producto las

exportaciones de la mayoria de aceites esenciales fluctuaron considerablemente.
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Por ejemplo, las exportaciones de aceite de naranja crecieron sustancialmente,
mientras que las del aceite de limon cambiaron en direccidn opuesta. En la Figura

13 se presentan los exportadores lideres y los destinatarios principales [130].

Figura 13. Exportadores lideres de la UE y destinatarios mas importantes de
aceites esenciales, porcentaje del valor total de exportaciones en el 2003 [29-31,
130].
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Respecto a la situacion de nuestro pais, en la Figura 14 se presentan las
principales importaciones de sustancias odoriferas y de aceites esenciales hechas
entre 1998 y 2002. Se debe resaltar tanto el aumento en la importacion de aceites
en general, asi como el incremento en el ingreso de aceite de eucalipto que paso
de 197 mil dolares a casi 396 mil dolares en 4 anos, y los AEs desterpenados, que
pasaron de 155 mil délares en 1998 a mas de 1 millén 165 mil délares en el 2002.
Sin embargo, similar a lo observado en el mundo, las importaciones de aceites de

citricos disminuyeron considerablemente. [59].
En la Figura 15 se reportan las exportaciones hechas por el pais entre 1998 y

2002. EIl area mas fuerte de exportacion comprende las mezclas de sustancias

odoriferas para las industrias de alimentos, bebidas sin alcohol y alcohdlicas. Es
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de notar la casi extincion de las exportaciones de aceite esencial de eucalipto y la

disminucién contundente en las de citricos [59].

Pais

Figura 14. Importaciones en Colombia de mezclas odoriferas y aceites esenciales
por pais de origen (1998-2002) [59].
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Figura 15. Exportaciones de Colombia de mezclas odoriferas y aceites esenciales
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1.9 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El analisis de componentes principales es una técnica estadistica de vieja data, ya
que fue propuesta a principios del siglo XIX por Karl Pearson como parte del
analisis de factores [54]. Sin embargo, la complejidad de los calculos retrasé su
desarrollo hasta la aparicion de los computadores y su utilizacion en la segunda
mitad del siglo XX.

Se puede anotar, que el principal objetivo de PCA es la representacién de las
medidas numeéricas de diferentes variables en un espacio de pocas dimensiones,
donde nuestros sentidos puedan percibir relaciones, que de otra manera
permanecerian ocultas en dimensiones superiores. Dicha representacion debe ser
tal, que al desechar dimensiones superiores (generalmente de la tercera o cuarta
en adelante), la pérdida de informacion sea minima. En este método, las variables
no se consideran explicativas o de respuesta, sino que todas son tratadas de la

misma manera [23].

Por lo tanto, el analisis de componentes principales es una técnica que transforma
ciertas variables en otras incorrelacionadas, de media cero, que pueden escribirse
como combinaciones lineales de las primeras y que se llaman factores o
componentes principales, las cuales pueden ordenarse por la magnitud de su
varianza u orden de importancia, de modo que los primeros componentes
principales resuman la mayor cantidad posible de variabilidad de los datos
originales, y faciliten la interpretacion de los datos. Normalmente, un numero
pequeio de componentes principales r, basta para describir en alto porcentaje la
variabilidad total de las variables originales. Con frecuencia, r vale 2 6 3, siendo el
primero de ellos el caso mas deseable, siempre y cuando exista un gran numero

de variables intercorrelacionadas [54].

77



Solo cuando el porcentaje de variabilidad explicado por dos 0 mas componentes
principales es alto (=70%), se recomienda realizar una representacion grafica de
las variables originales y de los individuos de la muestra, que presentan algunas
relaciones de correlacion o semejanza entre ellos, permitiendo observar las

variables latentes, o no observadas, que generan los datos [54].

Aunque todas las variables originales entran en la composicion de cada
componente principal, algunas son mas importantes que otras. Estas, las mas
importantes, determinan la naturaleza de cada componente. Luego, mediante el
uso del analisis de componentes principales en un sistema de datos
multivariables, se puede realizar la reduccion de dimensiones, la clasificacion de

muestras e identificacién de grupos [23, 119, 121].

En este trabajo se realizaron analisis de componentes principales (PCA) con el fin
de establecer relaciones entre las composiciones de los aceites esenciales para
dos quimiotipos de Lippia alba, que fueron obtenidos variando las condiciones de

secado (tiempo y temperatura) y extraccion (tiempo).
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2. METODOLOGIA

2.1 CARACTERIZACION TAXONOMICA

La identificacidon taxondmica de los dos quimiotipos de Lippia alba se realizé en el
Herbario Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales, de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. La clasificacién botanica fue
realizada por el Dr. José Luis Fernandez, botanico-taxbnomo, experto en

Verbenaceas, a quien el autor le expresa sus mas profundos agradecimientos.

2.2 SECADO DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal empleado en las investigaciones fue colectado en las zonas de
cultivo experimental del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales,
CENIVAM, en el campus principal de la Universidad Industrial de Santander. Los
esquejes empleados para la propagacion vegetal de los quimiotipos “Carvona” y
“Citral”’, identificados previamente, procedian de Bucaramanga (Santander) y
Colorado (Bolivar), respectivamente.

El secado del material vegetal fue realizado en una estufa Indumegas
(Bucaramanga, Colombia) (Véase Figura 16), en un intervalo de temperaturas de
30 a 80°C. Con el fin de determinar los puntos en los cuales se iban a realizar las
extracciones, se elaboraron las curvas de desorcién para cada temperatura. Por
tanto, para obtener datos estadisticamente validos se tomaron 10 racimos de
aproximadamente 20 g de material vegetal de cada quimiotipo de Lippia alba y se
pesaron tres veces cada hora para el intervalo de 30 a 50°C y cada media hora
para el intervalo de 60 a 80°C hasta lograr el peso constante. De los resultados

obtenidos para cada uno de los 10 experimentos de cada quimiotipo y
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temperatura, se calcularon las pérdidas de peso porcentuales. Luego, éstas fueron
promediadas, y a partir de ellas se graficaron las curvas de desorcion, y las
derivadas de éstas. Con las derivadas se evaluaron los puntos en los cuales las

pérdidas de peso se hicieron constantes, y en éstos se realizaron las extracciones.

Figura 16. Estufa de secado marca Indumegas (Bucaramanga, Colombia).

2.3 EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

El aceite esencial fue extraido de las partes aéreas (hojas, tallos e inflorescencias)
de los dos quimiotipos de Lippia alba. EI método que se empleé fue la
hidrodestilacion asistida con radiacién microondas (MWHD) para el cual se tomo el
material vegetal previamente seleccionado, cortado y pesado (aproximadamente
200 g) y se introdujo en un balén de fondo redondo de 2000 mL. A continuacion,
se adicion6 agua destilada al balén, de manera que cubriera aproximadamente

una tercera parte del material vegetal, siguiendo la metodologia descrita en [119].
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El montaje consistié de un balén de fondo redondo, un reductor de 45/50 a 24/40,
una alargadera 24/40, un trampa Clevenger, dos condensadores (bolas y espiras)
y un horno microondas marca LG-Intelowave (Tianjin, China), con potencia de

salida de 1200 W, y que se empled experimentalmente al 60% de ésta.

Dado que el objetivo de esta investigacion era evaluar diferentes tiempos de
extraccidén, simultaneamente, con el proceso de secado de la planta, se
emplearon tiempos de extraccion en el microondas de 30, 45, 60 y 75 min. Para
los experimentos, donde se estudié la variable de de secado de la planta, se

emplearon unicamente 45 min de extraccion.

Luego de la extraccion del aceite esencial, éste se separé del agua por
decantacion en la trampa Clevenger, y se sec6 adicionando a la mezcla Na;SOq4
anhidro. Del aceite obtenido, se tomd una alicuota de 50 uL que se depositd en un
tubo de reaccion, al cual se adicionaron 4 uL de estandar interno istd (n-
tetradecano), luego, la mezcla se aforé a 1mL con diclorometano, para el analisis

cromatografico.

La extraccion del AE en cada experimento se realizé por triplicado, para obtener
datos de reproducibilidad, y todas las determinaciones masicas realizadas en el
desarrollo del estudio se llevaron a cabo en una balanza analitica METTLER
TOLEDO AG 285 (Greifensee, Suiza).

2.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Con el objetivo de realizar una caracterizacion quimica completa de los
metabolitos secundarios volatiles presentes en dos quimiotipos de Lippia alba
(Mill) N.E. Brown, se empled la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), usando dos columnas de diferente polaridad,

asi como se describe a continuacion.
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2.4.1 Analisis GC en columna apolar

El analisis cromatografico y los espectros de masas de las muestras se obtuvieron
en un equipo Agilent Technologies 6890 Plus Series GC System acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973 Network, Mass
Selectivity Detector, y equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250°C,
relacion de split 30:1), un inyector automatico Agilent Technologies 7863 y un
Autosampler Agilent Technologies 7863 Series (Véase Figura 17). La separacion
de los analitos se realizd en una columna capilar apolar DB5-MS (J&W Scientific
Folsom, CA, EE.UU.) de 60m x 0,25 mm., D.I. x 0,25 uym, ds, con fase estacionaria
de 5%-fenil-poli(metilsiloxano). El gas de arrastre empleado en el analisis fue
helio, con una presiéon de entrada en la cabeza de columna de 16,47 psi. La
temperatura del horno se programé desde 45°C (5 min) @ 4°C/min hasta 150°C (2
min) y se incrementd a razén de 5 °C/min hasta llegar a 250°C, donde permanecié
isotérmicamente 5 min vy, finalmente, aumentdé @ 10°C/min hasta 275°C,
temperatura a la cual permanecié constante durante 15 min. Los espectros de
masas se obtuvieron por impacto con electrones (El) de energia de 70 eV. Las
temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea de transferencia se
mantuvieron a 230 y 285°C, respectivamente. Los espectros de masas y las
corrientes idnicas totales (TIC, por sus siglas en Inglés, Total lon Current) se
obtuvieron en un analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de
frecuencia (full scan), en el rango de masas de m/z 40-350. Los datos
cromatograficos fueron adquiridos y procesados con el sistema de datos Hewlett-
Packard MSChemStation G17001DA (Version D 00.01.27, 2002), que incluye las
bases de datos NBS, Wiley, NIST y Adams 2004.

2.4.2 Analisis GC en columna polar

El andlisis en columna polar de los aceites esenciales de dos quimiotipos de Lippia
alba, se desarrollé en un equipo Agilent Technologies 6890 Network GC System

acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975 Inert XL
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Mass Selective Detector y equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250
°C, relacion de split 50:1), un inyector automatico Agilent Technologies 7683B
Series Injector y un autosampler Agilent Technologies 7863 Series (Véase Figura
18). El proceso de separacion de los metabolitos presentes en los aceites se llevd
a cabo en una columna capilar polar DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.), con fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol) de
60 m x 0,25 mm, D.I. x 0,25 ym, d:. El gas de arrastre que se empled fue helio, con
una presion de entrada en la cabeza de columna de 20.15 psi. La temperatura del
horno se programé desde 45°C (5 min) @ 3°C/min hasta 150°C (3 min), luego @
4°C/min hasta 220°C (4 min). Los espectros de masas se obtuvieron por impacto
con electrones (El) de energia de 70 eV. Las temperaturas de la camara de
ionizacién y de la linea de transferencia se mantuvieron a 230 y 285°C,
respectivamente. Los espectros de masas y las corrientes idnicas totales (TIC) se
obtuvieron en un analizador cuadrupolar, por medio de barrido automatico de

frecuencia (full scan), en el rango de masas de m/z 40-350.

Figura 17. Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus Series GC
System acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5973
Network, equipado con un puerto de inyeccién split/splittess y un inyector
automatico Agilent 7863. Se indica la programacién de la temperatura del horno

para analisis en la columna apolar.
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Figura 18. Cromatografo Agilent Technologies 6890N Network, Series GC,
acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975, ionizacion
por impacto de electrones, un puerto de inyeccion split/splittess y un inyector
automatico Agilent Technologies 7683B Series injector. Se indica la programacion

de la temperatura del horno para analisis en la columna polar.

2.4.3 Identificacion

La identificaciéon de los analitos presentes en el aceite esencial se realizé por
comparacién de sus indices de Kovats y patrones de fragmentacion en los
espectros de masas obtenidos, con los existentes en las librerias de espectros, y/o

en la literatura [3, 67].

Los indices de Kovats [67] se calcularon teniendo en cuenta los tiempos de
retencion de una serie homologa de patrones de hidrocarburos desde Cq hasta
C2s, que se corrieron en el GC bajo las mismas condiciones operacionales que los

aceites esenciales. Para su determinacion se empled la Ecuacion 2.
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I, = 100n + 100 {tRx_tRn} Ecuacion 2

RN _tRn

Donde:

lk: indice de retencién del compuesto de interés;

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

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

trx: Tiempo de retencidon del compuesto de interés;

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

compuesto x.

2.4.4 Cuantificacion
La cuantificacion de los metabolitos identificados se realizd6 mediante
estandarizacién interna, empleando como patron interno, n-tetradecano, Istd,
segun la Ecuacién 3:

XA

C =—ta = Ecuacion 3
istd

Donde:

Cx:  Concentracion (g/L) del analito en la muestra;

Cista: Concentracion (g/L) de Istd;

A.  Areadel pico cromatografico del analito, cuentas;

Ais: Area del pico cromatografico del Istd, cuentas.
2.5 RESULTADOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Las pruebas de actividad biologica desarrolladas por los grupos de investigacion

adscritos al Centro de Investigaciéon de Excelencia, CENIVAM, de los aceites
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esenciales de los dos quimiotipos de Lippia alba, obtenidos de plantas secadas en

el intervalo de 30 a 50 °C, estan reportadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Pruebas de actividad bioldgica realizadas en los grupos de investigacion

adscritos al CENIVAM.

UNIVERSIDAD uTpP’ UdeA? uis® UdecC*
GRUPODE Polifenoles Infeccion y CINTROP Computacionsl
INVESTIGACION Cancer y Am%iental
L Dre?-. Ana Dra. Patricia Dr. Jesus
INVESTIGADORES Dr. Hipdlito Isaza  Cecilia Mesa, Escobar Olivero Verbel
Gabriel Bueno
Antibacterial y I Antiparasitaria . -
ENSAYOS antifangica Antifungica y citotoxicidad Citotoxicidad
MICROORGANISMOS :
Y CELULAS Salmone_lla Cand|d.a . Leishmania Artemia
tiphymurium parapsilosis chagasi franciscana
ATCC 13311 ATCC 22019
Pseudomonas Candida
. - Trypanosoma
aeruginosa krusei Cruzi
ATCC 27853 ATCC 6258
Staphylococcus Aspergillus
aureus fumigatus Células VERO
ATCC 33591 ATCC 204305
Escherichia coli Aspergillus
N° 1 v N° 2 flavus
y ATCC 204304
Salmonella
gallinarium

Bacillus cereus
ATCC 11778

' Universidad Tecnoldgica de Pereira, UTP, Pereira.

2 Universidad de Antioquia, U de A, Medellin.

® Universidad Industrial de Santander, UIS, Bucaramanga.
* Universidad de Cartagena, U de C, Cartagena.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

El Proyecto, para su desarrollo experimental, fue dividido en dos fases. En la
primera, se compararon y evaluaron los rendimientos y las composiciones
quimicas de los aceites esenciales para cada uno de los quimiotipos de Lippia
alba, obtenidos variando el tiempo y la temperatura de secado, con aire caliente
en estufa, y el tiempo de extraccion por MWHD. En la segunda fase, se realizaron
los analisis de los resultados de actividad biolégica, obtenidos para algunos de los
experimentos de cada quimiotipo, realizados por los grupos de investigacion
integrantes de CENIVAM. A continuacion, se presentan y se discuten los

resultados obtenidos para cada una de las etapas.

3.1 DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LAS PLANTAS

Debido a que los dos quimiotipos de Lippia alba (Mill) N.E. Brown, cultivados en el
area experimental del Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM,
presentan algunas variaciones morfolégicas, se hace aqui un breve recuento de
dichas disimilitudes, tal y como lo han indicado otros autores [75, 129]. En |la Tabla
5 aparecen los numeros de voucher de la clasificacion botanica hecha por el Dr.
José Luis Fernandez (UN, Bogotd), y cuyos pliegos testigo fueron depositados
como muestra permanente en el Herbario Nacional Colombiano, Instituto de

Ciencias Naturales, de la Universidad Nacional de Colombia.

Tabla 5. Numeros de voucher COL de los quimiotipos de Lippia alba.

ESPECIE AUTOR FAMILIA No. COL

‘|‘_(I:ppla alb”a, quimiotipo (Mill.) N. E. Br. Verbenaceae 512078
arvona

‘l‘_(l;?ﬁ-:}"alba’ quimiotipo (Mill.) N. E. Br. Verbenaceae 512077
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3.1.1 Lippia alba (Mill) N.E. Brown, quimiotipo “Citral”

Las plantas de este quimiotipo presentan hojas angostas y puntiagudas, con una
coloracion verde fuerte. Su altura no supera 1 m, y sus tallos suelen ser lefiosos y
arqueados, permitiendo asi el enraizamiento de éste y el origen de una nueva

planta. Las flores presentan una coloracion violeta (Véase Figura 19, izquierda).

3.1.2 Lippia alba (Mill) N.E. Brown, quimiotipo “Carvona”

A diferencia del otro quimiotipo, las hojas de éste son mas grandes y redondas, y
presentan una coloracién verde-lima. La altura de estas plantas, luego de tres
meses de cultivo, puede alcanzar 1.40 m, y sus tallos son menos lefiosos y crecen

ascendentemente. Las flores también son violetas (Véase Figura 19, derecha).

Figura 19. Plantas de Lippia alba, quimiotipo “Citral” (izquierda) y “Carvona”
(derecha)

3.2 ACEITES ESENCIALES OBTENIDOS VARIANDO EL TIEMPO Y LA
TEMPERATURA DE SECADO DE LA PLANTA Y DURACION DE EXTRACCION
POR MWHD

Con el objetivo de evaluar la influencia de la temperatura y el tiempo de secado,
en un rango de 30 a 80°C, y el tiempo de extraccién por MWHD (30 a 75 min), se
realizd un estudio comparativo de la composicién y los rendimientos de los AEs

extraidos de dos quimiotipos de Lippia alba, bajo estas condiciones.
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3.2.1 Lippia alba (Mill) N.E. Brown, quimiotipo “Citral”

3.2.1.1 Curvas de secado de plantas de Lippia alba, quimiotipo “Citral”

En la Figura 20 se presentan las curvas de secado para el quimiotipo “Citral” de
Lippia alba, en el rango de 30 a 80°C. La grafica representa el cambio a través del
tiempo, del peso del material vegetal. Como se percibe en la figura, la planta,
luego de 14 h (840 min), a una temperatura de 30°C, aun no consigue llegar al
equilibrio; sin embargo, puede tomar solo 30 min conseguir el equilibrio con una
temperatura de 80°C. Los resultados aqui encontrados son similares a los
descritos por Barbosa y colaboradores [16], para un quimiotipo “Citral” de Vigosa,
Brasil. Segun este autor, conseguir el equilibrio con una temperatura de 25°C
implicaria al menos 32 h de secado, lo cual, él considera, ademas de un tiempo
excesivo, presenta un gasto de energia innecesario para un proceso optimizado
del secado del material vegetal en el menor tiempo posible, sin deterioro

enzimatico de la planta.

Figura 20. Curvas de secado del quimiotipo “Citral”, utilizando temperaturas entre
30y 80°C.
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También se observé un ligero amarronamiento de las plantas que fueron secadas
a 30°C; este efecto se disminuyd considerablemente a 40°C, y asi, sucesivamente,

hasta 80°C, cuando la coloracién de las hojas no varié considerablemente.

Se observa en la grafica, que a las temperaturas de 60, 70 y 80°C se presentaron
valores muy similares a los del equilibrio. En la Tabla 6 se presentan los
porcentajes de peso promedio de material vegetal alcanzados con cada una de las

temperaturas.

Tabla 6. Porcentaje final del peso del material vegetal a cada temperatura para el

quimiotipo “Citral”.

Temperatura (°C) Tiempo (min) % Peso material vegetal
30 840 37 £ 5.46
40 540 32 + 3.31
50 360 27 £ 2.54
60 210 25+2.04
70 150 23+2.12
80 120 27 £1.85

Aparentemente, a 70°C se retira la mayor cantidad de agua del material vegetal.
Sin embargo, si se tienen en cuenta las desviaciones estandar, el intervalo de
temperaturas de 50 a 80°C tiene un porcentaje de peso del material vegetal muy

similar.

3.2.1.2 Derivadas de las curvas de secado de Lippia alba, quimiotipo “Citral”

A partir de los puntos de los experimentos de secado, para cada temperatura, se
calcularon por regresion lineal las lineas de tendencia que representan estos
puntos, y de éstas se calcularon sus derivadas. Como se sabe, la derivada de una
funcién f en un punto xo no es otra cosa que la pendiente de la tangente a la curva
(grafica de la funcion) en [xo, f(Xo)]. Ademas, se conoce, que la derivada de una

constante siempre es cero. Asi, luego de obtener las derivadas de cada curva de
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secado, se reemplazaron en ella los puntos que dieron origen a ésta y se observo
en qué punto o puntos era igual a cero. Esto nos indicd a qué tiempos la pérdida
de peso se hizo constante, y, por ende, para este preciso momento se realizaron
las extracciones. En la Figura 21 se presentan las derivadas de las curvas de

secado para cada uno de los experimentos.

Tal y como se observo en la Figura 20, la curva de secado a 30°C no presento
una pérdida de peso constante tras 14 h de secado; luego, como se esperaba, en
la grafica de la Figura 21, esta curva no “cortd” el eje de las abscisas. Por otra
parte, los demas experimentos “cortaron” ésta en una o mas puntos. Por ejemplo,
para el experimento de secado a 40°C, se observo que la derivada tenia valores
muy cercanos a cero tras 240 min de secado, y nuevamente “cortaba” el eje luego
de c.a. 500 min de secado. Por tanto, para los experimentos de secado a 40°C se
escogieron 4 y 9 h como tiempos de extraccion. En la Tabla 7 se especifican los

tiempos determinados por la curva y escogidos para realizar las extracciones.

Figura 21. Derivadas de las curvas de secado del quimiotipo “Citral”, utilizando

temperaturas de 30 a 80°C.
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Tabla 7. Tiempos de secado para cada temperatura, escogidos para realizar las

extracciones de los aceites esenciales de Lippia alba, quimiotipo “Citral”.

Temperatura (°C) Tiempo (min) Velocidad pérdida de peso (%peso/min)

30 900 0.049
40 60 -2.148
40 240 -0.064
40 540 0.542
50 60 -1.573
50 180 -0.024
50 300 -0.077
60 60 -0.056
60 180 -3.242
70 60 0.140
70 120 0.318
80 30 -0.029
80 60 0.018

Para la temperatura de secado de 30 °C, al observar que durante el experimento
nunca se alcanzo un equilibrio, es decir, la derivada de la curva no fue igual a cero
en ningun punto, se decidid continuar la tendencia de la grafica obtenida por
regresion lineal para la derivada, de manera que se encontré que el equilibrio se

alcanzaba luego de 900 min (15 h) de secado bajo esta temperatura.

Aunque no todos los experimentos presentan una velocidad de pérdida de peso
(derivada) cercana a cero luego de una hora, se escogié este tiempo con el
objetivo de establecer una comparacion entre las diferentes temperaturas, a
excepcion del secado a 30°C, para el cual la diferencia entre las plantas “secadas”
y las dejadas al ambiente no es mucha, pero si es considerable respecto a las
demas. El menor tiempo de secado escogido correspondid a 30 min a una
temperatura de secado de 80°C, el cual coincidid nuevamente con los resultados
obtenidos por Barbosa y colaboradores [16], quienes emplearon un tiempo de 33
min. Para las demas temperaturas, como se indicd anteriormente, se escogieron
los tiempos a los cuales la velocidad de pérdida de peso se hacia igual a cero, asi

como fueron indicados en la Tabla 7.
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Una vez conocidas las temperaturas y tiempos de secado a emplear, se decidi6
usar una nomenclatura (codigos para experimentos y muestras), que facilitase el
manejo de la informacion. Para ello, todos los experimentos correspondientes al
quimiotipo “Citral” llevan las letras “LAC” al inicio. A continuacion, se indica el
tiempo de extraccion (30, 45, 60 6 75 min). Luego, se indica la temperatura de
secado, siendo “00” el valor utilizado para las plantas frescas, y “30” a “80” para
los demas, segun la temperatura empleada. Finalmente, se indica el tiempo de
secado empleado en horas, “01”, si se trata de una hora de secado y, asi
sucesivamente, hasta “15”, que fue el tiempo empleado mas alto. Sin embargo,
para uno de los experimentos a 80°C, en el cual s6lo se emplearon 30 min, éste se
indico asi: “1/2”. Por ejemplo, el codigo LAC457002 corresponde a la temperatura
de secado de 70°C, la duracion del secado de 2 h y tiempo de extraccion de 45
min, para el quimiotipo “Citral”, de Lippia alba (ver, Figura 22). En la Tabla 8 se
reportan los tiempos y temperaturas de secado, y los tiempos de extraccion para

cada experimento, con sus respectivos codigos.

Figura 22. Nomenclatura empleada en los experimentos con Lippia alba,
quimiotipo “Citral’”.
Lippia alba, quimiotipo “Citral” ‘\L vr Tiempo de secado (2h)

LAC 45 70 02

Tiempo de extraccion (45 min) /T T— Temperatura de secado (70°C)

3.2.1.3 Rendimiento de los aceites esenciales del quimiotipo “Citral”
En la Tabla 8, se registran los rendimientos de los aceites esenciales de Lippia
alba, quimiotipo “Citral”, extraidos por MWHD, bajo diferentes condiciones de

secado (tiempo y temperatura), y duracion de extraccion.
Los rendimientos de aceites esenciales mas altos (1.6-1.7%) se obtuvieron de las

plantas secas, correspondientes a los experimentos LAC454009, LAC455003,
LAC455005, LAC456003 y LAC457002 resaltados en la Tabla 8. Por el contrario,
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los rendimientos mas bajos (0.2-0.6%) se obtuvieron con todos los experimentos
en los cuales no se secaron las plantas. Se observa también que en los
experimentos LACA454009 y LAC457002, se presentaron los mayores
rendimientos, similares en sus valores. De acuerdo con lo observado y lo
expresado por algunos autores [14, 16], respecto a no exceder temperaturas de
secado de 40°C, las condiciones del experimento LAC 454009 seria las mas
indicadas. Ahora, si el objetivo es optimizar la obtencién de los AEs de Lippia alba,
quimiotipo “Citral”, el experimento indicado seria LAC457002, pues el tiempo de

secado es de 2 h.

Tabla 8. Rendimientos (%) de los AEs obtenidos por MWHD, de plantas de Lippia

alba, quimiotipo “Citral”, bajo diferentes condiciones de extraccion y secado.

Tiempo de Temperatura de Tiempo de

Experimento secado (h) secado (°C) extracciéon (min)

Rendimiento % (p/p

LAC300000 - - 30 0.34 +0.040
LAC450000 - - 45 0.2 +0.104
LAC600000 - - 60 0.46 +0.091
LAC750000 - - 75 0.61 +0.088
LAC453015 15 30 45 1.32 +0.091
LAC454001 1 40 45 0.77 +0.094
LAC454004 4 40 45 1.1 +0.125
LAC454009 9 40 45 1.7 +0.113
LAC455001 1 50 45 0.79 +0.091
LAC455003 3 50 45 1.6 +0.191
LAC455005 5 50 45 1.68 +0.066
LAC456001 1 60 45 1.10 +0.088
LAC456003 3 60 45 1.62 +0.032
LACA457001 1 70 45 1.1 +0.091
LAC457002 2 70 45 1.73 +0.043
LAC458001/2 0.5 80 45 1.03 +0.094
LAC458001 1 80 45 1.29 +0.079

En la Figura 23, se presentan los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, obtenidos
con los maximos rendimientos. Los experimentos fueron indicados en el grafico

con el mismo color con el cual fueron resaltados en la Tabla 8.
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Figura 23. Comparaciéon de los maximos rendimientos de los AEs de Lippia alba,

quimiotipo “Citral”, obtenidos en el rango de temperaturas de 30 a 80°C.
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Figura 24. Comparacién de los rendimientos de los AEs de Lippia alba, quimiotipo
“Citral”, obtenidos en el rango de temperaturas de 40 a 80°C, con 1 h de secado, y

de la planta fresca, empleando 45 min para todas las extracciones.
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En la Figura 24, se presenta la comparacion de los rendimientos de AEs de
plantas de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, secadas en el rango de temperaturas de
40 a 80°C, durante 1 h, y de la planta fresca, empleando 45 min para todas las
extracciones. Se observa, que a medida que se aumenta la temperatura, el
rendimiento del aceite esencial incrementa. Se debe recordar, que sélo las plantas
secadas en el intervalo de temperatura de 60 a 80°C, luego de 1 h de secado,

tienen una derivada cercana a cero, y la cantidad de agua a retirar es minima.

En la Figura 25, se observa, que a medida que aumenta el tiempo de extraccion,
la cantidad de AE obtenido de la planta fresca también incrementa, obteniéndose

la maxima cantidad de aceite por MWHD empleando 75 min.

Se observa también un aumento en el rendimiento del AE de Lippia alba,
quimiotipo “Citral”, a medida que aumenta la duraciéon del secado a diferentes

temperaturas (Figura 26).

Figura 25. Comparacién de los rendimientos de los AEs de Lippia alba, quimiotipo

“Citral”, obtenidos de plantas frescas, empleando diferentes tiempos de extraccion.

0.61

050 + 046

0.34 T

Rendimiento (% p/p)

0.2 L

30 45 60 75

Tiempo de extraccion (min)

96



Figura 26. Comparacién de los rendimientos de los AEs de Lippia alba, quimiotipo

“Citral”, obtenidos bajo diferentes tiempos de secado en el rango de temperaturas

de 40 a 80°C.
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Por ejemplo, para la temperatura de 40°C, se observa una diferencia de ca. 1%
entre los AEs obtenidos de plantas secadas durante 1 y 9 h. También, en la
Figura 26, se observa que para la temperatura de 50°C, no existe una diferencia

marcada entre los AEs obtenidos luego de 3 6 5 h de secado.

Por otra parte, aunque se obtiene el maximo rendimiento con plantas secadas
durante 2h a 70°C, un aumento de 10°C representa una disminucién significativa
en el rendimiento. Por tanto, para los experimentos realizados a 80°C, se
obtuvieron rendimientos significativamente menores a los observados para las
temperaturas mas bajas. No obstante, se observd que al aumentar la duracion del
secado, se acrecento el rendimiento, siguiendo la tendencia presentada en los
otros experimentos. Tal disminucion en el rendimiento de los AEs de plantas de
Lippia alba, quimiotipo “Citral”, secadas a 80°C, se debe, al parecer, a la

volatilizaciéon de los metabolitos secundarios.

3.2.1.4 Caracterizacion quimica por GC-MS de los aceites esenciales de
Lippia alba, quimiotipo “Citral”.

En la Figura 27 aparece el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles obtenidos por MWHD de hojas, tallos e inflorescencias de
Lippia alba, quimiotipo “Citral”. En la Tabla 9 se registran los componentes
mayoritarios aislados e identificados por GC-MS, segun el orden de elucion en la
columna DB-5MS, junto con sus indices de retencion y cantidades relativas (%)

para cada uno de los experimentos.

La identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de los AEs de Lippia
alba, quimiotipo “Citral”, se efectud con base en los indices de Kovats calculados y
los reportados en la literatura [3], asi como con base en sus espectros de masas.
La cuantificacion se realizé empleando la técnica de estandarizacion interna,

siguiendo el procedimiento descrito en Seccién 2.3.4.
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Tabla 9. Cantidad relativa (%) de los principales componentes de los aceites

esenciales de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, aislados por MWHD.

Ne IK? AE, Cantidad relativa %°

Pico’ Compuesto

DB-5 DB-WAX LAC300000 LAC450000 LAC600000 LAC750000

1 859 1289 cis-3-Hexenol + cis-2-hexenal 0.41 0.22 0.10 0.11
2 939 921 a-Pineno 0.06 0.07 0.15 0.10
3 954 965 Canfeno - - 0.05 -
4 979 1351 1-Octen-3-ol 0.24 0.26 0.11 0.11
5 986 1338 6-Metil-5-hepten-2-ona 1.90 3.02 1.92 2.00
6 991 1064 B-Mirceno - 0.07 0.04 0.04
7 1004 1319 cis-3-Acetato de hexenilo 0.12 0.09 0.07 0.06
8 1010 1163 a-Felandreno - 0.07 0.13 0.05
9 1016 994 Isobutanoato de isopentilo - 0.05 - 0.05
10 1029 1172 p-Cimeno - 0.05 0.10 0.14
11 1034 1197 Limoneno 1.59 1.68 2.15 1.94
12 1036 1111 B- Felandreno - 0.06 0.08 0.06
13 1048 1251 trans-B-Ocimeno 0.20 0.26 0.32 0.24
14 1102 1548 Linalool 1.49 1.72 1.48 1.42
15 1106 - Nonanal 0.11 0.07 0.07 0.08
16 1142 1391 cis-3-Isobutanoato de hexenilo 0.08 0.08 0.08 0.08
17 1146 1521 epi-Fotocitral A + C4H160 (N.I.) 0.45 0.42 0.46 0.38
18 1155 1483 Citronellal 1.02 1.33 0.98 0.92
19 1164 1577 trans-Verbenol 1.46 1.42 1.43 1.02
20 1172 1509 Epdxido de rosafurano 0.13 0.17 0.14 0.13
21 1183 1577 cis-Verbenol 1.90 1.89 1.91 1.54
22 1235 1808 Nerol 4.61 4.02 244 2.1
23 1252 1692 Peral 22.52 19.15 20.96 20.00
24 1264 1852 Geraniol 14.19 15.16 10.31 9.42
25 1270 1747 Geranial 28.73 23.33 26.00 24.54
26 1359 1732 -2177 Acetato de nerilo + Eugenol 0.32 0.49 0.43 0.40
27 1380 1761 Acetato de geranilo 2.87 3.83 2.75 2.94
28 1387 1399 a-Copaeno - - 0.07 0.08
29 1391 1599 B-Elemeno (isémero) - 0.11 0.12 0.10
30 1391 1598 B-Elemeno 0.86 1.30 1.59 1.36
31 1419 1611 trans-B-Cariofileno 4.11 5.78 5.67 5.30
32 1440 1601 a-Guaieno 0.76 1.13 1.27 1.33
33 1457 1570 trans- B- Farneseno 0.13 0.27 0.27 0.29
34 1455 1580 a-Humuleno 1.03 1.66 1.73 1.67
35 1460 1557 allo-Aromadendreno 0.09 0.12 0.13 0.15
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Continuacion, Tabla 9

36 1480 1599 y-Muuroleno - - 0.11 0.16
37 1495 1726 Biciclosesquifelandreno 0.92 1.79 1.99 1.24
38 1508 1817 Isobutanoato de geranilo 0.23 0.42 0.56 0.65
39 1513 1731 a-Bulneseno 0.36 0.53 0.62 0.58
40 1543 1783 trans-y-Bisaboleno 0.26 0.62 1.03 1.21
41 1564 2044 trans-Nerodiol - 0.12 0.20 0.32
42 1596 2001 Oxido de cariofileno 0.62 0.87 1.64 2.88
43 1608 2272 epoxi-allo-Alloaromadendreno - 0.04 0.15 0.20
44 1613 1970 N.I. - - 0.08 0.12
45 1628 1964 Epoxido de humuleno 0.01 0.08 0.23 0.86
46 1648 - N.I. - - 0.16 0.27
47 2114 - CigH260 - 0.34 0.50 0.65

'NUmero de pico en la Figura 27.
%indices de Kovats determinados experimentalmente.

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3.

Continuacioén, Tabla 9

Ne IK? AE, Cantidad relativa % °
Pico’ Compuesto
DB-5 DB-WAX LAC454001 LAC454004 LAC454009 LAC453015

1 859 1289 cis-3-Hexenol + cis-2-hexenal 0.27 0.22 0.12 0.39
2 939 921 a-Pineno 0.07 0.12 0.17 0.12
3 954 965 Canfeno - - - 0.04
4 979 1351 1-Octen-3-ol 0.16 0.14 - 0.22
5 986 1338 6-Metil-5-hepten-2-ona 1.33 1.68 1.91 1.62
6 991 1064 B-Mirceno 0.03 0.07 - 0.04
7 1004 1319 cis-3-Acetato de hexenilo 0.07 0.06 0.09 0.05
8 1010 1163 a-Felandreno 0.09 0.15 0.14 0.22
9 1016 994 Isobutanoato de isopentilo 0.04 - - 0.05
10 1029 1172 p-Cimeno 0.07 0.09 0.11 0.08
11 1034 1197 Limoneno 1.61 2.09 2.59 2.22
12 1036 1111 - Felandreno 0.06 0.09 - 0.09
13 1048 1251 trans-f-Ocimeno 0.27 0.33 0.34 0.41
14 1102 1548 Linalool 1.39 1.50 1.48 1.43
15 1106 - Nonanal 0.06 0.10 0.10 0.06
16 1142 1391 cis-3-Isobutanoato de hexenilo 0.08 0.08 0.07 0.07
17 1146 1521 epi-Fotocitral A + C4oH16O (N.I.) 0.52 0.50 0.48 0.54
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Continuacion, Tabla 9

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

1155
1164
1172
1183
1235
1252
1264
1270
1359
1380
1387
1391
1391
1419
1440
1457
1455
1460
1480
1495
1508
1513
1543
1564
1596
1608
1613
1628
1648
2114

1483
1577
1509
1577
1808
1692
1852
1747

1732 - 2177
1761
1399
1599
1598
1611
1601
1570
1580
1557
1599
1726
1817
1731
1783
2044
2001
2272
1970
1964

Citronellal
trans-Verbenol

Epoxido de rosafurano
cis-Verbenol

Nerol

Neral

Geraniol

Geranial

Acetato de nerilo + Eugenol
Acetato de geranilo
a-Copaeno

B-Elemeno (isébmero)
B-Elemeno
trans-B-Cariofileno
a-Guaieno

trans- B- Farneseno
a-Humuleno
allo-Aromadendreno
y-Muuroleno
Biciclosesquifelandreno
Isobutanoato de geranilo
a-Bulneseno
trans-y-Bisaboleno
trans-Nerodiol

Oxido de cariofileno
epoxi-allo-Alloaromadendreno
N.I.

Epodxido de humuleno
N.1.

C19H260

0.70
1.78
0.11
2.27
1.87
22.77
10.41
28.77
0.39
3.23
0.10
1.23
4.67
5.18
1.10
0.20
1.57
0.11
0.09
1.75
0.49
0.52
0.74
0.16
1.17
0.13
0.14
0.15
0.13
0.28

0.90
1.86
0.15
2.29
1.46
23.10
8.04
29.30
0.43
3.38

1.49
5.99
1.27
0.23
1.67
0.13
0.11
1.83
0.40
0.57
0.57
0.16
1.03

0.10
0.10
0.17

0.96
1.81
0.21
2.25
1.22
23.09
6.69
29.80
0.39
3.23

1.52
6.25
1.41
0.25
1.65
0.14
0.10
1.61
0.43
0.57
0.61
0.15
1.23

0.13

0.16

0.76
2.02
0.12
2.52
1.33
22.19
8.71
27.32
0.52
3.27
0.08
0.14
1.67
6.30
1.38
0.23
1.82
0.13
0.08
2.24
0.46
0.57
0.82
0.14
0.79
0.09

0.08
0.08
0.21

'NUmero de pico en la Figura 27.

%indices de Kovats determinados experimentalmente.

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3.
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Continuacion, Tabla 9

N° IK? AE, Cantidad relativa %’
Pico! Compuesto
DB-5 DB-WAX LAC455001 LAC455003 LAC455005 LAC456001

1 859 1289 cis-3-Hexenol + cis-2-hexenal 0.28 0.22 0.10 0.07
2 939 921 a-Pineno 0.13 0.12 0.16 0.10
3 954 965 Canfeno 0.04 - - -

4 979 1351 1-Octen-3-ol 0.13 - - -

5 986 1338 6-Metil-5-hepten-2-ona 1.29 1.51 1.70 1.55
6 991 1064 B-Mirceno 0.04 0.05 0.09 0.08
7 1004 1319 cis-3-Acetato de hexenilo 0.05 - - -

8 1010 1163 o-Felandreno 0.13 0.12 0.10 0.13
9 1016 994 Isobutanoato de isopentilo 0.04 - - -

10 1029 1172 p-Cimeno 0.09 0.09 0.10 0.09
11 1034 1197 Limoneno 2.06 2.09 2.61 2.36
12 1036 1111 B- Felandreno 0.07 - - -

13 1048 1251 trans-B-Ocimeno 0.33 0.31 0.30 0.33
14 1102 1548 Linalool 1.36 1.41 1.45 1.44
15 1106 - Nonanal 0.06 0.08 0.11 0.11
16 1142 1391 cis-3-Isobutanoato de hexenilo 0.08 0.07 0.07 0.08
17 1146 1521 epi-Fotocitral A + C1oH1O (N.I.) 0.47 0.49 0.47 0.51
18 1155 1483 Citronellal 0.71 0.79 0.81 0.78
19 1164 1577 trans-Verbenol 1.63 1.74 1.79 1.86
20 1172 1509 Epéxido de rosafurano 0.13 0.15 0.23 0.17
21 1183 1577 cis-Verbenol 2.09 2.20 2.22 2.29
22 1235 1808 Nerol 1.94 1.68 1.23 -

23 1252 1692 Neral 22.30 22.72 23.05 24.21
24 1264 1852 Geraniol 10.11 6.69 8.42 7.76
25 1270 1747 Geranial 28.43 29.00 30.14 31.26
26 1359 1732-2177 Acetato de nerilo + Eugenol 0.42 0.40 0.28 0.40
27 1380 1761 Acetato de geranilo 3.08 3.18 3.15 3.59
28 1387 1399 a-Copaeno 0.07 - - -

29 1391 1599 B-Elemeno (isémero) 0.10 - - -

30 1391 1598 B-Elemeno 1.31 1.35 1.33 1.47
31 1419 1611 trans-B-Cariofileno 4,92 5.45 5.44 6.35
32 1440 1601 o-Guaieno 1.03 1.18 1.18 1.29
33 1457 1570 trans- B- Farneseno 0.21 0.22 0.18 0.21
34 1455 1580 a-Humuleno 1.50 1.57 1.41 1.62
35 1460 1557 allo-Aromadendreno 0.11 0.12 0.12 0.12
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Continuacion, Tabla 9

36 1480 1599 y-Muuroleno 0.08 0.09 0.13 -
37 1495 1726 Biciclosesquifelandreno 1.62 1.66 1.19 1.46
38 1508 1817 Isobutanoato de geranilo 0.50 0.47 0.39 0.23
39 1513 1731 o-Bulneseno 0.50 0.53 0.49 0.52
40 1543 1783 trans-y-Bisaboleno 0.78 0.71 0.56 0.44
41 1564 2044 trans-Nerodiol 0.18 0.16 0.19 -
42 1596 2001 Oxido de cariofileno 1.44 1.28 1.29 0.70
43 1608 2272 epoxi-allo-Alloaromadendreno 0.14 - - -
44 1613 1970 N.I. 0.07 - - -
45 1628 1964 Epodxido de humuleno 0.21 0.16 0.23 0.05
46 1648 - N.I. 0.14 - - -
47 2114 - CigH260 0.22 0.22 0.18 0.10

'NUmero de pico en la Figura 27.
%indices de Kovats determinados experimentalmente.

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3.

Continuacioén, Tabla 9

Ne IK? AE, Cantidad relativa %’
Pico’ Compuesto
DB-5 DB-WAX LAC456003 LAC457001 LAC457002 LAC45801/2 LAC458001

1 859 1289 cis-3-Hexenol + cis-2-Hexenal 0.07 - - - -
2 939 921 a-Pineno 0.10 0.21 0.11 0.24 0.17
3 954 965 Canfeno - - - - -
4 979 1351 1-Octen-3-ol - - - - -

5 986 1338 6-Metil-5-hepten-2-ona 2.09 2.83 1.46 2.41 2.16
6 991 1064 B-Mirceno 0.09 0.13 0.09 0.11 0.10
7 1004 1319 cis-3-Acetato de hexenilo - - - - -
8 1010 1163 a-Felandreno 0.10 0.20 0.13 0.11 0.08
9 1016 994 Isobutanoato de isopentilo - - - 0.07 -
10 1029 1172 p-Cimeno 0.09 0.15 0.10 0.08 0.08
11 1034 1197 Limoneno 2.46 2.98 2.28 3.01 2.78
12 1036 1111 B-Phellandreno - 0.18 - 0.09 -
13 1048 1251 trans-B-Ocimeno 0.33 0.41 0.33 0.30 0.26
14 1102 1548 Linalool 1.06 1.72 1.45 1.57 1.46
15 1106 - Nonanal 0.13 0.12 0.10 0.16 0.13
16 1142 1391 cis-3-Isobutanoato de hexenilo 0.07 0.07 0.07 0.05 0.12
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Continuacion, Tabla 9

17 1146 1521 epi-Fotocitral A + C4oH16O (N.I.) 0.39 0.53 0.53 0.50 0.44
18 1155 1483 Citronellal 0.96 0.92 0.79 0.89 0.85
19 1164 1577 trans-Verbenol 1.53 1.58 2.03 1.66 1.67
20 1172 1509 Epoxido de rosafurano 0.29 0.95 0.30 0.32 0.34
21 1183 1577 cis-Verbenol 1.91 1.99 2.50 2.03 2.07
22 1235 1808 Nerol - 0.28 - - -
23 1252 1692 Neral 23.82 20.30 24.05 20.25 21.84
24 1264 1852 Geraniol 7.92 7.94 6.58 12.92 9.84
25 1270 1747 Geranial 31.52 25.96 31.84 26.02 28.64
26 1359 1732 -2177 Acetato de nerilo + Eugenol 0.36 0.35 0.32 0.30 0.28
27 1380 1761 Acetato de geranilo 3.63 3.59 343 3.1 3.17
28 1387 1399 a-Copaeno - 0.16 - 0.1 0.14
29 1391 1599 B-Elemeno (isémero) - - - - -
30 1391 1598 B-Elemeno 1.38 2.20 1.46 1.47 1.51
31 1419 1611 trans-B-Cariofileno 5.81 7.72 6.08 6.55 6.64
32 1440 1601 a-Guaieno 1.22 1.69 1.25 1.58 1.53
33 1457 1570 trans- B- Farneseno 0.20 0.30 0.21 0.13 0.14
34 1455 1580 a-Humuleno 1.44 1.91 1.45 1.76 1.66
35 1460 1557 allo-Aromadendreno 0.12 0.15 0.12 0.17 0.16
36 1480 1599 y-Muuroleno - - - 0.08 -
37 1495 1726 Biciclosesquifelandreno 1.16 1.76 1.17 1.83 1.41
38 1508 1817 Isobutanoato de geranilo 0.28 0.34 0.23 0.48 0.41
39 1513 1731 a-Bulneseno 0.49 0.61 0.47 0.73 0.62
40 1543 1783 trans-y-Bisaboleno 0.48 0.56 0.39 0.44 0.42
41 1564 2044 trans-Nerodiol - - - - -
42 1596 2001 Oxido de cariofileno 0.86 1.05 0.74 1.14 1.28
43 1608 2272 epoxi-allo-Alloaromadendreno - - - - -
44 1613 1970 N.I. - - - - -
45 1628 1964 Epoxido de humuleno 0.07 0.10 0.05 0.08 0.11
46 1648 - N.I. - - - - -
47 2114 - C1gH260 0.14 0.18 - 0.13 0.14

"Numero de pico en la Figura 27.
%indices de Kovats determinados experimentalmente.

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3.
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Positivamente, se identificaron 47 compuestos que constituyen alrededor del 98%
de las muestras analizadas, bajo los parametros de integracién aplicados (umbral

de integracién, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base = 0.1).

Figura 27. Perfil cromatografico tipico del AE de Lippia alba, quimiotipo “Citral”,
obtenidos por MWHD. Columna DB-5MS (60m). Detector selectivo de masas (El,

70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 9.
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En general, la composicion quimica de los AEs de Lippia alba quimiotipo “Citral”
extraidos por MWHD, varié cuantitativamente, mas no cualitativamente. El citral
(mezcla de los isdmeros, neral y geranial) fue el constituyente mayoritario (42-
56%), seguido de geraniol (7-16%), el trans-B-cariofileno (4-8%), la 6-metil-5-
hepten-2-ona  (1-3%), el nerol (0-5%), el Ilimoneno (2-3%), el

biciclosesquifelandreno (1-2%) y el a-humuleno (1-2%).

Los experimentos fueron realizados desde octubre del 2006 hasta febrero de
2007, e incluyeron dos periodos de corte de las plantas. El primero realizado en
los meses de julio-agosto de 2006, y el segundo en noviembre-diciembre de 2006.
Luego, la variacion cuantitativa de la composicién quimica de aceites extraidos

puede estar influenciada, tanto por el mismo proceso de secado como por las
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variables relacionadas con lluvias, temperatura y otros cambios medioambientales,
que no fueron controladas en el presente trabajo. Sin embargo, durante el secado
de las plantas se observd una tendencia en la disminucion del nerol, de 4.6%
(LAC300000), a nivel de trazas (<0.1%) y del geraniol que disminuy6 de un 15 a
un 7%, a la vez, que el contenido del citral aumentaba conforme el tiempo de

extraccion y/o la temperatura y la duracién de secado.

En la Figura 28, se observa que la relacién “Area del compuesto’/’Area del
estandar interno”, de los compuestos mayoritarios de los AEs de Lippia alba,
quimiotipo “Citral”, obtenidos con los maximos rendimientos es bastante similar.
Asimismo, se aprecia la disminucién de nerol, y un ligero aumento de sus
aldehidos analogos, neral y geranial, a medida que se incrementa la temperatura
empleada para el secado. Practicamente no se observan cambios en el contenido

de trans-B-cariofileno y geraniol en los experimentos.

Figura 28. Relacion “Area del compuesto™“Area del estandar interno”, de los
compuestos mayoritarios de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, reportados
en la Tabla 8.
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Nerol trans-B-Cariofileno Geraniol Neral Geranial
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Figura 29. Relacién “Area del compuesto’“Area del estandar interno”, de los
compuestos mayoritarios de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, obtenidos

de plantas frescas, usando diferentes tiempos de extraccion.
7 —
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Figura 30. Relacion “Area del compuesto™“Area del estandar interno”, de los
compuestos mayoritarios de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, usando

diferentes tiempos de secado en el rango de temperaturas de 40 a 80°C.
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Continuacién, Figura 30
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También, se observé la disminucion de nerol y geraniol, en los AEs de Lippia alba,
quimiotipo “Citral”, obtenidos de plantas frescas, a medida que aumenta el tiempo
de extraccion por MWHD (Figura 29). Sin embargo, la disminucion de nerol y
geraniol no condujo a un notorio aumento de neral y geranial. La mayor relacion

“area del compuesto”™“area del estandar interno” de neral y geranial se observo

para los AEs obtenidos con 30 min de extraccion.

Para la temperatura de secado de 40°C, se observo la disminucion de nerol y
geraniol a medida que aumentaba el tiempo de secado de 1 a 9 h. De igual forma,
se aprecio un ligero aumento en el contenido de neral y geranial. Sin embargo, la
cantidad de estos compuestos mayoritarios no se vio notoriamente afectada, si se

tienen en cuenta los corredores de error calculados.

Los AEs de plantas de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, que fueron secadas a 50°C,
presentaron el contenido de nerol y geraniol mas bajo que las secadas a 40°C, y
su disminucién, a medida que aumentaba el tiempo de secado, fue mas

acentuada. Ademas, aumenté el contenido de neral, geranial y trans-B3-cariofileno.

Los AEs obtenidos de plantas que fueron secadas en el rango de 60 a 80 °C,
contienen nerol a nivel trazas. Ademas, se visualiza en la Figura 30, que el
contenido de geraniol en las plantas secadas a 80°C es mayor que a 60 6 70°C.
Por ejemplo, el AE extraido luego de media hora de secado a 80°C, presenta un
contenido de geraniol similar, al de las plantas frescas. Sin embargo, luego de
media hora de secado mas, se observo la disminucién del contenido de geraniol, y

un ligero aumento en el contenido de neral y geranial.
En general, se observd que en los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”,

obtenidos de plantas secas, disminuy6 considerablemente la cantidad de nerol y

geraniol presentes, a medida que se aumentaron la temperatura y la duracion del
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secado. Ademas, se observaron ligeros aumentos en el contenido de neral y

geranial.

3.2.2 Lippia alba (Mill) N.E. Brown, quimiotipo “Carvona”

3.2.2.1 Curvas de secado de plantas de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”

En la Figura 31 se presentan las curvas de secado en el rango de 30 a 80°C para
el quimiotipo “Carvona” de Lippia alba. La grafica representa el cambio en funcion
del tiempo del peso del material vegetal. Como se observa en la figura, de igual
manera que el quimiotipo “Citral”, las plantas del quimiotipo carvona, luego de 14 h
(840 min) a una temperatura de 30°C, no lograron llegar al equilibrio. Sin embargo,
a pesar de ser un quimiotipo diferente al otro, analizado en este Proyecto, y al
estudiado por Barbosa y colaboradores [16], se aprecian similitudes en los tiempos
a los cuales se alcanza el equilibrio; por ejemplo, para la temperatura de 80°C,
también se fueron necesarios 30 min, para que la planta seca mantenga su peso

constante.

Figura 31. Curvas de secado de Lippia alba, quimiotipo “Carvona” utilizando

temperaturas de 30 a 80°C.
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Respecto a la coloracién de la planta, se aprecia amarronamiento ligero en las
plantas secadas en el intervalo de 30 a 80°C, mas acentuado, en comparacioén con

las plantas de Lippia alba, quimiotipo “Citral”.

En la Figura 31, se observa que las curvas de secado a las diferentes
temperaturas, presentan un comportamiento muy similar. A medida que
incrementa la temperatura de secado, también aumenta la pendiente de la curva, y
el tiempo al cual se observan valores de peso constante es menor. Ademas, para
el intervalo de temperaturas de 60 a 80°C, se observd una tendencia analoga
luego de 1 hora de secado. En la Tabla 10 se presentan los porcentajes de peso

promedio de material vegetal alcanzados con cada una de las temperaturas.

Tabla 10. Porcentaje final del peso del material vegetal, quimiotipo “Carvona”,

secado a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Tiempo (min) % Peso material vegetal
30 840 37 +5.81
40 540 36 +2.47
50 360 30 +£1.21
60 210 23 £1.27
70 150 242 +0.94
80 120 25+1.33

Al comparar los resultados obtenidos para el quimiotipo “Citral” (Tabla 6), con los
obtenidos para el quimiotipo “Carvona”, se observa que de las plantas del
quimiotipo “Carvona” se retir6 una mayor cantidad de agua, a 60°C. No obstante,

el quimiotipo “Citral” pierde una mayor cantidad de agua a la temperatura de 50°C.
En general, los experimentos realizados con los quimiotipos de Lippia alba, “Citral”

y “Carvona” en el intervalo de temperatura de 30 a 80°C, presentaron curvas de

secado y porcentajes finales del peso del material vegetal similares.
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3.2.2.2 Derivadas de las curvas de secado, quimiotipo “Carvona”

A partir de las curvas de secado, se calcularon para cada temperatura por
regresion lineal las lineas de tendencia que las representan, y de éstas, se
calcularon sus derivadas. De igual forma, que para el quimiotipo “Citral”, éstas
indicaron a qué tiempos la pérdida de peso se hizo constante, y es cuando se
realizaron las extracciones. En la Figura 32 se presentan las derivadas de las
curvas de secado para cada uno de los experimentos.

Figura 32. Derivadas de las curvas de secado de Lippia alba, quimiotipo

“Carvona”, utilizando temperaturas de 30 a 80°C.
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Tal y como se observo en la Figura 31, la curva de secado a 30°C no presentd un
peso constante después de 14 h de secado, luego el valor de la pendiente de esa
curva es muy pequefo, y como se esperaba, la derivada de esta curva no “cort¢”
el eje de las abscisas, en la Figura 32. Por otra parte, en los demas experimentos,
se observa, que las derivadas “cortaron” en varios puntos el eje y/o presentaron
valores cercanos a cero después de media hora. Por ejemplo, las curvas de
secado de las plantas de Lippia alba, quimiotipo “Carvona,” en el intervalo de

temperatura de 60 a 80°C, presentaban una pendiente mayor que las secadas en
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el intervalo de temperatura de 30 a 50°C. Si la pérdida de peso es mucho mas
rapida a medida que aumenta el valor de la pendiente, era de esperar que la
derivadas de las curvas que representan las plantas secadas en el intervalo de
temperatura de 60 a 80°C, presentaron valores cercanos a cero en un lapso de
tiempo menor que para el intervalo de temperatura de 30 a 50°C. A continuacion,
en la Tabla 11, se especifican los tiempos establecidos para realizar las
extracciones a cada temperatura, determinados, segun los valores obtenidos a

partir de las derivadas de las curvas de secado.

Tabla 11. Tiempos de secado para cada temperatura, escogidos para realizar las

extracciones de los aceites esenciales de Lippia alba, quimiotipo “Carvona’.

Temperatura (°C) Tiempo (min) Velocidad pérdida de peso (%peso/min)

30 900 0.059
40 60 -1.411
40 300 -0.131
40 540 -0.130
50 60 -1.838
50 300 -0.149
60 60 -0.012
60 180 0.107
70 60 -0.004
70 120 0.014
80 30 -0.029
80 60 0.018

Al igual que para el quimiotipo “Citral”’, al observar que para la temperatura de
secado de 30°C nunca se alcanzé un equilibrio, se decidié continuar la tendencia
de la gréfica obtenida por regresion lineal para la derivada. También se encontro

que el equilibrio se alcanzaba luego de 900 min de secado.
Aunque solo los experimentos desarrollados en el intervalo de 60 a 80°C

presentan una velocidad de pérdida de peso (derivada) cercana a cero luego de

una hora, se escogio este tiempo con el objetivo de establecer una comparacion
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entre las diferentes temperaturas, a excepcion del secado a 30°C. De igual forma,
que para el quimiotipo “Citral” bajo estudio y los resultados aportados por Barbosa
y colaboradores [16], el menor tiempo de secado escogido correspondio a 30 min,
a una temperatura de secado de 80°C. Para las demas temperaturas, como se
indicé anteriormente, se escogieron los tiempos a los cuales la velocidad de
pérdida de peso se hacia igual, o, cercana a cero, asi como fue indicado en la
Tabla 11.

Una vez conocidos la temperatura y tiempo de secado a emplear, se utilizd6 una
nomenclatura que facilitase el manejo de la informaciéon. Para ello, todos los
experimentos correspondientes al quimiotipo “Carvona” llevan las letras “LAA” al
inicio. Las demas indicaciones siguen el procedimiento ajustado en la Seccién
3.1.2.2. Por ejemplo, el cdédigo LAA454009 corresponde a la temperatura de
secado de 40°C, la duracién del secado de 9 h y tiempo de extraccion de 45 min,
para el quimiotipo “Carvona”, de Lippia alba (ver, Figura 33). En la Tabla 12 se
reportan los tiempos y temperaturas de secado, y los tiempos de extraccién para

cada experimento, con sus respectivos codigos.

Figura 33. Nomenclatura empleada en los experimentos de Lippia alba, quimiotipo

“Carvona”.
Lippia alba, quimiotipo “Carvona” *\L J/» Tiempo de secado (9h)

LAA 45 40 09

Tiempo de extraccion (45 min) /T T\ Temperatura de secado (40°C)

3.2.2.3 Rendimiento de los aceites esenciales del quimiotipo “Carvona”

En la Tabla 12, se registran los rendimientos de cada uno de los aceites
esenciales de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, extraidos por MWHD, bajo
diferentes condiciones de secado (tiempo y temperatura) y duracion de extraccion
por MWHD.
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Los rendimientos de aceites esenciales mas altos (1.97-2.2%) se obtuvieron, en su
totalidad, para las plantas que fueron secadas, entre ellas, se encuentran los
experimentos LAA454009, LAC455005, LAC456003, LAC457001, LAC457002 y
LAC458001 resaltados en la Tabla 12. Por el contrario, los rendimientos mas
bajos (0.49-0.67%) se obtuvieron, en su mayoria, para los experimentos en los

cuales no se secaron las plantas.

Tabla 12. Rendimientos de los AEs obtenidos por MWHD, de plantas de Lippia

alba, quimiotipo “Carvona”, bajo diferentes condiciones de extraccion y secado.

Tiempo de Temperatura de Tiempo de

L o
secado (h) secado (°C) extraccién (min) Rendimiento % (p/p)

Experimento

LAA300000 - - 30 0.67 +0.090
LAA450000 - - 45 0.57 +0.088
LAA600000 - - 60 0.53 +0.094
LAA750000 - - 75 0.70 +0.091
LAA453015 15 30 45 0.89 +0.088
LAA454001 1 40 45 0.49 +0.091
LAA454005 5 40 45 1.4 +0.182
LAA454009 9 40 45 212 +0.035
LAA455001 1 50 45 0.93 +0.094
LAA455005 5 50 45 2.2 +0.140
LAA456001 1 60 45 0.87 +0.091
LAA456003 3 60 45 2.1 +0.102
LAA457001 1 70 45 2.04 +0.088
LAA457002 2 70 45 2.10 +0.061
LAA45801/2 0.5 80 45 1.09 +0.094
LAA458001 1 80 45 1.97 +0.046

En la Figura 34, se presentan los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”,
obtenidos con los maximos rendimientos. Los corredores de error calculados,
muestran que los rendimientos de los AEs graficados en la Figura 34, son
bastante similares entre si. El AE obtenido a una temperatura de 50°C y 5 h de
secado (LAA455005), presentd el mejor rendimiento, mientras que los procesos
de secado mas cortos y con altos rendimientos, se observaron para los AEs

obtenidos a una temperatura de 70°C durante 1y 2 h de secado.
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Figura 34. Comparacion de los rendimientos mas altos de los AEs de Lippia alba,
quimiotipo “Carvona”, obtenidos en el rango de temperaturas de 40 a 80°C.
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Figura 35. Comparacién de los rendimientos de los AEs de Lippia alba, quimiotipo

“Carvona”, obtenidos en el rango de temperaturas de 40 a 80°C, con 1 h de

secado, y de la planta fresca, empleando 45 min para todas las extracciones.
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Figura 36. Comparacién de los rendimientos de los AEs de Lippia alba, quimiotipo
“Carvona”, obtenidos de plantas frescas, empleando diferentes tiempos de

extraccion.
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En la Figura 35, se presenta la comparacién de los rendimientos de AEs de
plantas de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, secadas en el rango de temperaturas
de 40 a 80°C, durante1 h de secado, y de la planta fresca, empleando 45 min para
todas las extracciones. Segun los corredores de error calculados, el rendimiento
de los AEs obtenidos en el intervalo de temperaturas de 40 a 60°C, y el de la
planta fresca, son similares. Sin embargo, a diferencia del quimiotipo “Citral”, los
AEs de plantas secadas a 70 y 80°C, tienen un rendimiento superior a los
obtenidos a las otras temperaturas, y comparable a los AEs con rendimientos

altos.

Por otra parte, en la Figura 36, los corredores de error muestran que no existe un
efecto significativo del tiempo de extraccidén empleado, sobre el rendimiento del AE
de plantas frescas de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”. Se observa un

rendimiento maximo para el AE obtenido por MWHD durante 75 min de extraccion.
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Figura 37. Comparacién de los rendimientos de los AEs de Lippia alba, quimiotipo

“Carvona”, obtenidos bajo diferentes tiempos de secado en el rango de

temperaturas de 40 a 80°C.
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El rendimiento de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, secados en el
intervalo de temperatura de 40 a 80°C, aumentdé con la duracion del secado
(Figura 37).

Por ejemplo, se observa una diferencia de ca. 1.5% en el rendimiento de los AEs
de plantas secadas a 40°C, durante 1 y 9 h. Un efecto similar se observa para las
plantas secadas a 50, 60 y 80°C. Sin embargo, para los AEs de plantas de Lippia
alba, quimiotipo “Carvona”, secados a 70°C durante 1 y 2 h, no se aprecia una

discrepancia significativa en el rendimiento.

A diferencia del quimiotipo “Citral”, el AE obtenido de plantas secadas durante 1 h
a 80°C, presentd un rendimiento alto. Esto quiere decir, que un aumento de 10°C
en la temperatura de secado al experimento LAA457001 no genera una diferencia
significativa en el rendimiento del AE, y por ende, seria innecesario el gasto de

energia para elevar la temperatura del aire de secado.

En resumen, el AE con mayor rendimiento es el LAA455005. Sin embargo,
LAA457001 que también tiene un rendimiento alto, se obtiene en un menor tiempo

de secado de la planta, lo cual hace el proceso mas eficiente enérgicamente.

3.2.2.4 Caracterizacion quimica por GC-MS de los aceites esenciales de
Lippia alba, quimiotipo “Carvona”
En la Tabla 13 se registran los componentes mayoritarios aislados e identificados
por GC-MS, segun el orden de elucién en la columna DB-5MS, junto con sus
indices de retencion y cantidades relativas (%) para cada uno de los
experimentos. En la Figura 38 se ilustra el perfil cromatografico tipico de los
metabolitos secundarios volatiles obtenidos por MWHD de hojas, tallos e
inflorescencias de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”. La identificacion de los
metabolitos secundarios volatiles de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”,

se efectud con base en los indices de Kovats calculados y los reportados en la
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literatura [3], asi como en sus espectros de masas (El, 70 eV). La cuantificacion se

realizd

procedimiento descrito en la Seccién 2.3.4.

empleando

la técnica de estandarizacion

interna,

siguiendo el

Tabla 13. Cantidad relativa (%) de los principales componentes de los aceites

esenciales de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, aislados por MWHD.

N° K2 AE, Cantidad relativa %*

Pico' o s oo Compuesto

DB-5 DB-WAX LAA300000 LAA450000 LAA600000 LAA750000

1 855 1289 cis-3-Hexenol + cis-2-Hexenal 0.26 0.08 0.18 0.07
2 881 1122 Acetato de 2-metilbutilo 0.06 0.05 0.04 0.04
3 939 921 a-Pineno 0.12 0.11 0.08 0.09
4 954 965 Canfeno 0.31 0.29 0.24 0.24
5 979 1351 1-Octen-3-ol 0.22 0.17 0.18 0.13
6 991 1064  B-Mirceno 0.87 0.86 0.71 0.70
7 1005 1319  (32)-Acetato de hexenilo 0.07 0.06 0.09 0.06
8 1008 1681  Verbeneno 0.14 0.14 0.13 0.12
9 1017 994 Isobutanoato de isopentilo 0.07 - 0.07 -
10 1041 1197  Limoneno 29.11 29.65 23.17 22.35
11 1049 1153  trans-B-Ocimeno 0.88 0.87 0.73 0.69
12 1090 1186  Terpinoleno 0.05 0.05 0.05 0.04
13 1102 1453  Linalol 0.62 0.53 0.54 0.45
14 1126 1580  trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.29 0.25 0.23 0.20
15 1133 1460 trans-Hidrato de pineno 0.09 0.07 0.07 0.06
16 1137 1350 cis-Oxido de limoneno 0.21 0.17 0.18 0.16
17 1141 1948  cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.18 0.15 0.15 0.14
18 1180 1613  Borneol 0.94 0.78 0.90 0.76
19 1202 1517 cis-Dihidrocarvona 0.37 0.48 0.38 0.42
20 1210 1537 trans-Dihidrocarvona 0.32 0.42 0.38 0.56
21 1221 1745  trans-Carveol 0.57 0.46 0.67 0.59
22 1259 1654  Carvona 38.60 37.12 36.70 34.37
23 1265 1641 Piperitona 3.50 3.31 2.78 2.65
24 1269 1798 cis-Oxido de carvona 0.31 0.30 0.30 0.27
25 1275 1754  Isopiperitona 0.20 0.20 0.19 0.18
26 1280 1745  trans-Oxido de carvona 0.19 0.17 0.21 0.21
27 1291 2092  Timol 0.07 0.07 0.13 0.14
28 1333 1965 trans-Acetato de carvilo 0.15 0.12 0.17 0.16
29 1348 1948  Piperitenona 5.47 5.61 5.07 4.97
30 1384 1399  o-Copaeno 0.06 0.09 0.12 0.15
31 1388 1428 Isébmero de B-Elemeno - - 0.08 0.09
32 1394 1428/1496 B-Bourboneno + B-Elemeno 1.60 1.89 2.73 3.05
33 1428 1483  B-llangeno 0.19 0.23 0.35 0.41
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Continuacioén, Tabla 13

34 1432 1506 trans-B-Cariofileno 0.10 0.12 0.21 0.27
35 1441 1447  B-Gurjuneno 0.18 0.21 0.35 0.44
36 1453 1570 trans-B-Farneseno 0.65 0.76 1.21 1.36
37 1461 1557  allo-Aromadendreno 0.20 0.25 0.06 0.07
38 1471 1741 a-Guaieno - - - -
39 1481 1692  y-Muuroleno 0.04 0.07 0.48 0.63
40 1483 1552  Germacreno D - 0.05 0.15 0.22
41 1493 1624 Biciclosesquifelandreno 5.03 6.39 11.08 12.98
42 1506 1608 Biciclogermacreno 0.35 0.45 0.87 1.08
43 1512 1671  y-Cadineno 0.12 0.13 0.25 0.26
44 1525 1855  Cubebol 0.23 0.25 - 0.66
45 1544 1680 trans-y-Bisaboleno - - 0.11 0.12
46 1589 1967  Germacren-D-4-ol 0.24 0.27 0.34 0.47

"Numero de pico en la Figura 38

%indices de Kovats determinados experimentalmente

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3

Continuacién, Tabla 13
N° K2 AE, Cantidad relativa %°

Pico’ DB-5 DB-WAX Compuesto LAA453015 LAA450000 LAA600000 LAA750000
1 855 1289 cis-3-Hexenol + cis-2-Hexenal 0.41 0.12 0.25 0.17
2 881 1122 Acetato de 2-metilbutilo 0.09 0.05 - -
3 939 921 a-Pineno 0.11 0.10 0.12 0.12
4 954 965 Canfeno 0.31 0.27 0.32 0.31
5 979 1351 1-Octen-3-ol 0.18 0.22 0.16 0.11
6 991 1064  B-Mirceno 0.95 0.80 0.91 0.95
7 1005 1319 (32)-Acetato de hexenilo 0.08 0.06 - -
8 1008 1681  Verbeneno 0.15 0.14 0.15 0.16
9 1017 994 Isobutanoato de isopentilo - 0.08 - -
10 1041 1197  Limoneno 29.41 24.26 30.92 30.27
11 1049 1153  trans-B-Ocimeno 0.86 0.83 0.87 0.88
12 1090 1186  Terpinoleno 0.06 0.05 0.06 0.06
13 1102 1453  Linalol 0.52 0.63 0.52 0.54
14 1126 1580  trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.26 0.24 0.22 0.25
15 1133 1460 trans-Hidrato de pineno 0.08 0.08 - -
16 1137 1350  cis-Oxido de limoneno 0.21 0.20 0.17 0.19
17 1141 1948  cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.19 0.16 0.15 0.17
18 1180 1613  Borneol 0.63 0.88 - -
19 1202 1517  cis-Dihidrocarvona 0.19 0.36 0.21 0.20
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Continuacioén, Tabla 13

20 1210 1537 trans-Dihidrocarvona 0.08 0.28 0.09 -
21 1221 1745  trans-Carveol 0.46 0.59 0.18 0.24
22 1259 1654  Carvona 36.23 36.39 35.15 36.43
23 1265 1641 Piperitona 3.34 3.29 3.34 3.50
24 1269 1798 cis-Oxido de carvona 0.33 0.26 0.40 0.40
25 1275 1754  Isopiperitona 0.21 0.18 0.21 0.20
26 1280 1745  trans-Oxido de carvona 0.23 0.19 0.21 0.21
27 1291 2092  Timol - 0.16 - -
28 1333 1965 trans-Acetato de carvilo 0.13 0.17 0.10 0.11
29 1348 1948 Piperitenona 6.30 6.07 5.41 5.45
30 1384 1399  o-Copaeno 0.07 0.09 0.10 0.11
31 1388 1428 Isébmero de B-Elemeno 0.07 0.07

32 1394 1428/1496 B-Bourboneno + B-Elemeno 1.93 2.19 2.24 2.24
33 1428 1483 B-llangeno 0.24 0.27 0.28 0.29
34 1432 1506 trans-B-Cariofileno 0.17 0.18 0.16 0.16
35 1441 1447  B-Gurjuneno 0.23 0.28 0.25 0.26
36 1453 1570 trans-B-Farneseno 0.71 0.91 0.63 0.41
37 1461 1557  allo-Aromadendreno - - - 0.27
38 1471 1741 a-Guaieno 0.27 0.38 0.34 0.32
39 1481 1692  y-Muuroleno 0.13 0.07 0.07
40 1483 1552  Germacreno D 0.06 0.14 0.06 0.07
41 1493 1624 Biciclosesquifelandreno 7.22 8.98 7.92 7.27
42 1506 1608 Biciclogermacreno 0.50 0.76 0.50 0.42
43 1512 1671  y-Cadineno 0.06 0.22 0.15 0.12
44 1525 1855  Cubebol 0.21 - - 0.24
45 1544 1680 trans-y-Bisaboleno - - - -
46 1589 1967  Germacren-D-4-ol 0.23 0.36 0.18 0.26

"Numero de pico en la Figura 38
%indices de Kovats determinados experimentalmente

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3

Continuacion, Tabla 13

N° K2 AE, Cantidad relativa %°
S —— Compuesto
IC0" pB-5 DB-WAX LAA455001 LAA455005 LAA456001 LAA456003
1 855 1289 cis-3-Hexenol + cis-2-Hexenal 0.31 0.10 - -
2 881 1122 Acetato de 2-metilbutilo - - - -
3 939 921 a-Pineno 0.10 0.11 0.13 0.11
4 954 965 Canfeno 0.27 0.30 0.34 0.29
5 979 1351 1-Octen-3-ol 0.20 0.08 0.06 0.06
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Continuacion, Tabla 13

6
7
8
9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20
21
22

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

991
1005
1008
1017
1041
1049
1090
1102
1126
1133
1137
1141
1180
1202

1210
1221
1259

1265
1269
1275
1280
1291
1333
1348
1384
1388
1394
1428
1432
1441
1453
1461
1471
1481
1483
1493
1506
1512
1525
1544
1589

1064
1319
1681
994

1197
1153
1186
1453
1580
1460
1350
1948
1613
1517

1537
1745
1654

1641
1798
1754
1745
2092
1965
1948
1399
1428
1428/1496
1483
1506
1447
1570
1557
1741
1692
1552
1624
1608
1671
1855
1680
1967

B-Mirceno 0.82
(3Z)-Acetato de hexenilo -
Verbeneno 0.12
Isobutanoato de isopentilo 0.07
Limoneno 26.27
trans-B-Ocimeno 0.72
Terpinoleno 0.05
Linalol 0.51
trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.31
trans-Hidrato de pineno -
cis-Oxido de limoneno 0.17
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.22
Borneol 0.77
cis-Dihidrocarvona 0.28
trans-Dihidrocarvona 0.14
trans-Carveol 0.50
Carvona 33.93
Piperitona 3.30
cis-Oxido de carvona 0.25
Isopiperitona 0.16
trans-Oxido de carvona 0.17
Timol 0.13
trans-Acetato de carvilo 0.14
Piperitenona 5.99
a-Copaeno 0.11
Isébmero de B-Elemeno 0.07
B-Bourboneno + B-Elemeno 2.52
B-llangeno 0.32
trans-B-Cariofileno 0.20
B-Gurjuneno 0.32
trans-B-Farneseno 0.85
allo-Aromadendreno 0.05
a-Guaieno 0.44
y-Muuroleno 0.14
Germacreno D 0.14
Biciclosesquifelandreno 9.79
Biciclogermacreno 0.84
y-Cadineno 0.23
Cubebol 0.59
trans-y-Bisaboleno -
Germacren-D-4-ol 0.39

0.91

0.14

29.71
0.80
0.06
0.49
0.26

0.18
0.17

0.24
35.00

3.45
0.38
0.21
0.23

0.10
5.67
0.14
0.07
2.63
0.37
0.18
0.33
0.56
0.46
0.38
0.09
0.09
8.65
0.63
0.19

0.26

0.94

0.15

30.58
0.82

0.43
0.19

0.15
0.14

0.08
36.32

3.29
0.48
0.22
0.25

0.09
4.89
0.11
0.08
248
0.30
0.16
0.27
0.53

0.34
0.07

8.68
0.42

0.88

0.15

28.33
0.80
0.07
0.41
0.22

0.16
0.15

0.13
35.08

3.32
0.41
0.22
0.24

0.10
5.29
0.16
0.08
2.87
0.41
0.21
0.37
0.70
0.21
0.47
0.11
0.1
10.46
0.78
0.22

0.26
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'Numero de pico en la Figura 38
%indices de Kovats determinados experimentalmente

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3

Continuacion, Tabla 13

N° K2 AE, Cantidad relativa %’

Pico’ DB-5 DB-WAX Compuesto LAA457001 LAA457002 LAA45801/2 LAA458001
1 855 1289  cis-3-Hexenol + cis-2-Hexenal - - - -
2 881 1122 Acetato de 2-metilbutilo - - - -

3 939 921 a-Pineno 0.10 0.11 0.11 0.12
4 954 965 Canfeno 0.27 0.30 0.30 0.28
5 979 1351 1-Octen-3-ol - 0.06 0.06 0.06
6 991 1064  B-Mirceno 0.83 0.84 0.90 0.86
7 1005 1319 (32)-Acetato de hexenilo - - - -

8 1008 1681  Verbeneno 0.14 0.15 0.15 0.14
9 1017 994 Isobutanoato de isopentilo - - - -

10 1041 1197  Limoneno 27.85 27.04 29.81 28.81
11 1049 1153  trans-B-Ocimeno 0.76 0.73 0.82 0.82
12 1090 1186 Terpinoleno - 0.06 - -

13 1102 1453  Linalol 0.41 0.41 0.41 0.43
14 1126 1580  trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.20 0.22 0.19 0.19
15 1133 1460 trans-Hidrato de pineno - - - -

16 1137 1350 cis-Oxido de limoneno 0.16 0.17 0.15 0.16
17 1141 1948  cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.14 0.17 0.14 0.14
18 1180 1613 Borneol - - - -

19 1202 1517 cis-Dihidrocarvona - - - -

20 1210 1537 trans-Dihidrocarvona - - - -

21 1221 1745  trans-Carveol 0.10 0.10 0.08 0.09
22 1259 1654  Carvona 35.61 35.95 35.02 34.58
23 1265 1641 Piperitona 3.28 3.26 3.39 3.40
24 1269 1798  cis-Oxido de carvona 0.43 0.41 0.43 0.44
25 1275 1754  Isopiperitona 0.22 0.22 0.22 0.24
26 1280 1745 trans-Oxido de carvona 0.24 0.26 0.23 0.24
27 1291 2092  Timol - - - -

28 1333 1965  trans-Acetato de carvilo 0.10 0.09 0.10 0.10
29 1348 1948  Piperitenona 5.22 5.25 5.44 5.57
30 1384 1399  a-Copaeno 0.14 0.16 0.11 0.14
31 1388 1428 Isémero de B-Elemeno 0.08 0.08 0.08 0.08
32 1394 1428/1496 B-Bourboneno + B-Elemeno 2.81 2.86 2.64 2.78
33 1428 1483  B-llangeno 0.36 0.44 0.34 0.35
34 1432 1506  trans-B-Cariofileno 0.20 0.20 0.22 0.26
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Continuacion, Tabla 13

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

1441
1453
1461
1471
1481
1483
1493
1506
1512
1525
1544
1589

1447
1570
1557
1741
1692
1552
1624
1608
1671
1855
1680
1967

B-Gurjuneno
trans-B-Farneseno
allo-Aromadendreno
a-Guaieno
y-Muuroleno
Germacreno D
Biciclosesquifelandreno
Biciclogermacreno
y-Cadineno

Cubebol
trans-y-Bisaboleno

Germacren-D-4-ol

0.34
0.83

0.46
0.10
0.08
10.38
0.70
0.10

0.27

0.38
0.58
0.32
0.46
0.10
0.12
9.90
0.72
0.19

0.28

0.32
0.26
0.36
0.39
0.09
0.08
9.36
0.63
0.09

0.30

0.34
0.48
0.28
0.43
0.10
0.09
9.86
0.69
0.16

0.29

"Numero de pico en la Figura 38

%indices de Kovats determinados experimentalmente

*Promedio de tres extracciones independientes, n=3

46 compuestos fueron identificados positivamente (>0.1%), que constituyen ca. el

96% de las muestras, bajo los parametros de integracion aplicados (umbral de

integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base = 0.1).

Figura 38. Perfil cromatografico tipico de los AEs de Lippia alba, quimiotipo
“Carvona”, obtenidos por MWHD. Columna DB-5MS (60m). Detector selectivo de

masas (El, 70 eV). La identificaciéon de los compuestos se reporta en |la Tabla 13.
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En general, la composicion quimica de los AEs de Lippia alba, quimiotipo
“Carvona”, extraidos por MWHD, no presenté variaciones cualitativas, solo
cuantitativas. La carvona fue el compuesto mayoritario (34-39%), seguido del
limoneno (22-31%), el biciclosesquifelandreno (5-13%), la piperitenona (5-6%), la

piperitona (2-4%), y sesqiterpenos, B-bourboneno y p-elemeno (2-3%).

Los experimentos fueron realizados desde noviembre del 2006 a febrero de 2007,
e incluyeron dos periodos de corte de las plantas. El primero realizado en el mes
de julio-agosto de 2006, y el segundo en noviembre-diciembre de 2006. Sin
embargo, a diferencia del quimiotipo “Citral”, no se observé ninguna tendencia
marcada en la disminucién de algun metabolito, como ocurrié con el nerol. Tres
metabolitos secundarios cuya contenido no supera el 2%, a saber: las cis- y trans-
dihidrocarvonas y el borneol, no fueron detectados en los AEs obtenidos de
plantas que fueron secadas. No obstante, es de notar, que la variacion cuantitativa
de la composicion quimica de Lippia alba quimiotipo “Carvona” esta influenciada
no soélo por el proceso de secado, sino también por las variables del suelo, lluvias,
temperatura y otros cambios medioambientales que no fueron controlados en este

trabajo.

En la Figura 39, se presentan los compuestos mayoritarios, mencionados
anteriormente, de aquellos AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, que
presentaron el maximo rendimiento (Tabla 12), graficados segun la relacién “Area
del compuesto” — “Area del estandar interno”. Los corredores de error calculados,

muestran, que existe similitud en la composicién quimica de estos AEs.

Si bien, no se observa una diferencia significativa entre los AEs del quimiotipo
“Carvona”, obtenidos de plantas frescas usando diferentes tiempos de extraccion,
ocurre la disminucibn de carvona y limoneno, y el aumento de
biciclosesquifelandreno a medida que aumenta el tiempo de extraccion. Piperitona

y piperitenona no se ven afectadas (Figura 40).
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Figura 39. Relacién “Area del compuesto’“Area del estandar interno”, de los
compuestos mayoritarios de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, con los

mayores rendimientos reportados en la Tabla 12.
7 4
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Area compuesto/Area istd
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0
LAA454009 LAA455005 LAA456003 LAA457001 LAA457002 LAA458001
Carvona Limoneno Biciclosesquifelandreno Piperitenona Piperitona

Figura 40. Relacion “Area del compuesto™“Area del estandar interno”, de los
compuestos mayoritarios de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”,

obtenidos de plantas frescas con diferentes tiempos de extraccion.
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Figura 41. Relacién “Area del compuesto’-

Area del estandar interno”, de los

compuestos mayoritarios de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”,

obtenidos bajo diferentes tiempos de secado en el rango de temperaturas de 40 a

80°C.

Area compuesto/Area istd
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Continuacion, Figura 41

7 4
80 °C

Area compuesto/Area istd

05 1
Tiempo secado (h)

Carvona Limoneno
Biciclosesquifelandreno Piperitenona
Piperitona

Para la temperatura de secado de 40°C, se observé el aumento en la cantidad de
limoneno, y la disminucion de biciclosesquifelandreno, a medida que aumentaba la
duracion del secado. Sin embargo, el contenido de las cetonas monoterpénicas, a
saber: carvona, piperitenona y piperitona, permanecié constante (Figura 41). Un
efecto similar se observd para los AEs de plantas de Lippia alba, quimiotipo
“Carvona” secadas a 50°C.

Por otra parte, los AEs obtenidos de plantas secadas en el intervalo de
temperatura de 60 a 80°C, presentaron una leve disminucion en el contenido de

limoneno y carvona, y un pequefio aumento en el contenido de
biciclosesquifelandreno.

A diferencia del quimiotipo “Citral”, no se observa un efecto significativo de la
temperatura y la duracion del secado sobre la composicién quimica de los AEs de
Lippia alba, quimiotipo “Carvona”. Luego, el tiempo y la temperatura de secados
optimos son determinados segun la necesidad del comprador y el potencial de

inversion.
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3.3 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE LOS AEs DE Lippia
alba, OBTENIDOS EN FUNCION DEL TIEMPO Y LA TEMPERATURA DE
SECADO DE LA PLANTA, Y LA DURACION DE MWHD

Con el objetivo de presentar en una forma mas clara la influencia tanto del tiempo
y temperatura de secado, como del tiempo de extraccion por MWHD, sobre la
composicién quimica de los AEs de dos quimiotipos de Lippia alba, se realizé el
analisis estadistico de componentes principales (PCA, STATISTICA Versién 6.0,
StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).

El resultado de aplicar PCA a los resultados de la composicion quimica de los
aceites esenciales de dos quimiotipos de Lippia alba, mostr6 que
aproximadamente el 100% de la informacion de las Tablas 9 y 12, puede ser
representada por un subespacio de dos coordenadas (componentes principales),
construido con base en las combinaciones lineales de las relaciones de las areas
de los compuestos del AE con el area del estandar interno. El Factor 1 involucra el
99% de la informacion, y esta representado por los metabolitos secundarios, a
saber: carvona (31%), geranial (27%), limoneno (19%) y neral (16%). Mientras que
el Factor 2 constituye el 1% de la informacién y esta representado por geraniol
(55%), geranial (21%), nerol (8%), limoneno (6%) y neral (6%).

De acuerdo con la Figura 42, se observa la existencia de dos grupos bien
definidos, correspondientes a los quimiotipos “Citral” (izquierda) y “Carvona”
(derecha). El desplazamiento hacia la derecha corresponde a aquellos AEs que
tienen una relacién de “Area del compuesto™“Area del estandar interno” de
limoneno y carvona mayor. Mientras que altas concentraciones de neral y geranial,
generan un desplazamiento a la izquierda en el grafico. Ademas, debido a que el
Factor 2 es representado principalmente por compuestos mayoritarios del
quimiotipo “Citral”, era de esperar que el grupo de la parte derecha del grafico

(quimiotipo “Carvona”) presentase un leve desplazamiento en el eje de las
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ordenadas, en su mayoria, debido a diferencias en la concentracion relativa de
limoneno. Por ejemplo, la distancia euclidiana existente entre los AEs LAA300000
y LAA750000 en la Figura 42, obedece a la diferencia de 1 y 0.7 unidades en la
relacion “Area del compuesto” — “Area del estandar interno” de limoneno y
carvona, respectivamente. Por otra parte, aunque los AEs del quimiotipo “Citral”,
se encuentran en un eje paralelo al eje de las ordenadas, los experimentos se
desplazan a través de éste, principalmente, por variaciones en las
concentraciones relativas de geraniol y geranial. Muestra de ésto, es que aquellos
AEs que tienen mayor contenido de geranial se desplazan hacia arriba, mientras
que aquellos que contiene una concentracion relativa de geraniol mayor, se

desplazan hacia abajo.

Figura 42. Andlisis de componentes principales (PCA) segun su relacion “Area de
compuesto’-“Area del estandar interno” de los compuestos presentes en los AEs
de dos quimiotipos de Lippia alba, aislados por MWHD, variando las condiciones

de secado y extraccion.
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El resultado de aplicar PCA a resultados de la composicion quimica de los aceites
esenciales de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, indicé que aproximadamente un 92%
de la informacién de la Tabla 9, puede ser representada por un subespacio de dos
coordenadas (componentes principales), construido con base en las
combinaciones lineales de las concentraciones relativas de los componentes
presentes en éstos AEs (Véase Figura 43). El Factor 1 involucra el 73% de la
informacion, y esta representado por los monoterpenos oxigenados, en orden de
peso en las coordenadas, a saber: geraniol (40%), geranial (39%), neral (14%) y
nerol (7%). Asimismo, el Factor 2 constituye el 19% de la informacion y esta
representado por los metabolitos secundarios, geraniol (35%), geranial (30%),

neral (13%), nerol (12%) y trans-B-cariofileno (11%).

En la Figura 43, los desplazamientos hacia la derecha, en el eje de las abscisas,
se deben a un mayor contenido de neral y geranial. Mientras que los
desplazamientos hacia la izquierda, se deben a un mayor contenido de sus
alcoholes analogos, a saber: nerol y geraniol. Ademas, los desplazamientos hacia
la parte superior, en el eje de las ordenadas, ocurre porque estos aceites tienen un
mayor contenido de neral, nerol, geranial y geraniol. Mientras que los
desplazamientos hacia abajo ocurren por una mayor relacion del “Area del

compuesto”-“Area del estandar interno” de trans--cariofileno.

Por otra parte, el analisis comparativo de los aceites esenciales de Lippia alba,
quimiotipo “Carvona”, indicé que aproximadamente un 97% de la informacion de la
Tabla 13 puede ser representada por un subespacio de dos coordenadas,
construido con base en las combinaciones lineales de las concentraciones
relativas de los componentes presentes en los diferentes AEs, como se aprecia en
la Figura 44. El Factor 1 involucra el 77% de la informacion y esta representado,
basicamente, por limoneno (67%), biciclosesquifelandreno (30%) y carvona (2%).
El Factor 2, que constituye el 20% de la informacién, estd caracterizado por la

carvona (40%), el biciclosesquifelandreno (34%) y el limoneno (25%).
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Figura 43. Andlisis de componentes principales (PCA) segun su relacion “Area de

compuesto’-“Area del estandar interno” de los compuestos presentes en los AEs
de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, aislados por MWHD, variando las condiciones

de secado y extraccion.
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Como se ha indicado anteriormente, la posicion de cada experimento en el
subespacio esta determinada por su composicion. Asi, que a medida que aumenta
la concentracion de limoneno y disminuye la de biciclosesquifelandreno, se
observa un desplazamiento de derecha a izquierda en el grafico (Factor 1). Pero si
el desplazamiento ocurre de arriba hacia abajo, éste se debe a un aumento en la
concentracion relativa de la carvona. De estas aseveraciones se puede deducir,
por ejemplo, que el AE de LAA300000 presenta la maxima cantidad de carvona
entre los experimentos aqui evaluados, que en efecto asi lo es, y que contiene una
cantidad de limoneno comparable con la de los AEs ubicados en la parte superior
de la Figura 44.
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Figura 44. Andlisis de componentes principales (PCA) segun su relacion “Area de
compuesto’-“Area del estandar interno” de los compuestos presentes en los AEs
de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, aislados por MWHD, variando las

condiciones de secado y extraccion.
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En general, el analisis de componentes principales ha mostrado similitud en la
composicién quimica de los aceites esenciales seleccionados previamente en las
Tablas 8 y 12, para cada uno de los quimiotipos, pero permitioé vislumbrar mejor la

correlacién de diferentes variables y composiciones.
3.4 IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE LOS AEs DE Lippia alba

Los metabolitos secundarios volatiles presentes en los AEs aislado de hojas, flores
y tallos de los quimiotipos “Carvona” y “Citral” de Lippia alba, fueron identificados
empleando los indices de retencidon de Kovats, en columnas polar y apolar, para lo
cual se utilizaron hidrocarburos lineales (C1o-Cys), y los espectros de masas (MS)

obtenidos por impacto de electrones (70 €V), los cuales se compararon con los
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reportados en la literatura [3], y se analizaron “manualmente” con base en su
patrén de fragmentacion.

Los espectros de masas, obtenidos experimentalmente de los componentes
presente en los AEs, fueron comparados con los de las bibliotecas, a saber: NBS
75K, WILEY 130K, NIST 2002, ADAMS. La homogeneidad de cada pico
cromatografico fue revisada, obteniendo fragmentogramas de masas de sus iones
caracteristicos para cada componente, e.g. para monoterpenos, sefiales en m/z

136 y 93; para sesquiterpenos, en m/z 204, 189 y 161, etc.

A continuacion, se presentan los analisis de los espectros de masas de algunos
compuestos mayoritarios presentes en los aceites esenciales de los dos

quimiotipos de Lippia alba.

3.4.1 Limoneno

En la Figura 34 se observa el espectro de masas del limoneno, un monoterpeno
ciclico con dos dobles enlaces aislados, compuesto mayoritario en los AEs de

citricos [14]. La ionizacion disociativa del limoneno se presenta en el Esquema 2.

Figura 45. Espectro de masas del limoneno (El, 70eV).
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Esquema 2. Posibles rutas de fragmentacion del limoneno.

-CHs CoHys'
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m/z 93 (100%)
C7Hg+

Se observa el ion molecular M* (m/z 136) con una intensidad media (40%). Su
fragmentacion se caracteriza por una ruptura tipo retro-Diels-Alder (RDA),
acompafiada de la formacion de un fragmento en m/z 68. Los iones (M-CH3)" y (M-
CsHs - 2H") en m/z 121 (40%) y m/z 93 (100%), respectivamente, se producen a
partir del ion M"", por pérdida del radical CHs y del grupo isopropenilico, seguido
de la eliminacion de dos atomos de hidrogeno. Los iones de intensidad media en
m/z 107 y 79 provienen de la pérdida del radical C;Hs y de una molécula de

etileno, respectivamente, a partir del ion molecular.

3.4.2 Carvona

El espectro de masas de la carvona, componente mayoritario de los aceites
esenciales de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, extraidos de hojas, tallos e
inflorescencias, se presenta en la Figura 35. La ionizacién disociativa de la

carvona, por impacto de electrones (70 eV), se muestra en el Esquema 3.
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El ion molécula M en m/z 150, con una intensidad media (16%), también, como
en el caso del limoneno, sufre una ruptura tipo retro-Diels-Alder (RDA), dando
lugar a la formacién del ion, pico de base, en m/z 82. Este, a su vez, por pérdida

de una molécula de CO, genera el cation-radical, C4He"', en m/z 54 (32%).

Figura 46. Espectro de masas de la carvona (El, 70eV).
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Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacion de la carvona.
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Otros fragmentos, que se producen a partir del ion molecular M*', son (M-CHs)* en
m/z 135 (8%) y (M-C3Hg)" en m/z 108 (46%), los cuales se forman por pérdida del
radical CHs
eliminacion de un radical CHz a partir del fragmento (M-C3He)", se origina el
fragmento CsHsO" en m/z 93 (42%).

y de una molécula de propeno, respectivamente. Luego de la

3.4.3 Geranial

El espectro de masas del geranial, un aldehido monoterpénico aciclico, se
presenta en la Figura 36. Las rutas de su ionizacion disociativa, por impacto de
electrones a 70 eV, se aprecian en el Esquema 4. El ion molecular M* en m/z
152, con una intensidad baja (3%), por pérdida de una molécula de agua, genera
el fragmento en m/z 134 (10%), el cual, subsecuentemente, por eliminacién de los
radicales CHs y CsH7, genera los cationes [(M-H,0)-CH;]* Y [(M-H,0)-C;H,]* en
m/z 119 y 91, respectivamente. El ion molecular del geranial sufre una ruptura
alilica, originando un fragmento hidrocarbonato en m/z 69, el cual es el ion pico de
base, que posteriormente, por eliminacion de una molécula de etileno (CoHa)
genera el fragmento alilico en m/z 41 con una intensidad de 54%. El ion de baja
intensidad en m/z 109 (16%) se genera por pérdida del radical CsH7; a partir del

ion molecular.

Figura 47. Espectro de n”églsas del geranial (El, 70 eV).
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Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion del geranial.
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3.4.4 Geraniol -

El espectro de masas del geraniol se presenta en la Figura 37. Las rutas de
ionizacion disociativa de este alcohol, isémero de nerol, y precursor de geranial, se
presentan en el Esquema 5. Los espectros de masas de nerol y geraniol,
muestran picos de iones moleculares con intensidades bajas (2%) debido a su
poca estabilidad y rapidas rupturas, entre ellas, alilica. El fragmento formado por
esta escision en m/z 69 (100%), tras la pérdida de una molécula de eteno, se
forma el cation alilo en m/z 41 (44%). Ademas, para los dos isbmeros, el patron de
fragmentacion es similar: la pérdida de radical metilo con formacién de un ion (M-
CHs)" en m/z 139 (6%), y la subsiguiente eliminacion de eteno, que conduce a la
formacion del ion (M-CH3-C2H,4)™ en m/z 111 (nerol, 8% y geraniol, 10%). Ambos
isbmeros presentan fragmentos correspondientes a la pérdida de H,O, en m/z
136, a partir del ion molecular, o que confirma la presencia de grupo OH en sus

estructuras.

139



Figura 48. Espectro de masas del geraniol (El, 70eV).
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Esquema 5. Posibles rutas de fragmentacion del geraniol.
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3.4.5 trans-B-Cariofileno

Este sesquiterpeno es uno de los compuestos mayoritarios del aceite esencial de
Lippia alba, quimiotipo “Citral”, después de neral, geranial y nerol. Presenta un olor
a madera y su férmula condensada es CisHy4. El espectro de masas de este
compuesto aparece en la Figura 38. Las rutas de ionizacion disociativa se

presentan en el Esquema 6.

El ion molecular del trans-B-cariofileno en m/z 204 presenta una intensidad media
(11%), y se caracteriza por una fragmentacion abundante. De alli, el ion M* sufre
reordenamientos del esqueleto y de hidrégeno, que conducen a la formacién del
ion pico de base en m/z 133 (100%). La sucesiva eliminacion de moléculas
neutras a partir de este fragmento, producen los iones en m/z 79(56%), 93 (82%) y
105 (55%), como se aprecia en el Esquema 6. La ruptura alilica del ion molecular
produce iones en m/z 69 (46%) y C3Hs" en m/z 41 (38%).

Figura 49. Espectro de masas del trans-B-cariofileno (El, 70eV).
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Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion del trans-B-cariofileno.
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3.5 EVALUACION DE LOS RESULTADOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
ACEITES ESENCIALES DE Lippia alba

3.5.1 Actividad anti-Candida y anti-Aspergillus

Las enfermedades infecciosas han sido un problema critico de salud publica, y
una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Ademas, aunque las
infecciones ocasionadas por hongos han incrementado notablemente con el
aumento de personas inmunocomprometidas, el manejo de éstas se ha
complicado por la resistencia de algunos hongos a los pocos antimicéticos
disponibles. Por ello, los ensayos realizados por el grupo de Infeccion y Cancer de
la Universidad de Antioquia, en cepas de Candida spp. y Aspergillus spp. estan
dirigidos a la busqueda de nuevos antimicéticos con amplio espectro de accidn,
mayor potencia y con diferentes mecanismos de accion. A continuacion, en la
Tabla 14 se registran los resultados de concentracidn minima inhibitoria anti-
Candida y anti-Aspergillus de los AEs de dos quimiotipos de Lippia alba, extraidos

variando las condiciones de extraccién y secado.

Como se puede observar en la Tabla 14, ninguno de los AEs mostro actividad
antimicoético apreciable a las concentraciones evaluadas, y la efectividad de los
aceites es mas baja que la de la sustancia de referencia (ltraconazol). Sin
embargo, es de anotar, que los resultados aqui reportados no concuerdan con los
presentados por Oliveira y colaboradores [84], en los cuales el AE de Lippia alba,

quimiotipo “Citral”, si era efectivo contra Candida parapsilosis.

3.5.2 Ensayo de toxicidad frente Artemia franciscana

La Artemia franciscana (Brine shrimp), al igual que otras especies de este mismo
género, son crustaceos ampliamente utilizados en ecotoxicologia gracias la
reproducibilidad, confiabilidad y viabilidad de los ensayos en los estudios de

investigacion.
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Tabla 14. Concentracion minima inhibitoria de los AEs de Lippia alba, quimiotipos
“Citral” y “Carvona”, de los hongos Candida parapsilosis, Candida krusei,

Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus.

C. parapsilosis C krusei A.flavus  A.fumigatus
LAC750000 >500 >500 >500 >500
LAC600000 >500 >500 >500 >500
LAC455005 >500 >500 >500 >500
LAC455003 >500 >500 >500 >500
LAC454009 >500 >500 >500 >500
LAC454004 >500 >500 >500 >500
LAC453015 >500 >500 >500 >500
LAA750000 >500 >500 >500 >500
LAAG00000 >500 >500 >500 >500
LAA454009 >500 >500 >500 >500
LAA454005 >500 >500 >500 >500
LAA455005 >500 >500 >500 >500
ltraconazol* 0.11+0.07 0.17+0.06 0.25 0.14+0.08

*Sustancia de referencia

En la Tabla 15, se reportan los resultados de citotoxicidad contra Artemia
franciscana de los aceites esenciales de dos quimiotipos de Lippia alba, de plantas

secadas en el rango de temperaturas de 30 a 50°C.

Los aceites esenciales de los dos quimiotipos de Lippia alba, presentaron valores
de CLso después de 24 horas de exposicion menores de 20 ug/mL, por lo que
fueron considerados moderadamente téxicos para los nauplios de Artemia
franciscana. Ademas, no se observa una significativa diferencia en la toxicidad de
los AEs del mismo quimiotipo, al parecer, por la similitud en su composicion

quimica.
3.5.3 Ensayos de actividad antibacterial

Debido al uso indiscriminado en las ultimas décadas de los antibi6ticos contra las

infecciones bacterianas, muchos microorganismos han desarrollado mecanismos
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de resistencia, lo cual hace que las drogas pierdan su eficiencia contra algunas
enfermedades. Luego existe la necesidad de investigar nuevas drogas, que
puedan tener funciones y actividades utiles contra diferentes enfermedades. Por
tanto, el grupo de Polifenoles, de la Universidad Tecnolégica de Pereira, ha
desarrollado los ensayos de actividad antibacterial frente a Salmonella gallinarium,
Salmonella tiphymurium, Escherichia coli No1, Escherichia coli No 2,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa, usando los
aceites esenciales de dos quimiotipos de Lippia alba, obtenidos en la UIS,
variando las condiciones de extraccion y secado, y cuya composiciéon fue descrita

en los capitulos anteriores.

Tabla 15. Toxicidad aguda (CLso) en pruebas con Artemia franciscana de los AEs,
de dos quimiotipos de Lippia alba, obtenidos variando las condiciones de

extraccion y secado.

- L_(24h)/
. Tiempo de CL /mL ° CL,
Experimento exposicion (h) 5 H9/ML)  1.C. (95%) cL, (48h)

24 10.29 (9.38-11.29)
LAA455005 1.67

48 6.17 (5.24-7.26)

24 12.09 (11.13-13.13) ' 57
LAA454009 48 7.69 (6.81-8.69) '

24 16.49 (15.49-17.56)
LAC453015 1.35

48 12.21 (10.81-13.78)

24 13.41 (12.69-14.16)
LAC454009 244

48 5.48 (4.70-6.40)

24 16.90 (15.65-18.26)
LAC455005 1.37

48 12.30 (11.24-13.46)

3.5.3.1 Bacillus cereus
En la Tabla 16 y en la Figura 50 se registran los datos y porcentajes de inhibicidon
de los aceites esenciales contra Bacillus cereus. Los datos de la siguiente tabla

corresponden a los halos de inhibicion medidos en mm.
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Tabla 16. Datos de inhibicidn de los AEs contra Bacillus cereus.

Experimento 100 pg/uL 50 pg/uL 25 pg/uL
LAA454009 0.0+ 0.00 0.0+ 0.00 0.0+ 0.00
LAA455005 0.0 +0.00 0.0+ 0.00 0.0+ 0.00
LAC453015 12.7 +0.58 9.7 £+0.58 6.3 +0.58
LAC454009 14.3 +0.58 11.3+0.58 8.7 £0.58
LAC455005 12.0 + 0.00 9.0+0.00 6.7 +0.58

Amoxicilina (5 pug/uL)* 15.7 + 0.58

* . .
Sustancia de referencia

Figura 50. Porcentajes de inhibicidon de los AEs contra Bacillus cereus.
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3.5.3.2 Staphylococcus aureus
En la Tabla 17 y la Figura 51 se registran los datos y porcentajes de inhibicion de

los aceites esenciales contra Staphylococcus aureus. Los datos de la siguiente

tabla corresponden a los halos de inhibicién medidos en mm.
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Tabla 17. Datos de inhibicion de los AEs contra Staphylococcus aureus.

Experimento 100 pg/pL 50 ug/uL 25 pg/pL
LAA454009 0.0+ 0.00 0.0+ 0.00 0.0+ 0.00
LAA455005 0.0 +0.00 0.0+ 0.00 0.0+ 0.00
LAC453015 10.0 + 0.00 8.3+0.58 6.3 +0.58
LAC454009 8.0 +0.00 7.0+0.00 0.0 +0.00
LAC455005 10.0 £ 0.00 8.0+0.00 7.0+ 0.00

Amoxicilina (5 pug/uL)* 18.7 +0.58

* . .
Sustancia de referencia

Figura 51. Porcentajes de inhibicién de los AEs contra Staphylococcus aureus.

60.0 -

50.0 -

% Inhibicion

3.5.3.3 Salmonella tiphymurium
En la Tabla 18 y la Figura 52, estan registrados los datos y porcentajes de

inhibiciéon del AE LAC454009 frente a Salmonella tiphymurium. Los datos de la
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10.0 A
0.0 00 00 00 00 00 00
0.0 - : : : :

LAC453015 LAC454009

siguiente tabla corresponden a los halos de inhibicion medidos en mm.

Tabla 18. Datos de inhibicion del AE LAC454009 contra Salmonella tiphymurium.

Experimento 100 pg/uL 50 pg/pL 25 pg/pL
LAC454009 6.0 +0.00 0.0 +0.00 0.0 +0.00
Amoxicilina (5 pug/uL)* 24.7 +0.58

* . .
Sustancia de referencia
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3.5.3.4 Salmonella gallinarium.
En la Tabla 19 y Figura 52, se reportan los datos y porcentajes de inhibicion del
AE LAC454009 frente a Salmonella gallinarium. Los datos de la siguiente tabla

corresponden a los halos de inhibicion medidos en mm.

Tabla 19. Datos de inhibicion del AE LAC454009 contra Salmonella gallinarium.

Experimento 100 pg/uL 50 pg/pL 25 pg/pL
LAC454009 6.0 + 0.00 0.0 + 0.00 0.0 +0.00
Amoxicilina (5 pug/uL)* 25.3 +0.58

* . .
Sustancia de referencia

Figura 52. Porcentajes de inhibicién del AE LAC454009 contra Salmonella

tiphymurium y Salmonella gallinarium.

30.0 +
243 237
250 -
20.0 -
1.0 4

0.0 -

% Inhibicion

5.0 -

0.0

Salmonella tiphymurium Salmonella gallinarium

m 100 pg/pL W50 pg/pL 025 ug/pL

Los resultados de actividad antibacterial contra Escherichia coli No 1, Escherichia
coli No 2, Salmonella tiphymurium, Salmonella gallinarium y Pseudomonas
aeruginosa, de los AEs LAC453015, LAC455005, LAA454009 y LAA455005, no se
reportan, puesto que éstos no presentaron ninguna actividad. Asimismo, aunque el
AE LAC454009 presentd un halo de inhibicion de 6 mm a la concentracién de 100
Mg/uL de Salmonella tiphymurium y Salmonella gallinarium, el porcentaje de
inhibicion no superdé el 30% (ver Figura 41). Por tanto, éste no es considerado un

aceite promisorio contra estas bacterias Gram negativas.
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Por otra parte, todos los AEs del quimiotipo “Citral” obtenidos variando las
condiciones de extraccion y secado, presentaron actividad inhibitoria a
concentraciones de 100, 50 y 25 pg/uL contra las bacterias Gram positivas
Bacillus cereus y Staphylococcus aureus, lo que no sucede con las bacterias
Gram negativas, las cuales poseen una membrana bilipidica y, por tanto, su

permeabilidad por las sustancias se hace mas complicada.

Con base en los resultados anteriores, los aceites esenciales de la especie Lippia
alba, quimiotipo “Citral”’, LAC453015, LAC455005 y LAC454009, fueron elegidos
como promisorios, debido a que presentaron una actividad inhibitoria superior al
30%, inclusive, a una concentracion de 25 pg/uL, tomando como referencia el
100% del control positivo utilizado en cada caso, frente a dos especies bacterianas
evaluadas, a saber: Bacillus cereus y Staphylococcus aureus. Por lo tanto, el
grupo de Polifenoles realizara, posteriormente, la determinacién de la
concentracion inhibitoria minima (MIC) de estos aceites frente a las bacterias

estudiadas.

Los AEs obtenidos de plantas de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, no
presentaron actividad antibacterial. Esto se debe, posiblemente, al menor
contenido de compuestos oxigenados, en comparacion con los AEs del quimiotipo
“Citral”.

3.5.4 Ensayos de actividad anti-Trypanosoma cruzi y anti-Leishmania
chagasi en su forma extracelular y citotoxicidad en células VERO

3.5.4.1 Citotoxicidad de células VERO

Las células VERO son células epiteliales del mono africano verde Cercopithecus
aethiops, y son empleadas para diferentes propédsitos, entre ellos: como célula
huésped, para la evaluacidn del crecimiento y replicacion de un virus en presencia
y ausencia de farmacos, y para la incubacion y desarrollo de parasitos eucariotas,

como el Trypanosoma cruzi.
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En la Tabla 20, se registran la concentraciéon letal media, CLsy, expresada en
Mg/mL con sus respectivos limites de confianza, en células VERO, de los AEs de
dos quimiotipos de Lippia alba, obtenidos bajo diferentes condiciones de
extraccion y secado. Estos ensayos fueron realizados por el Centro de

Investigacion en Enfermedades Tropicales, CINTROP, adscrito a CENIVAM.

Tabla 20. Citotoxicidad de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”’, en células
VERO.

Ensayo 1 (png/mL) Ensayo 2 (pg/mL)
Experimento

CLso LC CLso LC

LAC750000 80,67 64,64-96,71 87,89 85,30-90,49
LAC600000 27,28 22,25-32,32 16,14 14,42-17,86
LAC455005 30,12 29,08-31,16 22,80 17,08-28,53
LAC455003 50,58 47,61-53,55 72,59 51,28-93,90
LAC454009 25,18 23,29-27,07 32,34 30,51-34,16
LAC454004 29,98 24,89-35,08 31,18 30,82-31,54
LAC453015 30,80 29,64-31,96 31,16 29,78-32,53

LAA600000 >100 ND >100 ND
LAA454009 >100 ND >100 ND
LAA455005 >100 ND >100 ND
Nifurtimox* 40,53  36,60-44,45 3343 32,37-34,50

*Sustancia de referencia

Los resultados indicaron que dos AEs del quimiotipo “Citral”’, a saber: LAC750000
y LAC455003, presentan valores de CLsy mayores que el Nifurtimox, medicamento
comunmente prescrito para el tratamiento de la enfermedad del Chagas, el cual a
pesar de su efectividad, ha mostrado ser téxico. Los demas AEs presentaron
valores de CLs, registrados en su mayoria, dentro de los limites de confianza del
farmaco. Sin embargo, aunque no se encontré una diferencia cuantitativamente
significativa en la composicion quimica de los AEs, por ejemplo, entre plantas

secadas a una misma temperatura (LAC455005 y LAC455003), si se observo una
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diferencia en su toxicidad. Ninguno de los AEs del quimiotipo “Carvona” presento

actividad citotdxica en células VERO.

3.5.4.2 Actividad de los AEs en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Este parasito intra- y extra-celular, cuyo ciclo de vida involucra invertebrados y
vertebrados, es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas. Basicamente
presenta tres morfologias, a saber: amastigote, epimastigote y tripomastigote. La
forma epimastigote es alargada y con el kinetoplasto localizado antes del nucleo;
es la forma reproductiva en el tracto digestivo de los invertebrados y en medios de
cultivo. La propagacion de Trypanosoma cruzi se da por el contacto de las heces
de insectos hematofagos con la herida causada por su picadura. Luego, se
produce una hinchazén en el lugar de acceso de los epimastigotes de
Trypanosoma cruzi, los cuales viajan a través del torrente sanguineo,
multiplicandose principalmente en tejidos musculares y nerviosos. En la Tabla 21,
se registran los resultados de concentracion inhibitoria media de los AEs de dos
quimiotipos de Lippia alba, obtenidos variando las condiciones de extraccion y

secado contra la forma epimastigote de T. cruzi.

Ademas, los parametros para establecer la efectividad de un producto anti-
Leishmania y/o anti-Trypanosoma, se basan en los valores de concentracion
inhibitoria (ug/mL), asi: una sustancia es activa cuando su concentracion inhibitoria
media, Clsp, es menor de 50 y la concentracion necesaria para inhibir el 90% de
los microorganismos, Clgy, es menor de 100, parcialmente activa si su Clso<50
pero la Clgp>100, y se consideran inactivas cuando los valores de Clso y Clgg

superan los 50 y 100 pg/mL, respectivamente.
Los resultados evidencian, que los aceites esenciales ensayados fueron activos

contra la forma epimastigote del parasito, sin embargo, quedan sujetos a su

evaluacion por parte del CINTROP a concentraciones menores para determinar su
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Clso, debido a que ésta esta por debajo de la concentracibn minima probada

indicando una mayor actividad del aceite.

3.5.4.3 Actividad de los AEs en promastigotes de Leishmania chagasi

Leishmania es un género de protozoos, responsable de la enfermedad conocida
como leishmaniasis, y los mosquitos del genero Lutzomyia son sus principales
vectores de infeccion. Ademas, las células de Leishmania se encuentran en dos
morfologias, a saber: promastigoste, en el insecto huésped, y amastigote en el
vertebrado huésped. A continuacion, en la Tabla 22 se registran los resultados de
concentracion letal media, CLs, para los aceites esenciales de los dos quimiotipos
de Lippia alba, obtenidos variando las condiciones de extraccion y secado contra

la forma extra-celular de L. chagasi.

Tabla 21. Actividad de los AEs de dos quimiotipos de Lippia alba, en
epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Ensayo 1 (ng/mL) Ensayo 2 (ug/mL)
Experimento

Clso LC Clyo LC Clso LC Clgo LC
LAC750000 <3,7 ND 9,62 8,41-10,83 <0,4 ND >11,1 ND
LAC600000 4,13 3,63-4,63 26,21 23,20-29,22 <3,7 ND 14,12 13,65-14,60
LAC455005 3,97 3,82-4,11 10,23 9,38-11,08 <3,7 ND 6,02 5,39-6,66
LAC455003 <3,7 ND 8,70 8,47-8,93 <1,2 ND >33,3 ND
LAC454009 <3,7 ND 6,26 5,73-6,78 <1,2 ND 13,14 12,27-14,00
LAC454004 <3,7 ND 6,72 6,59-6,86 0,68 0,59-0,69 18,28 11,38-25,17
LAC453015 <3,7 ND 5,87 5,75-5,99 <0,4 ND 22,56 9,62-35,50
LAA750000 12,45 11,06-13,85 >100 ND 14,17 13,55-14,80 >100 ND
LAAG00000 8,64 8,46-8,82 >100 ND 22,61 19,83-25,39 >100 ND
LAA454009 25,94  21,51-30,38 >100 ND 40,46  38,92-41,99 >100 ND
LAA454005 13,87 12,68-15,05 >100 ND 15,49 14,76-16,22 >100 ND
LAA455005 23,36  22,54-24,18 >100 ND 16,03 12,62-19,44 >100 ND
Nifurtimox* 0,43 0,37-0,48 3,69 2,74-4,64 0,35 0,34-0,37 3,82 2,88-4,76

*Sustancia de referencia
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Tabla 22. Actividad de los AEs de dos quimiotipos de Lippia alba, en

promastigotes de Leishmania chagasi.

Ensayo 1 (ng/mL) Ensayo 2 (ng/mL)
Experimento
Clso LC Clgo LC Clso LC Clgo LC
LAC750000 <3,7 ND <3,7 ND 0,77 0,72-0,82 >3,7 ND
LAC600000 <3,7 ND 18,13 17,55-18,72 2,53 2,41-2,62 28,23  25,43-31,03
LAC455005 3,71 ND 12,34 11,60-13,09 3,56 3,22-3,90 33,11 ND

LAC455003 6,69 6,02-7,36 19,56  17,70-21,42 4,37 4,06-4,68 19,21 18,81-19,60

LAC454009 4,67 461472 11,83 1165-12,00 <37 ND 10,13 9,96-10,30
LAC454004 595 523667 1419 1357-1482 <37 ND 11,04  10,93-11,15
LAC453015 7,95  7,27-864 2922 27,9330,50 <37 ND 16,91  16,50-17,33
LAA750000 5550 4944-61,56  >100 ND 27,00 26,56-27,44  >100 ND
LAABO0000 7181 5990-8373  >100 ND 46,95  46,06-47,84  >100 ND
LAA454009 9907 ND >100 ND >100 ND >100 ND
LAA454005 9799 9593-100,06 >100 ND 91,48  88,39-94,58  >100 ND

Anfotericina B* 0,008  0,007-0,008 0,01 0,01-0,01 0,008  0,008-0,008 0,01 0,01-0,01

*Sustancia de referencia

Segun esto, todos los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, son activos contra la
forma promastigote de Leishmania chagasi, y pueden evitar la transformacién del
protozoo a su forma amastigote. Sin embargo, aunque el AE LAC750000 es el
mas activo, su actividad no es comparable a la sustancia control, anfotericina B.
Por otro lado, los AEs del quimiotipo “Carvona”, fueron inactivos contra la forma

extra-celular de L. chagasi.

Ademas, todos los AEs de Lippia alba evaluados, en especial los del quimiotipo
“Carvona’, inhibieron el 90% de la poblacién de protozoos de Trypanosoma cruzi a
concentraciones menores que las determinadas como letales medias para las
células VERO. Luego, estos aceites pueden ser considerados como promisorios
para el tratamiento del mal de Chagas, pues el rango téxico es mucho mayor que

el rango al cual es activo.
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La relacion entre la actividad biolégica y la composicion quimica de los AEs
evaluados no es muy clara. Por ejemplo, en el grafico de componentes principales
de los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, en la Figura 43, se observa la
similitud existente entre los AEs evaluados, y como se indicd, los desplazamientos
ocurren a pequefas variaciones en la concentracion de algunos de sus
metabolitos secundarios principales. Un comportamiento similar se observa para

los AEs del quimiotipo “Carvona”.

Sin embargo, la actividad puede estar sujeta a efectos sinergisticos o
antagonisticos entre los metabolitos presentes en la mezcla, a determinadas
combinaciones de los mismos. Asi mismo, es posible que algunos metabolitos que
se encuentren a nivel de trazas, y no son observables por PCA, puedan jugar un

rol decisivo al determinar la bioactividad, ya sea por su accion directa o sinérgica.
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4. CONCLUSIONES

El analisis cienciométrico sobre Lippia alba muestra que Brasil lidera la
investigacion sobre esta planta, seguido de India, Espana, Argentina, Cuba
y Colombia; que el numero de investigaciones ha aumentado desde 1996,
con un pico en el afo 2006; que las principales areas de estudio son:
etnofarmacologia, agricultura, ciencias biolégicas y quimicas y tecnologia
de alimentos, y que son publicados, en su mayoria, en las revistas Journal
of Ethnopharmacology, Journal of Flavour and Frangrance, Journal of
Essential Oils Research, Revista Brasileira de Plantas Medicinais y Revista

Brasileira de Farmacia.

Se determiné la composicion quimica usando criterios cromatografico (ig, tr
de sustancias patron, Iy en columnas polar y apolar) y espectroscopico
(espectros de masas, con El de 70 eV) de los aceites esenciales de dos
quimiotipos de Lippia alba, obtenidos variando el tiempo de extraccion, y la
temperatura y duracion del secado. El AE de Lippia alba, quimiotipo “Citral”,
se caracteriza por la presencia de geranial (23-31%), neral (19-24%),
geraniol (7-15%), trans-p-cariofileno (4-8%), nerol (0-5%) y 6-metil-5-
hepten-2-ona (1-3%); mientras que el AE de Lippia alba, quimiotipo
“Carvona”, contiene los compuestos mayoritarios: carvona (34-39%),
limoneno (27-31%), biciclosesquifelandreno (5-13%), piperitona (5-6%) y
piperitenona (2-4%).

El rendimiento de los AEs de plantas de Lippia alba, quimiotipo “Citral”,
frescas y secadas durante 1 h en el intervalo de temperatura de 40 a 80°C,
evidencio que el aumento de la temperatura, esta directamente relacionado

con el aumento del rendimiento del aceite. También, los AEs obtenidos de
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plantas frescas, empleando diferentes tiempos de extraccion (30 a 75 min),
mostraron, a medida que aumenta el tiempo de extraccién, se incrementa el
rendimiento. El uso de tiempos de secado mayores, a cualquier

temperatura, también aumenta el rendimiento de los AEs.

El rendimiento de los AEs de plantas de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”,
frescas y secadas a 1 h en el intervalo de temperatura de 40 a 80°C, mostré
que existe una gran diferencia entre los AEs de plantas secadas a 70 y
80°C, y las plantas frescas y secadas de 40 a 60°C. El aumento de la
temperatura ocasioné el aumento en el rendimiento del aceite, asi como
con el aumento del tiempo de secado para cada temperatura en el intervalo

de 40 a 80°C, se observo el incremento del rendimiento de aceite.

El analisis de la composicion quimica de los AEs de Lippia alba, quimiotipo
“Citral”, extraidos de plantas frescas, mostro, que el contenido de neral,
geranial, nerol y geraniol, a medida que aumenta el tiempo de extraccion,
disminuye. Por otra parte, las plantas secadas en el intervalo de
temperatura de 40 a 70°C, presentaron un aumento de neral y geranial, y la
disminucién de geraniol y nerol, para cada temperatura, con el aumento de
la duracién del secado, lo que puede explicarse por la oxidacion del nerol y
geraniol a sus respectivos aldehidos. Los AEs obtenidos de plantas
secadas a 80°C presentaron mas geraniol, que las secadas a otras
temperaturas, comparable con la planta fresca. Se observé un ligero
aumento en la concentracion relativa de neral y geranial, y la disminucion

de nerol, a medida que aumenta la temperatura de secado de las plantas.

En los AEs de Lippia alba, quimiotipo “Carvona”, extraidos de plantas

frescas, se observa la disminucién de carvona y limoneno, y el incremento
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de biciclosesquifelandreno con el aumento del tiempo de extraccion. No se
observo un efecto significativo de la temperatura y la duracién del secado,
sobre el contenido de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes

en el quimiotipo “Carvona”.

La actividad antimicética de los AEs de Lippia alba, de los dos quimiotipos,
fue inferior al de la sustancia control, bajo las condiciones evaluadas. Los
AEs evaluados no fueron activos contra las bacterias Gram negativas:
Escherichia coli No 1, Escherichia coli No 2, Salmonella tiphymurium,
Salmonella gallinarium y Pseudomonas aeruginosa, mientras que, los AEs
del quimiotipo "Citral", si mostraron actividad contra Bacillus cereus y

Staphylococcus aureus y fueron considerados promisorios.

Todos los AEs de quimiotipo "Citral", fueron activos contra epimastigotes y
promastigotes de Trypanosoma cruzi y Leishmania chagasi,
respectivamente. Por el contrario, los AEs del quimiotipo “Carvona” fueron
parcialmente activos contra epimastigotes de Tripanosoma cruzi, e inactivos

contra promastigotes de Leishmania chagasi.

Las pruebas de citotoxicidad en Artemia franciscana, mostraron que los
AEs de los dos quimiotipos son medianamente toxicos y presentan valores
similares entre quimiotipos. No obstante, los ensayos en células Vero
revelaron que los AEs del quimiotipo “Carvona” no son toxicos. Por su
parte, los AEs del quimiotipo “Citral” presentaron niveles de toxicidad

similares a los del medicamento de control Nifurtimox.
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5. RECOMENDACIONES

En vista que el proceso de secado ayuda a conservar la calidad del material
vegetal y la de los constituyentes de sus aceites esenciales, y que los procesos
tecnificados, aunque mas costosos que los métodos tradicionales de secado,
permiten estabilizar el material vegetal en menor tiempo y mejorar la calidad
del AE respecto al obtenido para la planta fresca, se propone el uso de esta
metodologia como una variable de estudio obligatoria en las investigaciones a
desarrollar por el CENIVAM.

Teniendo en cuenta que la produccién industrial de AEs requiere la
optimizacién del rendimiento y el maximo contenido de los compuestos
mayoritarios, de gran valor agregado, se sugiere la implementacién de los
resultados derivados del presente estudio, y los obtenidos previamente por la
linea de investigacion en aceites esenciales del Laboratorio de Cromatografia,
sobre los dos quimiotipos de Lippia alba, con miras a evaluar posibles efectos
sinérgicos de las variables, de manera, que se obtenga un AE de gran

aceptacion en el mercado nacional e internacional.

Se recomienda no usar tiempos de extraccion por MWHD muy largos -
superiores a 60 min-, o temperaturas superiores a 80°C, que conducen a la
pérdida de los metabolitos secundarios y la disminucion del rendimiento de los
AEs.

Dada la actividad promisoria de los AEs de los dos quimiotipos de Lippia alba,
contra la forma epimastigote de Tripanosoma cruzi, en especial, del quimiotipo

“Carvona” que fue no toxico en células VERO, y del quimiotipo “Citral” contra la
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forma promastigote de Leishmania chagasi, se recomienda el estudio de estos

AEs contra la forma intracelular de dichos parasitos por el CINTROP.

Realizar los ensayos para determinar la concentracion minima inhibitoria de los
AEs de Lippia alba, quimiotipo “Citral”, obtenidos en funcion de las condiciones
de extraccion y secado, contra las bacterias Gram positivas Bacillus cereus y

Staphylococcus aureus.

Se sugiere desarrollar ensayos de actividad biolégica para los componentes
individuales, y combinaciones de éstos, de los metabolitos mayoritarios de los
dos quimiotipos, a saber: neral, geranial, nerol, geraniol, carvona, limoneno y
trans-B-cariofileno, con el fin de identificar el impacto de éstos sobre la

actividad de los AEs ensayados.
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