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RESUMEN:

TiTUL,O: ESTUDIO COMPARATIVO DE LA COMPOSICI()N Y ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LOS ACEITES ESENCIALES EXTRAIDOS DE Lippia alba, Lippia
origanoides y Phyla (Lippia) dulcis, ESPECIES DE LA FAMILIA Verbenaceae*

Autor: Clara Nathalia Celis Melo**

Palabras Claves: Aceite esencial, Lippia alba, Lippia origanoides, Phyla (Lippia)
dulcis, antioxidante.

Las aplicaciones etnomédicas y biolégicas de los aceites esenciales estan
directamente determinadas por su composicion quimica, y ésta a su vez varia segun
la especie vegetal y las condiciones geobotanicas de cultivo. La extensa distribucién
de las plantas de la familia Verbenaceae en el territorio nacional motivé a evaluar la
composicién quimica de tres especies y correlacionarlas con sus propiedades
biolégicas.

Los aceites esenciales de Lippia alba (quimiotipos citral y carvona), Lippia origanoides
y Phyla (Lippia) dulcis se obtuvieron aplicando hidrodestilacion asistida por la
radiacion de microondas y caracterizados empleando cromatografia de gases-
espectrometria de masas. La actividad antioxidante de los aceites se determind como
una medida de su capacidad por atrapar radicales.

Los componentes mayoritarios identificados en los aceites de L. origanoides y L. alba,
quimiotipos citral y carvona, corresponden a monoterpenos oxigenados (56, 67 y 44%,
respectivamente), entre los cuales los aldehidos a,B-insaturados (neral, 19% vy
geranial, 23%), las cetonas ciclicas (carvona, 32% y piperitenona, 4%) y los
compuestos fendlicos (timol, 14% y carvacrol, 33%), predominan en los aceites de L.
alba quimiotipos citral y carvona, y L. origanoides, respectivamente. Por otra parte, el
aceite de Phyla (Lippia) dulcis se caracteriz6é por su alto contenido de hidrocarburos
sesquiterpénicos: trans-f-cariofileno (10%) y &-cadineno (9%), entre otros. De los
aceites estudiados, el obtenido de L. origanoides presentd la mayor capacidad de
atrapamiento radicalario, debido a su alto contenido de compuestos fendlicos. Con el
ensayo de citotoxicidad de los aceites esenciales se observé una elevada toxicidad
para la esencia de P. (Lippia) dulcis, intermedia para los aceites de L. alba y nula para
el aceite de L. origanoides. Este ultimo aceite presenté el mayor rendimiento de
extraccion y el mas amplio espectro de actividad bioldgica, incluyendo efectos
inhibitorios sobre Candida spp., Aspergillus spp., E. coli, S. aureus 'y S. tiphymurium.

* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias, Escuela de quimica. Directora Elena Stashenko.



ABSTRACT:

TITLE:COMPARATIVE STUDY OF THE COMPOSITION AND BIOLOGIC ACTIVITY
OF THE ESSENTIAL OIL EXTRACTED FROM Lippia alba, Lippia origanoides AND
Phyla (Lippia) dulcis, SPECIES OF Verbenaceae's FAMILY*

Author: Clara Nathalia Celis Melo**

Key Words: Essential oil, Lippia alba, Lippia origanoides, Phyla (Lippia) dulcis,
antioxidant.

The ethno-pharmacologic and biologic applications of the essential oil are determined
directly by its chemical composition. The former varies according to the plant specie
and the geo-botanic crop conditions. The extensive distribution of the Verbenaceae
plants along the national territory gave a reason to evaluate the chemical composition
of the three species and to relate them with their biologic properties.

The Lippia alba essential oil (chemotypes citral and carvone), Lippia origanoides and
Phyla (Lippia) dulcis were obtained applying microwave assisted hydro-distillation and
characterized by employing gas chromatography—mass spectrometry. The oil
antioxidant activity was determined as a measure of its radical scavenging capacity.

The most of components identified in the essential oil of the L. origanoides and L. alba,
chemotypes citral and carvone, correspond to oxygenated monoterpens (56, 67 and
44%, respectively). Among them, the a,B-unsatured aldehydes (neral, 19% and
geranial, 23%), the cyclic ketones (carvone, 32% and pyperitenone, 4%) and the
phenolic compounds (thymol, 14% and carvacrol, 33%), predominate in the essential
oil of the L. alba chemotypes citral and carvone, and L. origanoides, respectively. On
the other hand, the oil of Phyla (Lippia) dulcis is noticeable for its high sesquiterpenic
hydrocarbons content: trans-B-caryophyllene (10%) and &-cadinene (9%), and some
others. Of the studied essential oils, the obtained from L. origanoides presented the
best radical scavenging capacity, because of its high phenolic content. Cytotoxicity
assays showed high toxicity for the P. (Lippia) dulcis essence, medium for the L. alba
essential oil and void for the L. origanoides oil. The former get the best extraction yield
and the larger spectrum of biologic activity, including inhibitory effects on Candida spp,
Aspergillus spp., E. coli, S. aureus and S. tiphymurium.

* College tesis.
** Science Faculty, School of Chemistry. Directed by Elena Stashenko.
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INTRODUCCION

El creciente interés del hombre por el consumo preferencial de productos
naturales, asi como la tendencia global por reducir el uso de sustancias sintéticas,
han llevado a la necesidad de desarrollar la agroindustria de productos naturales
en Colombia. Entre los principales productos empleados por el sector empresarial,
las plantas aromaticas constituyen un elemento de primordial importancia, bien
sea por su empleo en la elaboracidon de productos culinarios (e.g. en la
preparacion de salsas, condimentos, comidas preelaboradas, etc.), o cuando éstas
son sometidas a procesos destilativos-extractivos, a través de los cuales se
obtienen aceites esenciales, resinas, extractos, absolutos, concretos y resinoides,

entre otros [1], de amplia aplicacion en diferentes ramas de la industria.

Los aceites esenciales (AEs) son el conjunto de componentes volatiles aislados de
plantas aromaticas cuando se aplica destilacion por arrastre con vapor de agua o
hidrodestilacion, estos compuestos son los principales responsables del olor de la
especie vegetal. El renglon comercial dedicado a la explotaciéon de los AEs,
presenta ventajas particularmente llamativas, pues la comercializacion de estos
productos permite aumentar considerablemente el valor agregado de los derivados
vegetales con respecto a las plantas aromaticas frescas o secas; ademas, genera
una cantidad minima de desechos industriales contaminantes. Este tipo de
productos vegetales, presenta un mercado poco explotado, principalmente,
manejado por la industria de sabores y fragancias, aunque también son
empleados, extensamente, en las industrias farmacedutica, cosmética, de alimentos
y productos de aseo. En general, la calidad de los AEs, depende del balance entre
las caracteristicas sensoriales y sus propiedades fisico-quimicas y de composicion

[2]. Las diferentes aplicaciones de los AEs, requieren evaluar la seguridad de su



consumo. Para ello, es necesario especificar ciertos parametros, por ejemplo: el
origen, (i.e. fuente comercial, procedencia geografica), parte de la planta
empleada para la extraccion, edad de la planta y método de extraccion.
Adicionalmente, hay que conocer las propiedades fisico—quimicas detalladas del

producto [3].

Los aceites esenciales han ganado interés debido a sus multiples propiedades
funcionales. Muchos autores, han reportado para este tipo de productos
actividades antifungica [2], antioxidante [4-6], antimicrobial [8, 7-8], antirradicalaria
[9]. Las propiedades biologicas estan directamente relacionadas con su
composicion quimica. Gracias a estas propiedades, los AEs han sido incluidos en
la formulacion de productos de limpieza bucal, de tocador, alimentos vy
agroquimicos [1]. Algunos aceites, en particular, ejercen efectos sobre el sistema

nervioso central, digestivo y respiratorio [10-12].

Para algunos fines comerciales se emplean sustancias aisladas de los AEs, como
es el caso del eugenol, timol, eucaliptol, farnesol, bisabolol, etc., algunos de ellos
son obtenidos de fuentes naturales debido, principalmente, a las configuraciones
espaciales o actividad 6pica especifica, e.g. a-(-)-bisabolol, es empleado como

antiinflamatorio [1].

Colombia es un pais con gran biodiversidad (fauna y flora), con s6lo el 0.77% de la
superficie terrestre emergida, cuenta con el 10% de las especies conocidas [13].
Debido a esta diversidad tan rica, y a la necesidad de informacién acerca de
especies vegetales promisorias, este trabajo de investigacion se encamind hacia
el estudio de tres especies de la familia Verbenaceae, la cual se caracteriza por
presentar amplia diversidad botanica, extensa distribucion en zonas tropicales y
subtropicales, amplia variedad de usos y gran variabilidad en la composicién de
sus aceites esenciales. Se determinaron las composiciones quimicas de los

aceites esenciales de Lippia alba (Mill.) N. E. Br., Phyla (Lippia) dulcis (Trevir.)
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Moldenke y Lippia origanoides (Kunth), asi como su actividad antioxidante; se
estudiaron y se compararon las actividades antifungica, antibacterial,
antiparasitaria y citotoxicidad, y se hallaron algunas propiedades fisico-quimicas.

Los aceites esenciales fueron aislados empleando la técnica de hidrodestilacion
asistida por la radiacion de microondas (MWHD) y sus composiciones quimicas se
determinaron por cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS). La
actividad antioxidante de los AEs se determiné como una medida de su capacidad
antirradicalaria mediante el ensayo colorimétrico de DPPH’. Las propiedades
fisico-quimicas determinadas para los AEs, fueron las siguientes: densidad,
solubilidad en etanol, indice de refraccién y rotacion especifica. Por otra parte, se
analizaron los resultados de los ensayos de actividad bioldgica (antibacterial,
antifungica, antiparasitaria y citotoxicidad) para cada AE y se correlacionaron con

Sus composiciones quimicas.

Este estudio hace parte del conjunto de investigaciones desarrolladas en el
Laboratorio de Cromatografia, del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales,
CENIVAM, que busca identificar especies promisorias, con propiedades

funcionales potencialmente explotables por la agroindustria nacional.

Los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo seran publicados en
modalidad de poster en el IX Congreso Colombiano de Fitoquimica, Productos
Naturales: Ciencia, Tecnologia e Industria, que se realizara en las instalaciones de
la Universidad Tecnolégica de Pereira (UTP), en mayo 8-11 del 2007.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 FAMILIA Verbenaceae

La familia Verbenaceae comprende alrededor 75 géneros y 3000 especies,
encontrandose distribuidas principalmente en regiones tropicales y subtropicales y
en algunas zonas templadas. Estas especies generalmente se encuentran en
forma de arbustos, lianas y hierbas, algunas con espinas, presentan hojas
opuestas, sin estipulas. Poseen flores normalmente irregulares, bisexuales
racemosas o cimosas, axilares o terminales; el caliz tiene unos 4-5 |6bulos, con el
limbo algo bilabiado; el fruto es una drupa, o con menor frecuencia una capsula o

esquizocarpo [14].

Son especies vegetales de interés econdmico por sus usos diversos, siendo
fuentes de aceites o frutos comestibles, especies ornamentales (e.g. el género
Lantana), se emplean en jardineria, algunas de ellas son utilizadas para

aplicaciones etnomédicas [14, 15].

Los AEs de diversas especies de la familia Verbanaceae, de acuerdo con Lemos
[16], han mostrado actividad antimicrobiana contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmaus y nula contra
Pseudomonas aeruginosa. Los aceites esenciales de varias especies de Lippia
han presentado actividad larvicida (contra las larvas de Aedes aegpti) [17], junto
con actividades antiplasmodia, insecticida, antibacterial, antifungica y efectos de

relajacion muscular [10, 18-21].

Todas estas propiedades funcionales son determinadas por la composicidon

quimica de las especies empleadas. Los efectos bioldgicos comunes de diferentes



especies de la familia Verbenaceae se deben a la presencia de metabolitos
comunes que exhiben cierta bioactividad. Los compuestos comunmente
encontrados en los AEs de Lippia son: Limoneno, p-cimeno, alcanfor, linalool, a-

pineno, timol y trans-f-cariofileno, entre algunos otros [12, 22].

1.1.1 Lippia alba.
Una de las especies mas ampliamente distribuidas y estudiadas en América
es la Lippia alba, clasificada también en el mundo como Lippia geniculata
H.B.K., Lantana alba Mill, Lantana lipiodes Hook y Arn, Phyla germinata
H.B.K., Lippia havanensis Jurez; popularmente se conoce como “Pronto
alivio” en Antioquia, “Curatodo” en Magdalena y “Cidriera” en el Brasil, entre
otros [4, 10, 12].

Esta especie es un subarbusto aromatico, nativo de América, crece en
altitudes hasta 1800 msnm, desde México hasta Suramérica y el Caribe. El
contenido de AE esta entre 0.1 a 1.2% [18].

Es un arbusto con ramas largas que caen al suelo. Con una altura o
longitud que varia de acuerdo con la region, hasta un maximo de 1.5 m.
Tiene hojas pequefias, de colores verde y gris en la parte superior e inferior,
respectivamente (Figura 1). Crece en sitios con buena luminosidad, la
principal forma de propagaciéon de esta especie es por esquejes (troncos de
20-25 cm y 0.5 cm de diametro), y presenta una produccién foliar de

Ston/ha en cuatro cosechas por afio [1].

e Composicién quimica. Dentro de los metabolitos identificados para el AE
de L. alba se reportan el borneol, alcanfor, 1,8-cineol, p-cimeno, limoneno,
linalool, piperitona, carvona, timol, como principales compuestos

monoterpénicos; 'y a-muuroleno, frans-B-cariofileno, B-cubebeno,
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biciclosesquifelandreno, 6xido de cariofileno, B-elemeno, y-cadineno y allo-

aromadendreno como sesquiterpenos mas abundantes [6, 22, 23].

Figura 1. Planta de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, quimiotipo citral.

Sin embargo, la composicion quimica de los AEs esta influida por diferentes
factores, tales como ubicacién geografica, condiciones de extracciéon y
caracteristicas genotipicas [1, 24]; asi, los diferentes quimiotipos de Lippia

alba estudiados, se han agrupan de acuerdo con la relacion biosintética de
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los metabolitos [25]; algunos de los estudios desarrollados para cada

quimiotipo se reportan en la Tabla 1.

Tabla 1. Quimiotipos identificados de Lippia alba.

COMPONENTES MAYORITARIOS PAISES REFERENCIAS
e Limoneno y/o carvona, piperitona,  Peru Leclercq [26]
piperitenona, dihidrocarvona, lipiona Colombia Stashenko [6]
Cuba Pino [27, 28]
Brasil Matos [29]
Guatemala Senatore [30]

e Citral y/o linalool Brasil Frighetto [31]
India Bahl [32]
Uruguay Lorenzo [33]
Brasil Zoghbi [34]

e Tagetenona Argentina Ricciardi [35]

e Mirceno India Singh [36]

e y-Terpineno Brasil Gomes [37]

e Alcanfor Uruguay Dellacassa [38]

e Estragol EE.UU. Tucker [39]

En Colombia, se han encontrado tres quimiotipos de esta especie:

- En la region Caribe, el quimiotipo Citral caracterizado por su alto
contenido de neral y geranial [40];

- Las especies de L. alba recolectadas en la region Andina con altos
contenido de carvona (40-57%) y limoneno (24-37%) [4, 6, 40-42];

- En Saravena (Arauca), existe un quimiotipo cuyos componentes
mayoritarios son citral (neral + geranial) y carvona (“quimiotipo hibrido”)
[42].

Esta especie esta representada por diversos quimiotipos. Por tal razén,

llama mucho la atencion de investigadores en el aréa, quienes buscan

encontrar correlaciones entre las variaciones genéticas y, posiblemente,
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morfoldgicas, y la composicion quimica de cada quimiotipo. Este tipo de
relacion es evidente, e.g. en el quimiotipo procedente de EE.UU.; es el
unico reportado con inflorescencias amarillas -el color usual de las flores es

rosado-, y presenta como componente mayoritario del AE el estragol [39].

o Propiedades bioldgicas. Estudios desarrollados en 1989 [43]
reportaron que el aceite esencial de Lippia alba presentd actividades
analgésica, antiinflamatoria y antipirética. En 1991, Caceres y sus
colaboradores [44] encontraron que las especies de Lippia alba y Lippia
dulcis inhiben las bacterias gram-positivas responsables de afecciones
respiratorias en humanos, e.g. Staphylococcus pheumoniae y
Streptococcus pyogenes. Lippia alba presenta también actividades antiviral
y citoestatica [45, 46, 47]. El extracto acuoso de esta especie provoco una
reduccién del ritmo cardiaco, por efectos antihipertensivos; y la infusion de
esta especie posee efectos antiulcerosos [11, 12, 48] y sedativos, los
cuales estan relacionados, posiblemente, con flavonoides presentes en el
extracto [18, 49-51].

Estudios de los extractos de dos quimiotipos de L. alba, citral y carvona,
realizados en Brasil, encontraron efectos analgésico y anti-inflamatorio,
siendo el quimiotipo citral mas activo por presentar dosis efectivas
ligeramente menores que el quimiotipo carvona [52]; igualmente, los AEs de
los dos quimiotipos exhibieron efectos ansioliticos en pruebas realizadas en
ratones [53]. En la Tabla 2 se registran las actividades antifungica y
antibacterial evaluada para tres quimiotipos de Lippia alba, y los
microorganismos estudiados. El quimiotipo citral, presenta un espectro de
accion biologica mas amplio, debido al contenido de compuestos
oxigenados, los cuales han mostrado mayor efectividad contra

microorganismos que los hidrocarburos analogos [50].
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Tabla 2. Actividades antifungica y antibacterial estudiadas en tres

quimiotipos de Lippia alba.

MICROORGANISMOS / QUIMIOTIPOS

CITRAL [50] LINALOOL [54] CARVONA [27]
Candida albicans Candida albicans Bacillus subtilis
Candida parapsilosis Streptococcus faecalis
Candida guilliermondu Staphylococcus aureus

Cryptococcus neoformans
Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Todas las bioactividades anteriormente descritas estan determinadas por la
composicion quimica de los AEs, por esta razdn, se han realizado estudios
de algunos metabolitos aislados, tales como limoneno, citral y (3-mirceno.
Estos compuestos demostraron que ejercian interacciones de tipo
dopaminérgica, los cuales provocaron efectos sedativos, depresivos y de

relajacion muscular [10].

o Propiedades fisico-quimicas. Algunas de las propiedades del AE
del quimiotipo carvona cultivado en Cuba, fueron determinadas por Pino y

sus colaboradores [27], y se exhiben en la Tabla 3.

Tabla 3. Propiedades fisico-quimicas del AE de Lippia alba, quimiotipo

carvona (Cuba).

PROPIEDAD T [°C] VALOR
Densidad especifica 25 0.9218
indice de refraccion 25 1.4977
Rotacion éptica 25 (+)100.5°
Solubilidad en etanol 20 1:1 (viv)
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1.1.2

o Actividad antioxidante. En publicaciones realizadas por Stashenko
[55] y Ramos en 2003 [5], se describen los procedimientos y resultados
obtenidos de la evaluacion de la actividad antioxidante del aceite esencial y
el extracto etandlico de Lippia alba, respectivamente. El primer trabajo,
empled procedimientos de atrapamiento radicalario [4] (DPPH* y ABTS™) e
inhibicidon de la peroxidacion lipidica [6, 55] y determin6 que la actividad del
AE fue equivalente a la actividad de la vitamina E en concentraciones
mayores o iguales a las concentraciones de esta ultima (el % de
disminucion del hexanal formado en la peroxidacion lipidica de acido
linoleico fue de 73.6 y 62.4 % para el AE de Lippia alba y la vitamina E,
respectivamente). El segundo trabajo [5], reporta ensayos de atrapamiento
radicalario (DPPH* y OH*) y peroxidacién lipidica, junto con pruebas de
antimutagénesis en Escherichia coli. El extracto inhibio en un 25% la

mutagénesis del microorganismo, presentando un ligero grado de toxicidad.

Phyla (Lippia) dulcis.

La existencia de varios sistemas taxondmicos descritos por diferentes
autores es la causa fundamental de porqué algunas especies no se
encuentran claramente clasificadas dentro de un género. Algunas especies
de Lippia pueden encontrarse dentro de los géneros Aloysia, Lantana,
Acantholippia, Phyla o Junellia [12]. La especie Phyla dulcis, segun la
taxonomia descrita por Moldenke (1971, 1980). esta registrada e
identificada como Lippia dulcis [56, 57], es por eso, que de ahi en adelante
se usara Phyla (Lippia) dulcis, indistintamente para los datos reportados en

trabajos previos y en el presente estudio.

Phyla (Lippia) dulcis es una hierba arrastradera perenne muy aromatica,
que crece de 46 — 60 cm (Figura 2). Endémica de Ameérica tropical,
distribuida del sur de México hasta Panama y Colombia, crece en orillas de

bosques o riveras de rios y a altitudes mayores a 1800 msnm.
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Figura 2. Planta de Phyla (Lippia) dulcis (Trevir.) Moldenke, quimiotipo
hernandulcin.

. Composicion quimica. Esta especie es particularmente llamativa
por su sabor dulce, debido a la presencia de (+)-hernandulcin, compuesto
aislado y caracterizado en 1985 por Compadre [58], y estudiado
posteriormente por Mori y Kato [59]. Este compuesto, con poder
edulcorante 1000 veces mayor que la de la sacarosa, constituye el 0.004%
de la hierba seca [60]. En estudios posteriores se aislaron otros
sesquiterpenos relacionados, (+)-43-hidroxihernandulcin, aminol y (-)-epi-
hernandulcin [61-66].

El hernandulcin ha sido patentado como un potencial edulcorante no

caldrico, y recomendado en la preparacion de productos dentrificos [63].

Cerca de 75 compuestos edulcorantes de origen vegetal han sido
caracterizados estructuralmente, con aproximandamente 20 diferentes

esqueletos carbonados, principalmente terpenoides, flavonoides y algunas
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proteinas. La molécula de (+)-hernandulcin (Figura 3) debe su poder
edulcorante al grupo carbonilico en C1, el hidroxilo en C1" y la olefina en
C4°, funciones esenciales para la mediacion de su sabor [62]. La
inestabilidad térmica de este compuesto, junto con su ligero sabor amargo,

han impedido su producciéon comercial como sustituto de la sacarosa [58].

Figura 3. Estructura molecular del hernandulcin.
O OH

Los siguientes compuestos son los mas abundantes encontrados en el AE
de L. dulcis, alcanfor, canfeno, a-pineno, a-copaeno, lippiol, trans-B-
cariofileno, limoneno, &-cadineno, (+)-hernandulcin, (-)-epi-hernandulcin,
terpinoleno y (+)—4B-hidroxihernandulcin. Del extracto metandlico de esta
especie se aislaron lippidulcina A y epi-lippidulcina A (Figura 4), junto con
varios flavonoides (cirsimaritina, salvigenina, eupatorina), glicésidos
(acteosida, isoacteosida, martinosida) y flavonas (eupafolina, 6-
hidroxiluteolina) [62, 64]. Compadre [65], (México) también reportd la

presencia de taninos y una sustancia similar al alcanfor, la cual llam¢ lippiol.

Trabajos previos han caracterizado dos quimiotipos de Lippia dulcis, con
aplicaciones diferentes, segun se registra en la Tabla 4. A pesar de que en
cada uno de los trabajos se emplearon diferentes técnicas de extraccion, la

composicion quimica de los productos obtenidos varia considerablemente.
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Figura 4. Formulas moleculares de: 4a — Lippidulcina A y 4b — epi-

Lippidulcina A.

Tabla 4. Quimiotipos caracterizados de Phyla (Lippia) dulcis.

PAIS México [65] Puerto Rico [60]
NOMBRE VERNACULO Hierba dulce, Hierba dulce
Salvia santa
USOS MEDICINALES Emenagoga, Tos, bronquitis,
abortifera retencion urinaria
METODO DE EXTRACCION Destilacién con  Microfiltracién con
vapor tubo Craig
CANTIDAD Monoterpenos 30.78 0.62
;Eé_ﬁ -2:, A Monoterpenos oxigenados 9551 7.52
AE Sesquiterpenos 6.00 4.93
Sesquiterpenos oxigenados ~ 0-00 15.59
Hernandulcin 0.50 58.00

El (+)-hernandulcin es un sesquiterpenoide derivado del bisaboleno, poco
volatil y termolabil, que se descompone en 6-metil-5-hepten-2-ona y 3-metil-
2-ciclohexen-1-ona (Esquema 1) [60], estos compuestos también se
encuentran en algunos aceites y extractos de otras especies, e.qg.

Lepechinia schiedeana, Melissa officinalis [67, 68].
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Esquema 1. Reaccion de descomposicion de (+)-hernandulcin.
0 OH o 0

(+)- Hernandulcin 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona  6-Metil-5-hepten-2-ona

(+)-Hernandulcin ha sido sintetizado empleando diferentes rutas [66, 69], a

saber:

- Partiendo de ciclohexadieno y empleando enolatos de boro vy silicio;

- Por ciclacion intramolecular de un 6xido de nitrilo, utilizando (2Z,6E)-
farnesal,

- Por generacion de E-dienil carbamato empleando TiCl; como

- catalizador,;

- Por aldocondensacion de 3-metil-2-ciclohexen-1-ona y 6-metil-5-

hepten-2-ona.

o Propiedades biolégicas. Los extractos etandlicos de Phyla (Lippia)
dulcis mostraron actividad anti-inflamatoria y antimicrobiana contra
Salmonella typha y Shigella flexneri [70]; el AE no presento6 actividad contra
Vibrio cholera [71, 72].

Esta especie es popularmente empleada en el tratamiento de afecciones
digestivas, respiratorias, edemas, neuropatia, paludismo, cdlicos vy
desordenes menstruales [65]. También presenta propiedades balsamicas,
diaforéticas, emolientes, estimulantes, expectorantes, sus hojas se emplean

como saborizante de medicamentos [12].
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1.1.3 Lippia origanoides.
Es una hierba perenne de 1 a 2 m de altura que presenta hojas ovadas con
el apice redondeado, flores blancas, pequefias y muy aromaticas (Figura
5), el rendimiento de extraccion del AE segun Dos Santos, es de 4.6 %(p/p)
[73]. Algunos de los sindnimos de esta especie botanica, son: Lippia berterii

Spreng y Lantana origanoides H.B.K.

Figura 5. Planta de Lippia origanoides Kunth.

. Composicion quimica. Los componentes mas abundantes reportados
para este aceite esencial son: a-terpineno, timol, acetato de timilo,
carvacrol, metil carvacrol, y-terpineno, 1,8-cineole, p-cimeno, trans-f—

cariofileno y umbellunona [73].
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Esta especie, al igual que las dos anteriores, presenta variaciones en la
composicion quimica de los AEs, como se registran en la Tabla 5. y-
Terpineno y p-cimeno, son metabolitos comunes en todos los AEs; y-

terpineno es precursor biogenético de p-cimeno y timol [74].

Tabla 5. Componentes mayoritarios de los AEs de Lippia origanoides.

REFERENCIAS PAISES ANO COMPONENTES
MAYORITARIOS
Gallino [76] Brasil 1987  y-Terpineno, p-cimeno,
(Séo Paulo) timol,
Velasco-Negueruela [77] Argentina 1993  Acetato de timilo, y-
terpineno p-cimeno
Dos Santos [73] Brasil 2004  Carvacrol, p-cimeno, y-
(Cabeceiras) terpineno
Oliveira [78] Brasil 2006  Carvacrol, timol, p-
(Oriximina) cimeno
o Propiedades biolégicas. En 1981, Morton y sus colaboradores

[75], reportaron aplicaciones de esta especie en el tratamiento de
desordenes gastrointestinales y respiratorios, asi como en preparados
culinarios. La infusidon de esta especie se consume popularmente, con el fin
de aprovechar su efecto expectorante y su eficacia en el tratamiento de
afecciones bronquiales y pulmonares; también es recomendada en

medicina popular como antiespasmaodico, sudorifico, sedante [12].

Estudios de actividad biologica de esta especie demostraron,que el aceite
esencial de la planta posee actividad antibacterial contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus MRSA vy Escherichia coli, y antifungica
contra Candida albicans y Candida tropicalis [73]. Recientemente, Oliveira
(2006) [78], separ6 diferentes fracciones volatiles del AE de Lippia
origanoides y determin6é su efecto inhibidor del desarrollo de diferentes

microoganismos; los resultados obtenidos demuestran que la eficiencia
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biolégica es mayor para las fracciones con compuestos fendlicos, y va
disminuyendo para las fracciones con alcoholes alifaticos, aldehidos,

cetonas e hidrocarburos.

Actividad antioxidante. Los fenoles son compuestos interesantes y llaman
la atencién de investigadores por sus propiedades bioldgicas, dentro de las
cuales su poder antioxidante (AO) es muy alto, por esta razon se reportan
diversos estudios sobre la actividad AO de derivados fendlicos. Asi, en un
estudio enfocado hacia el analisis de timol, 6a, y carvacrol, 6b (fenoles
presentes en el AE de Lippia origanoides), se encontré que el impedimento
estérico del grupo hidroxilo por parte del isopropilo juega un rol importante
en esta actividad (Figura 6), siendo el timol mas efectivo que el carvacrol
[78-81].

Figura 6. Formulas estructurales de: 6a - Timol y 6b - Carvacrol.

OH

OH

6a 6b

Diversas especies de los géneros Thymus y Origanum (Familia Labiatae),
presentan en su composicion timol y carvacrol como componentes
mayoritarios, al igual que Lippia origanoides. Estudios de actividad
antioxidante de estas especies han obtenido resultados positivos, y la
actividad antioxidante fue proporcional al contenido de estos fenoles en

aceites esenciales [9, 82, 83].
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Un cuadro comparativo de los usos, sinébnimos y distribucion de Lippia alba, Phyla

(Lippia) dulcis y Lippia origanoides se ilustra a continuacion (Tabla 6).

Tabla 6. Cuadro comparativo de los aspectos generales de Lippia alba, Phyla

(Lippia) dulcis y Lippia origanoides.

. Lippia alba Phng(Llpp|a) Llppla .
NOMBRE CIENTIFICO _ dulcis origanoides
(Mill.) N.E. Br. Trevir Kunth
SINONIMOS Lippia geniculata, Phyla scaberrima, Lippia
Lantana alba, Lippia scaberrima, schomburgkiana,
Lantana geminata, Zapania Lippia berter,
L . scaberrima. Lantana
Lippia geminata.
origanoides.
NOMBRES COMUNES* Curatodo, prontoalivio,  Hierba dulce, Orégano, salvia de

DISTRIBUCION

METABOLITOS
SECUNDARIOS
VOLATILES

falsa melissa,
carmelitana, erva-

cidreira.

Centro y Suramérica, y

Africa tropical.

Borneol, limoneno,
linalool, carvona, citral,
trans- B-cariofileno,

allo-aromadendreno

orozus, orosul,

corronchocho.

América tropical.

Alcanfor, a-
copaeno, trans-
B-cariofileno, 6-
cadineno,
hernandulcin, 4B-
hidroxi-

hernandulcin

Marajo, Alecrim

d’Angola.

Centroamérica y el
norte de

Surameérica.

p-Cimeno, y-
terpineno, timol,
carvacrol, acetato
de timilo, trans- 3-

cariofileno
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Continuacion de la Tabla 6.

USOS **

Analgésico, anti-
inflamatorio,
antiespasmadico,
antipirético, sedativo,
antimicrobial, antiviral,

en el tratamiento de

Emenagogo,
abortifero, sedativo,
analgésico,
antiinflamatorio, en
el tratamiento de

bronquitis, asma,

Tratamiento de
influenza,
infecciones
respiratorias y
desoérdenes

gastrointestinales,

desérdenes desoérdenes empleado como

gastrointestinales gastrointestinales. condimento.
BIOACTIVIDADES Candida albicans, Salmonella typha, Staphylococcus
ESTUDIADAS Candida parapsilosis, Shigella flexneri aureus,

Bacillus subtilis, Staphylococcus

Cryptococcus aureus MRSA,

neoformans, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus,

Pseudomonas

aeruginosa

Candida albicans,

Candida tropicalis

* Diferentes paises.

** Etnofarmacoldégicos.

1.2 METABOLISMO SECUNDARIO VEGETAL

Las plantas producen una amplia y variada gama de compuestos organicos que
parecen no tener relacion directa con su crecimiento y desarrollo, los cuales se

conocen como metabolitos secundarios.

Estos metabolitos tienen importantes funciones ecoldgicas en las plantas [84], a
saber:
e Protegen las plantas contra animales herbivoros y microbios patdégenos;

e Atraen insectos polinizadores o dispersores de semillas;
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e Protegen la planta durante los procesos de cicatrizacion y actividad
microbiana;
¢ Intervienen en la regulacion de los procesos de evaporacion de agua;
e Sirven de mecanismo de defensa y de comunicacion con otros vegetales
(alelopatia).
Los mecanismos de protecciéon descritos se alcanzan a través de mutaciones

hereditables, seleccion natural o cambios evolutivos.

Los metabolitos secundarios presentan efectos significativos sobre el metabolismo
animal y humano en bajas dosis. Por esta razén, muchos de ellos se emplean
como drogas, venenos, saborizantes, materiales industriales, etc. Los metabolitos
secundarios se dividen principalmente en tres grupos: terpenos, compuestos
fendlicos y nitrogenados, el esquema general de biosintesis de estos compuestos

se ilustra en la Figura 7 [84].

Los terpenos son probablemente sintetizados por dos rutas metabdlicas, la mas
estudiada es conocida como ruta del acido mevaldnico, en la cual tres moléculas
de acetil-CoA se unen para formar el acido mencionado, que tras sufrir
fosforilacion y descarboxilacién, conduce a la formacién del isopentenil difosfato.
Esta estructura es la base para la sintesis de terpenos y terpenoides. La segunda
ruta catabodlica es conocida como ruta del fosfato de metileritrol (MEP), el cual
conlleva a la formacion del precursor biosintético de terpenos (isopentenil
difosfato). La union sucesiva de estas estructuras produce terpenos de diferentes

pesos moleculares, a saber: monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, etc [85].

Los compuestos nitrogenados formados del metabolismo secundario de las
plantas son principalmente alcaloides y glicésidos cianogénicos, los cuales son
usualmente sintetizados a partir de algunos aminoacidos a saber: lisina, tirosina y
triptéfano. Segun sean aminoacidos aromaticos o alifaticos, la biosintesis sigue o

la ruta del acido shikimico o del acido tricarboxilico, respectivamente [84].
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Figura 7. Diagrama general de la biosintesis de metabolitos secundarios en

especies vegetales [84].
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Este tipo de metabolitos pueden ser aislados por diversos métodos, dentro de los

cuales se encuentran: destilacion-extraccién simultanea con solvente (SDE)[85,

87], extraccién con fluido supercritico (SFE) [88], destilacion con vapor (SD) [89],

hidrodestilacion (HD) [73], hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas

(MWHD) [54, 90], compresion en frio [91,92]. Adicionalmente, se emplean técnicas

de headspace, purga y trampa (purga de espacio de cabeza con Ny y trampa en

solvente simultanea (P & T), microextraccion en fase solida de la fase vapor (HS-
SPME) y headspace estatico (S-HS) [6, 55]. En el estudio de L. alba, se demostrd
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que la composicién de los extractos varia con la técnica de aislamiento aplicada
[6].

1.3 HIDRODESTILACION ASISTIDA POR LA RADIACION DE MICROONDAS

En términos generales, el procedimiento analitico aplicado a un aceite esencial
comprende dos etapas, a saber: extraccidén del aceite y su analisis cromatografico

0 espectroscopico.

Con el fin de aislar el AE de una planta, se debe someter el material vegetal a un
proceso de hidrodestilacion por el cual, al ebullir el agua, el vapor rompe los
receptaculos oleiferos, estableciendo una mezcla azeotrépica que, por efecto de
su presion de vapor asciende y al condensarse forma dos capas, una rica en

aceite y otra, rica en agua, las cuales, seguidamente, se separan por decantacion.

Para llevar a cabo este proceso se sumerge el material vegetal en agua,
empleando un equipo de destilacion tipo Clevenger (Figura 8), y se calienta el
agua hasta ebullicién. Si el calentamiento aplicado es del modo tradicional,
utilizando una manta eléctrica, el proceso es lento (ca. cuatro horas). Por esta
razon, se implementé una modificacion en el calentamiento empleando radiacion
de microondas [93, 94]. Al aplicar esta energia para el calentamiento, no existe
contacto directo entre el material y la fuente de calor, el calentamiento es mas
efectivo que cuando se emplean mantas de calentamiento convencionales, hay
una transferencia de calor mas rapida, y los tiempos de extraccidn se reducen
considerablemente, disminuyendo simultaneamente la posibilidad de reacciones
paralelas que pueden producir artefactos (sustancias que no se encontraban
originalmente en la planta) [93]. Esta técnica mejorada es conocida como
hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD) [94], fue

patentada por Paré et al. [95,96].
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Figura 8. Equipo de hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas.
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1.4GENERALIDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES

El interés de la humanidad por preservar los olores de exhalacién de las plantas,
llevd al hombre a la necesidad de separarlos, y fue, probablemente, en el
desarrollo de esta empresa como se descubrié lo que hoy conocemos como aceite
esencial. ElI AE es una mezcla de componentes volatiles, producto del
metabolismo secundario de las plantas, responsable de su olor vegetal, constituido
generalmente por terpenos, hidrocarburos lineales, derivados del benceno,

ésteres, alcoholes, acidos grasos, fenoles, ceras, acetales, cetonas, aldehidos,
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glicésidos (terpenos unidos quimicamente a azucares), alcaloides, cumarinas,
esteroides y compuestos heterociclicos [1]. Son mezclas solubles en etanol y éter,
y casi insolubles en agua. Es de destacar la especificidad isomérica en toda
biosintesis natural, que produce compuestos con configuracion espacial unica. El
valor economico y la aplicacion industrial de las esencias estan directamente
relacionados con su composicion quimica, la cual, a su vez, determina todas las
propiedades macroscoépicas, e.qg. fisicas (olor, color, apariencia) y de actividad

bioldgica.

Teniendo en cuenta que los aceites esenciales son producto del metabolismo de
la planta, la composicion de éstos pueden presentar constante cambio,
modificandose las proporciones de los analitos, o transformandose unos en otros.
Algunos de los factores que afectan la composicion quimica de los AEs son: el
estado y procedencia de la planta, las condiciones geobotanicas y agricolas de su
cultivo, el clima (humedad, oxigeno, luz solar), el momento del dia, asi como
también ciertas variables del proceso o método de extraccién, su duracion,
temperatura, y la parte de la planta, entre otros. El quimiotipo depende de la
genética de la planta y de las condiciones geobotanicas de su crecimiento [24, 88,
90].

Las industrias de sabores y fragancias presentan grandes demandas de aceites
esenciales, debido a las caracteristicas organolépticas de estas mezclas. El
reconocimiento de una estructura quimica, capaz de generar una propiedad
organoléptica, es la ruta para que otras estructuras similares sean exploradas o

modificadas con el fin de lograr el mismo efecto.
1.4.1 Comercio mundial de aceites esenciales

Los aceites esenciales ya establecidos y aceptados industrialmente, asi como los

productos promisorios, presentan oportunidades comerciales a nivel mundial;
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siempre teniendo en cuenta datos técnicos de seguridad y caracteristicas

funcionales [97].

El mercado de los AEs comunes presenta una demanda restringida debido a que
ésta ya se encuentra satisfecha en el mundo. La tendencia se dirige, por ejemplo
hacia aceites de calidad homogénea y hacia variedades cada vez mas sofisticadas
[98].

Dependiendo de la naturaleza de AEs y sus caracteristicas, estos productos son
empleados en la industria alimenticia, principalmente, como saborizantes o
aromatizantes; en la industria perfumistica como materia prima base para la
elaboracion de fragancias y perfumes; en la industria farmaceutica como
enmascaradores de olores, y en aromaterapia, para el cuidado de la salud y la
belleza [99]. La industria de alimentos presenta una tendencia creciente hacia la
demanda de este tipo de productos, en la cual los aceites mayormente empleados

se reportan en la Tabla 7.

En el mundo, los aceites esenciales de aproximadamente 160 especies han
alcanzado reconocimiento comercial, pero de éstos apenas 18 especies
constituyen el 75% del valor de la produccion mundial. Dentro de los aceites
comercialmente mejor posicionados en el mercado se encuentran los de naranja,
eucalipto, citronela, limén, lavanda y mentas, con altos volumenes de produccion,

y los AEs de rosa, jazmin y vetiver con precios considerablemente altos [97].

De acuerdo con Dutch Association of Fragrance and Flavour Producers, el monto
total estimado del mercado mundial de AEs fue de €11 millardos en el 2004, de los

cuales el 6% fue destinado a investigacion [99].

De acuerdo con la FAO, la produccién mundial de aceites esenciales fue estimada

en 28.2 millones de toneladas en 2003. Los paises desarrollados controlan el 85%
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del comercio mundial, e.g. en 2004 la Unién Europea (EU) importd €626 millones y
exportd €375 millones mas. Estos paises también adquieren productos naturales
de paises en via de desarrollo, los procesan y los reexportan, aumentando de esta
manera el valor agregado de los productos finales. En la Tabla 8 se reportan los

principales actores en la economia mundial de los AEs [97].

Tabla 7. Aceites esenciales empleados por los tres principales sectores

industriales.
SECTOR RENGLON ACEITES ESENCIALES
Industria Cuidado personal - Limén
cosmeética Detergentes y jabones - Hierbabuena
Cuidado dental - Naranja
- Patchouli
- Palo de rosa
- Especias
- Mentas
- Eucalipto
Industria de  Bebidas - Citricos
alimentos Tabaco - Vainilla
Confiteria - Aceites florales
Alimentos procesados y - Oleorresinas
enlatados - Hierbabuena
Gomas de mascar - Anis
- Tomillo
- Orégano
Industria Homeopatia - Romero
farmaceutica Cuidado de la salud - Salvia
Aromaterapia - Manzanilla
- Patchouli
- Lavanda
- Geranio
- Eucalipto
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Tabla 8. Principales exportadores, consumidores y productores mundiales de

aceites esenciales.

EXPORTADORES IMPORTADORES PRODUCTORES

Estados Unidos Estados Unidos Brasil
Unién Europea (EU)  Francia China
China Reino Unido Egipto
Indonesia Japon Indonesia
India Suiza Iran
Argentina Marruecos
Brasil

China, Brasil, Argentina e India exportaron en 2004 entre 11000 y 32000 toneladas
de AEs hacia la EU. Los paises en via de desarrollo juegan un papel importante
en la produccion de AEs de limon, lima, ylang-ylang, geranio, vetiver y jazmin -en
2004 produjeron mas del 50% de la demanda de la Unién Europea de estos
productos-, debido posiblemente a los requerimientos ambientales y climaticos de

algunas de estas especies.

En 2004, las importaciones de AEs por miembros de la Union Europea
correspondieron a €501 millones, presentando una disminucion del 12% con
respecto al monto respectivo de 2002. Sin embargo, el volumen de importaciones

se mantuvo constante, i.e. el precio de los AEs se redujo en este periodo [99].

Los precios de los AEs, pueden variar ampliamente dependiento de:
e Factores de calidad: determinados por el pais de origen, el clima, la
cosecha, la concentracion de los metabolitos y el método de extraccion;

¢ Factores econémicos: basados en la oferta y la demanda.
La reglamentacion para la exportaciéon e importacion de aceites esenciales, es

establecida por cada pais, incluyendo los requisitos relacionados con el aspecto

ambiental, la salud del consumidor, lo concerniente a seguridad y ambito social, y
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el uso para el cual esté destinado, asi e.g. International Nomenclatura of Cosmetic
Ingredients (INCI), Cosmetic Toiletry and Perfumery Association, Good Agricultural
and Collection Practices (GACP), Good Manufacturing Practice (GMP), HACCP
[100]. Los requisitos para el empaque, transporte, sellado y etiquetado de estos
productos se establecen por entidades como la Internacional Organization for
Standardization (ISO) [1]. La cadena de distribucién de los aceites esenciales se

presenta en la Figura 9 [15].

Figura 9. Cadena de distribucion de aceites esenciales.
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Para los aceites ya posicionados en el mercado internacional existen precios

establecidos, pero en el caso de los aceites de L. alba, L. origanoides y Phyla
(Lippia) dulcis, los precios se establecen directamente con el comprador potencial

teniendo en cuenta los costos de produccion, exportacion, etc. [100].

Estas especies todavia no han sido utilizadas en el mercado mundial, por lo cual

su introduccién como nuevos productos en la formulcion de diversos articulos,
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requiere tiempo, costos, esfuerzo, estandarizacion y aprobacién por el consumidor

y las industrias.

La produccion de aceites esenciales para aislar insumos naturales provee grandes
oportunidades para los nuevos mercados en los paises en via de desarrollo,
alcanzando incluso a sustituir los productos sintéticos [97]; asi por ejemplo, la
industria tabacalera presenta una gran demanda de mentol, la industria de
pinturas emplea limoneno como solvente biodegradable, y en quimica fina se

utiliza safrol como precursor en la semisintesis de vainillinas [15]

La demanda de fragancias y aromatizantes naturales continua creciendo debido a
ventajas significativas, como son los bajos costos de produccion vy, los precios y
oferta estables; ademas, no todos los aceites esenciales son satisfactoriamente

reemplazados por sus analogos sintéticos [99].

1.4.2 Control de calidad de los aceites esenciales

Para el empleo de los AEs en el ambito industrial se requiere desarrollar estudios
de factibilidad de su produccion y aplicaciones industriales, asi como conocer la
composicion quimica detallada de estas mezclas. Este conocimiento, junto con las
caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas, es requisito imprescindible para
establecer los parametros que determinan la calidad de un AE. Adicionalmente, es

de anotar la importancia de inocuidad del uso de este tipo de productos.

Segun la calidad, los AEs pueden clasificarse en dos grandes grupos, a saber [15]:

e Aceites esenciales crudos: A los cuales no se les ha adicionado mayor valor
agregado, son utilizados en la elaboracién de velas, pebeteros, articulos de
aseo y limpieza;

e Aceites esenciales refinados: Poseen mayor valor, debido a que han sido

sometidos a procesos industriales como, rectificacion, fraccionamiento,
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desterpenado o descerado, entre otros. Estos productos son empleados en la

industria alimenticia, famaceutica, cosmética y de perfumes.

Cuando los aceites son sometidos a procesos industriales, aumentan también la
estabilidad y perdurabilidad de las propiedades organolépticas de estas mezclas

aromaticas, y, por ende, su costo [15].

Los principales parametros analiticos para valorar la calidad de un aceite se

reportan en la Tabla 9.

Las carateristicas organolépticas de los AEs son fundamentales para determinar
sus aplicaciones, principalmente en las industrias de sabores y fragancias,

cosmética y de perfumes.

Las propiedades fisicas permiten hacer deducciones iniciales sobre los
componentes presentes en los AEs. Densidades menores de 0.9 g/mL e indices
de refraccion menores de 1.47 sugieren un alto porcentaje de hidrocarburos
terpénicos o compuestos alifaticos. Si la densidad en mayor de 0.9 g/mL y el
indice de refraccion menor de 1.47 es posible que hayan en la mezcla compuestos
oxigenados alifaticos. Los hidrocarburos aromaticos tienen densidades menores
de 0.9 g/mL, pero sus indices de refraccién son mayores de 1.47. Los compuestos
oxigenados aromaticos o aliciclicos tienen densidades e indices de refraccion

superiores a los limites sefialados [101].

Aun cuando las constantes fisicas permitan determinar la homogeneidad de los
AEs en diferentes lotes de produccién, no dan razén sobre la composicion quimica
de estos productos. Este tipo de ensayos ha sido parcialmente sustituido por
determinaciones espectroscopicas, que establecen la composicion y permiten

identificar las sustancias presentes, adulterantes o diluyentes, entre otros.
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Tabla 9. Clasificacion de los parametros analiticos aplicados para el control de

calidad de los aceites esenciales.

Caracteristicas «Olor
organolépticas « Color
« Apariencia

Determinaciones fisicas ¢ Densidad

« Poder rotatorio

« indice de refraccion

« Solubilidad en etanol

« Punto de inflamacion
indices quimicos « indice de acidez

« indice de éster

« indice de saponificacion

« indice de acetilo

« indice de fenoles

Caracteristicas « Perfil cromatografico por GC

cromatograficas « Cuantificacion de los principales
componentes

Caracteristicas « Ultravioleta-visible

espectroscoépicas « Infrarrojo

Otras determinaciones « Trazas de pesticidas

« Metales pesados

Otras propiedades de los AEs a tener en cuenta son: volatilidad, estabilidad ante
la luz y oxigeno, presencia de agentes oxidantes y reductores, pH y tension
superficial. La alta solubilidad en etanol les permite ser utilizados en la elaboracion
de perfumes y fragancias. Los AEs refractan la luz polarizada, propiedad que es
usada para su control de pureza, pues tienen, por ello, un rango de indice de
refraccion caracteristico. También presentan un poder rotatorio especifico, en
razon de que poseen en su composicion numerosos productos Optimamente
activos. La determinacion de estas propiedades fisicas puede ser de gran utilidad
para la deteccion de adulteraciones o falsificaciones en este tipo de productos [1,
102].
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1.5 CROMATOGRAFIA DE GASES

Anteriormente, la caracterizacion de un AE se hacia identificando los componentes
individuales mediante largas y costosas marchas analiticas, que incluian
aislamiento y purificacion, mediante cromatografia en capa fina y en columna, para
su posterior determinacién estructural por métodos quimicos convencionales. En
la actualidad, estos procedimientos han sido sustituidos por técnicas mas

versatiles, como la cromatografia de gases (GC) [1].

La cromatografia de gases es una técnica de separacion en la que la muestra se
volatiliza antes de ingresar a la columna cromatografica; alli sufre un fenémeno de
particion entre una fase mévil (gas inerte) y una fase estacionaria, constituida por
un solido o liquido soportado sobre las paredes de la columna [102]. La columna
se encuentra dentro del horno, donde la temperatura se ajusta segun los
requerimientos de analisis. La temperatura éptima de la columna depende del
punto de ebullicion de los analitos en la muestra y del grado de separacion
requerido. Los analitos que eluyen de la columna pasan a un detector, el cual
registra las diferentes sustancias y genera una senal proporcional a su cantidad
[103, 104].

La caracterizacion de los aceites esenciales es una tarea fundamental para
comprender sus propiedades organolépticas, bioldgicas y fisico-quimicas. Existen
diversas herramientas instrumentales para hacer el analisis, entre las cuales se
encuentran: espectroscopia de infrarrojo (IR), la cual permite identificar los
metabolitos presentes en mayor proporcion por la presencia de bandas
caracteristicas de absorcién [105]; resonancia magnética nuclear (RMN),
empleada en la caracterizacion de nuevos metabolitos previo su aislamiento [58]; y
la mas ampliamente aplicada, cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) [9, 102].
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En la actualidad, el detector espectrométrico de masas acoplado al cromatografo
de gases constituye una herramienta indispensable para determinar Ila
composicion de una muestra compleja. En esta union se obtienen espectros de
masas de los compuestos que eluyen de la columna cromatografica. Los
constituyentes del aceite se identifican con base en sus patrones de fragmentacion
e indices de retencion, los mas frecuentemente usados son los indices de Kovats
(Ecuacién 1) [106].

Los indices de Kovats se calculan teniendo en cuenta los tiempos de retencién de
una serie homologa de hidrocarburos desde Cs hasta Cgs, analizados en el
cromatografo de gases bajo las mismas condiciones operacionales que los aceites
esenciales, empleando generalmente las columnas con fases estacionarias polar y

apolar.

Para su determinacion se emplea la siguiente formula:

trN - trn

lx = 100n + 100 <M‘> Ecuacion 1

donde:

l : Indice de Kovats;

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

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

trx : Tiempo de retencion del compuesto de interés, x;

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

compuesto x, respectivamente.

53



1.6 DERIVATIZACION QUIMICA

La derivatizacion es un método quimico empleado para eliminar o reducir
interacciones no deseadas y degradacién térmica de los analitos, este
procedimiento permite mejorar la respuesta del detector, aumentar la estabilidad

térmica de los analitos y mejorar la simetria de los picos en GC [107].

Consiste en la conversion quimica de un grupo funcional (-OH, -NH,, -COOH, -
CO) en otro grupo, menos sensible a la temperatura, o mas “activo”
cromatograficamente. La eleccion del método de derivacion se basa en la
naturaleza quimica del grupo funcional requerido para derivar, en los otros grupos

funcionales presentes y, en el objetivo para realizar la reaccion [108].

La sililacion es un proceso en el cual un hidrégeno activo (-OH, NH2) es sustituido
por un grupo trialquilsililo. Estos derivados presentan mejor volatilidad, estabilidad
térmica y simetria en la forma de los picos, para ser analizados por GC. Uno de
los agentes derivatizantes mas empleados es la N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoro-
acetamida (BSTFA), cuyo esquema general de reaccion se ilustra en el Esquema
2108, 109].

Esquema 2. Reaccion de sililacion.

4 1) N
. /C\
SI(CH3)3 F3C NH2
0 SiCHg)s <
/ (0]
R—OH + C—N —> R—/O + ||
i C
FsC Si(CHs)s " _—Si(CHy),
. - \F3C NH )
Acido carboxilico
o alcohol BSTFA
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1.7 DETERIORO OXIDATIVO

La reaccion espontanea del oxigeno atmosférico con moléculas de lipidos, es
conocida como autoxidacion; principalmente, los acidos grasos poliinsaturados
son susceptibles a sufrir este tipo de degradacién. Tanto sistemas bioldgicos,
como productos alimenticios sufren peroxidacién lipidica, la cual conduce a la
formacién de nuevos radicales, mediante abstraccion de un atomo de hidrégeno
de una molécula lipidica: esta reaccién constituye la etapa de iniciacion del

deterioro oxidativo de los lipidos [110].

Los radicales son especies quimicas, moleculares o atdomicas que poseen
electrones desapareados en sus orbitales mas externos. Los radicales se
caracterizan por poseer una configuracion que les imparte inestabilidad, alta
reactividad quimica y tiempo de vida media muy corto. Los radicales no siempre
reaccionan con especies radicalarias, para formar moléculas mas estables; a
menudo, reaccionan con especies quimicas estables, ya sea cediendo su electron
desapareado (radical reductor), tomando uno de la molécula estable (radical

oxidante) o uniéndose a ella [111].

Los radicales son generados continuamente durante los procesos metabdlicos. El
oxigeno es el principal responsable de la produccion de agentes radicalarios en
las células del metabolismo aerobio, siendo la mitocondria la principal fuente de

radicales a nivel celular.

En la etapa de propagacién de estos procesos degradativos los radicales
formados reaccionan con el oxigeno molecular conduciendo a la formacion de
hidroperdxidos y radicales peroxilo. Los hidroperdxidos son compuestos no
volatiles e inoloros, bastante inestables, que se descomponen y forman
compuestos volatiles, responsables del off-flavour en los alimentos. Los radicales

peroxilo por su parte, remueven un atomo de hidrégeno de una molécula lipidica.

95



La entalpia de esta reaccion es baja, por lo que, estas reacciones se propagan

rapidamente [112].

La fase terminal de esta serie de reacciones, tiene lugar cuando la cantidad de
lipidos insaturados se ha reducido considerablemente. Asi, los radicales se

enlazan unos con otros, formando compuestos estables no radicalarios [112].

Los radicales alcoxi formados por descomposicidon de hidroperoxidos pueden
descomponerse para producir hidrocarburos volatiles, alcoholes y aldehidos, estos
ultimos aportan notas caracteristicas del aroma propio del proceso degradativo
lipidico (off-flavour). Adicionalmente, participan en subsiguientes reacciones con
diferentes moléculas, entre ellas los péptidos, provocando inhibicion de sus
funciones enzimaticas, perturbando procesos de absorcion de calcio y alterando el
ADN, entre otras consecuencias nocivas [109]. El efecto mas significativo de la
perdxidacion lipidica es el dafio de las membranas celulares a nivel estructural y

funcional [113].

En sistemas biolégicos existen mecanismos de defensa naturales, entre los que se

encuentran mecanismos enzimaticos, trazas de minerales y vitaminas.

Las fuentes exdgenas de radicales son principalmente radiaciones ionizantes, e.g.
el humo de cigarrillo, algunos herbicidas, etanol, 6xido de nitrégeno, didéxido de
azufre, ozono, hidrocarburos policlorados, 6xidos metalicos y metales (Fe, Cu, Mn,
Ni, Al, Pb), algunos antibidticos, inhalaciéon de oxigeno puro o exposicion a

oxigeno hiperbarico [2].

El estrés oxidativo se caracteriza por un desequilibrio del balance entre
prooxidantes y antioxidantes, a favor de los primeros, sea por reduccion de los
niveles de antioxidantes y/o por el incremento de la produccion de oxidantes [114].

Algunas de las mas importante consecuencias patologicas de este desbalance son

56



la arteriosclerosis, envejecimiento prematuro, infarto del miocardio,

carcinogénesis, accidentes cerebro-vasculares, virosis y artritis, entre otros [115].

Las enfermedades mencionadas, son causados por la presencia de compuestos
carbonilicos en la célula, productos de peroxidacion lipidica; el grupo carbonilo,
debido a sus propiedades electrofilas, puede modificar las bases nitrogenadas y
los azucares del ADN, induciendo procesos de degradacion celular que

desencadenan estos padecimientos [116].

Las grasas y aceites presentes en los alimentos sufren reacciones de deterioro por
causa del calentamiento, largos tiempos de almacenamiento, exposiciéon a la luz y
a radiaciones ionizantes. Estas reacciones afectan el valor nutricional y las
caracteristicas organolépticas de los alimentos, sin embargo, pueden ser inhibidas
por diversos métodos, a saber: disminuyendo el acceso del oxigeno al producto,
empleado bajas temperaturas, inactivando lipoxigenasas, aplicando empaques al
vacio y adicionando antioxidantes. Aun cuando los productos alimenticios
contienen AO naturales, éstos se pierden parcialmente durante el procesamiento,

manipulacion y almacenamiento [110].

Un antioxidante se define como cualquier sustancia, de origen natural o sintético,
que cuando se encuentra en baja concentracidbn en relacion con un sustrato

oxidable, retrasa o previene la oxidacion de este sustrato [112].

La actividad antioxidante de una sustancia depende, entre otros factores, del
sustrato atacado por los radicales y del mecanismo de esta interaccion. La accién
inhibitoria de la oxidacién se describe por dos caracteristicas cinéticas [81]:
¢ Efectividad: Representa la posibilidad de bloqueo de la reaccién de
radicales, con radicales peroxido responsables de la etapa de induccion;
e Fortaleza: Expresa la posibilidad de que el inhibidor participe en otras

reacciones.
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Con el fin de retardar la peroxidacion lipidica, se adicionan antioxidantes a los
productos alimenticios; éstos pueden ser tanto de origen sintético como natural.
Los principales AO sintéticos son butil-hidroxitolueno (BHT) y butil-hidroxianisol
(BHA), entre otros. Sin embargo, estas sustancias presentan ciertos
inconvenientes, e.g. la vitamina E en altas concentraciones actua como
prooxidante, y el BHA y el BHT pueden generar células carcinogénicas en

ensayos con ratones [81].

Los antioxidantes naturales pueden ser divididos en dos grupos, tocoferoles y
acido ascorbico. La vitamina C y el a-tocoferol presentan sinergismo. Mientras el
a-tocoferol es liposoluble y se ubica en el interior de las membranas bioldgicas, la
vitamina C es hidrosoluble. Las reacciones de oxidacién en cadena convierten al
a-tocoferol en su respectivo radical, poco reactivo, sin habilidad para reaccionar
con los acidos grasos presentes. Sin embargo, el radical tiende a migrar hacia la

membrana, reaccionar con la vitamina C y recuperar su estructura [108].

Por estas razones, cierto numero de investigaciones han centrado sus esfuerzos
en encontrar nuevos antioxidantes naturales, e.g. la vainillina es un producto
ampliamente empleado por sus caracteristicas saborizantes, al cual se le han

reconocido caracteristicas antioxidantes [110].

Los extractos vegetales contienen una gran variedad de produtos naturales, entre
los cuales algunos principios activos son responsables de su capacidad

antioxidante.

Existen diversas metodologias para determinar la actividad antioxidante de una
mezcla compleja, pero la aplicabilidad de cada uno de los procedimientos esta
determinada por las propiedades y caracteristicas del método y de la matriz. Asi,

por ejemplo, para el grupo de alimentos, suero y fluidos fisiologicos, se aplican
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pruebas de absorbancia del radical oxigeno y ensayos de quimioluminiscencia. En
1998, se implementd una modificacion de la metodologia colorimétrica tradicional
del radical DPPH’, con el fin de determinar la capacidad antirradicalaria para
matrices coloreadas. Para el desarrollo de este procedimiento se empled
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a un detector UV-VIS
[117].

De igual forma, se han implementado metodologias que determinan la actividad
antioxidante in vivo de diferentes sustancias, la principal ventaja de este
procedimiento es el empleo de sistemas lipidicos celulares, o que provee mayor
informacién acerca de la toxicidad del antioxidante y de su posible aplicaciéon en

productos de consumo humano [5, 118].

Se han estudiado diversas metodologias basadas en principios colorimétricos,
bien sea, por monitoreo de reacciones de peroxidacion lipidica (decoloracion de [3-
caroteno) [9], o por reduccién de radicales coloreados (DPPH’, ABTS", FRAP,
DMPD") [119-120]. Estas ultimas, determinan de manera particular la capacidad
de secuestrar radicales, y las ventajas de estos ensayos son, principalmente, su

facil manipulacion y evaluacion de resultados, y la rapida determinacion [121].

Existen diversos parametros para clasificar los métodos empleados en la
determinacion de la actividad antioxidante como una medida de la capacidad de
atrapar radicales, entre ellos, se encuentran la solubilidad del antioxidante
(lipofilicidad o hidrofilicidad), la naturaleza del mismo y su mecanismo de accion

(reduccidn del radical o retraso en la oxidacioén), entre otros [122].

El método colorimétrico empleado, determina la capacidad de capturar el radical
DPPH- (2,2-difenil-1-pidrilhidracil) en soluciones etandlicas. Este método es
aplicable para AO lipo- e hidrosolubles. Cuando el radical DPPH" es “atrapado” por

un antioxidante a través de donacion de un atomo de hidrégeno, el radical se
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reduce, para formar la respectiva hidrazina, DPPHH; la absortividad molar a 514
nm cambia de 9660 a 1640, y el color se torna de purpura a amarillo. Para
determinar el grado en que el AO logra reducir el radical se determina el EC, i.e. el
numero de moles de antioxidante necesarias para reducir una mol del radical, y se

expresa asi (Ecuacién 2) [117, 121]:

miligramos de antioxidante en el estado estacionario .
EC = Ecuacién 2

miligramos de DPPH" en el estado estacionario

La concentracidén de antioxidante en el estado estacionario es aquella a la cual la
absorbancia medida a través del tiempo no cambia o su variacion es menor de 10
%, y la concentracion del radical, es la concentraciéon inicial medida antes de
agregar la sustancia antioxidante. Posteriormente, la capacidad de atrapar el
radical se determina con base en una grafica de porcentaje remanente de DPPH'
Vs EC [121].

Los compuestos mas efectivos para atrapar radicales, generalmente poseen
grupos —OH, -NH; o —SH, los cuales pueden presentar dos posibles mecanismos
de reaccion [123]:
e Abstraccion directa de un atomo de H, la cual es gobernada por la entalpia
de disociacién de los enlaces Rx-H y DPPH-H,;
e Transferencia de un electron, determinada por el potencial de ionizacién de
Rx-H y DPPH".

1.8 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Las diferentes propiedades biologicas de los aceites esenciales estan
directamente relacionadas con su composicion quimica. Asi, los sesquiterpenos
exhiben actividad citotoxica y mutagénica, y son menos efectivos para inhibir el

desarrollo de los microorganismos que sus analogos oxigenados. Por su parte, los
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fenoles son microbicidas o inhibidores del crecimiento dependiendo de su
estructura quimica, razoén por la cual los aceites esenciales con elevado contenido

de fenoles presentan actividad antimicrobiana alta (Tabla 10) [8].

Los aldehidos alifaticos presentan inhibicion del desarrollo o actividad microbicida
a bajas concentraciones, si existe un enlace doble cerca del grupo insaturado
(aldehidos a,B-insaturados). Estos compuestos son poco frecuentes en los aceites
esenciales, y su capacidad de accién depende de la longitud de cadena
carbonada y del tipo de microorganismos; asi, la longitud éptima contra bacterias
gram-positivas es de 6 a 10 atomos de carbono, para bacterias gram-negativas de
6 a 12; contra dermatofitos, de 5 a 10 y contra levaduras, de 7 a 11 atomos de
carbono. De esta manera, aldehidos de 10 carbonos presentan muy buen

espectro de accion [8].

Tabla 10. Espectro de actividad antimicrobiana de compuestos fendlicos.

BACTERIAS
TIPO DE FENOL DERMATOFITOS LEVADURAS

GRAM-POSITIVAS GRAM-NEGATIVAS

Alquil fenoles

X X X X
Butil fenoles X X X X
1,2-y1,4-
Hidrcilquinonas X X i i
Alquilresorcinoles X X X X
Naftoles X X X X
Bifenilos X X X X
Bencilfenoles X X X X

X: Efecto inhibidor o microbicida en concentraciones superiores a 250 ppm.
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2. METODOLOGIA

La identificacion taxondmica de las especies de tres plantas de la familia
Verbenaceae, se realiz6 en el Herbario Nacional Colombiano del Instituto de
Ciencias Naturales, en la Universidad Nacional de Colombia, Bogota. El Prof. Dr.
José Luis Fernandez realizé la clasificacion botanica, y la autora le expresa sus

mas sinceros agracimientos.

La metodologia seguida para la extraccion de los aceites esenciales se describe
en el Numeral 2.1. El correspondiente proceso de identificacion, caracterizacion y
cuantificacion de los metabolitos secundarios presentes en los aceites de Lippia
alba, Phyla (Lippia) dulcis y Lippia origanoides se explica detalladamente en el
Numeral 2.2. El procedimiento desarrollado para la determinacion de la actividad
antioxidante se relata en el Numeral 2.3. Finalmente, las metodologias seguidas
para determinar las propiedades fisico-quimicas se encuentran registradas en la
Seccion 2.4. El desarrollo del presente estudio incluy6 el analisis de los resultados
de actividades antimicdtica, antibacterial, antiparasitaria y estudios de
citotoxicidad, obtenidos por el Grupo de Polifenoles (UTP), Laboratorio de
Infeccion y Cancér (U de A) y Cintrop (Centro de Investigacion en Enfermedades

Tropicales, UIS), grupos de investigacion integrantes de CENIVAM.

2.1 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

El material vegetal empleado durante la investigacion fue colectado de la zona de
cultivos experimentales 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.



El aceite esencial fue extraido de las partes aéreas (hojas, tallos e inflorescencias)
de Lippia origanoides, Phyla (Lippia) dulcis, y dos quimiotipos de Lippia alba,
carvona y citral, previamente identificados. Los esquejes empleados para la
propagacion vegetal de estas especies procedian del Cafon del Rio Chicamocha
(Santander), Piedecuesta (Santander), Bucaramanga (Santander) y Colorado

(Bolivar), respectivamente.

Para la extraccion se empled material vegetal fresco, previamente seleccionado y
pesado (ca. 250 g). Todas las determinaciones masicas realizadas en el desarrollo
del estudio se llevaron a cabo en una balanza analitica METTLER TOLEDO AG
285 (Suiza).

Los metabolitos se aislaron aplicando la técnica de hidrodestilacion asistida por la
radiaciéon de microondas (MWHD), de acuerdo con el procedimiento descrito en
[6]. EI material vegetal se sometidé a extraccion en un equipo de destilacién tipo
Clevenger con reservorio de destilacion Dean-Stark y adaptacion para
calentamiento por radiacién de microondas a través de un horno doméstico marca
LG-Intelowave con potencia de salida de 1200 W, empleado experimentalmente al
60% de la potencia del horno (720 W). La metodologia desarrollada fue descrita
por Stashenko y sus colaboradores [4, 90]. El tiempo total de extraccion fue de 40
min. Finalmente, el aceite esencial se separé por decantacion, y se secé
adicionando a la mezcla Na,SO4 anhidro. Del aceite, ya deshidratado, se tomaron
50 uL, y se depositaron en un tubo de reaccién al cual se afiadieron 4 uL de Istd
(n-tetradecano), la mezcla se aforé a 1 mL con diclorometano. La extraccion del
AE de cada especie se realizd por triplicado, para obtener datos de
reproducibilidad. El aceite aislado fue pesado, y el rendimiento de la extraccion se
determiné con base en el peso inicial del material vegetal fresco, los valores
determinados para cada extraccién se promediaron, y la variacion en el contenido

de aceite se presenta como la desviacion estandar.
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2.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Con el propdsito de realizar una completa caracterizacion quimica de los aceites
esenciales extraidos, las muestras se sometieron a un proceso de separacion
cromatografica, usando dos columnas de diferente polaridad como se describe a

continuacion.

2.2.1 Columna apolar

El analisis cromatografico se llevd a cabo en un equipo Agilent Technologies 6890
plus Series GC System acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5973 Network (con analizador de cuadruplo), equipado con un
puerto de inyeccion split/splitless (250°C, relacion de split 30:1) y un inyector
automatico Agilent 7863 (Figura 10). La separacion de los analitos de la mezcla
se realizé en una columna capilar apolar DB5-MS (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm, D.I. x 0.25 ym, d;, con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano). El gas de arrastre empleado en el analisis fue helio, con una
presién de entrada en la cabeza de la columna de 16.47 psi, y una velocidad de
fluyjo de 1 mL min™". La temperatura del horno del cromatégrafo de gases se
programo asi: el calentamiento inicié desde 45°C (5 min) hasta 150°C (2 min) @
4°C min™, luego hasta 250°C (5 min) @ 5°C min™' vy, finalmente, hasta alcanzar
275°C (15 min) @ 10°C min”'. Con base en los cromatogramas obtenidos se
calcularon los indices de Kovats para cada uno de los picos presentes, segun la
Ecuacion 2; la comparacion de los indices de retencion con los reportados en la
literatura provee una identificacion tentativa de los metabolitos presentes en el

aceite esencial [1006].

Los espectros de masas se obtuvieron por impacto de electrones con energia de
70 eV. Las temperaturas de la cdmara de ionizacion y de la linea de transferencia
permanecieron a 230 y 285°C, respectivamente. Los espectros de masas y

corrientes ionicas reconstruidas (TIC) fueron obtenidos en un cuadruplo, por medio
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de barrido automatico de radiofrecuencia (full scan), en el rango de masas de m/z
40-350.

Figura 10. Cromatografo 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 inyeccidn split/splittess y un inyector

automatico Agilent 7863.

|

C @ :
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La identificacion de los metabolitos presentes en los AEs se llevd a cabo
comparando sus espectros de masas con los registrados en las librerias (NBS
75K, Wiley 2002 y Adams 2004).

La cuantificacion de los metabolitos identificados se realizd6 mediante

estandarizacién interna, empleando n-tetradecano, Istd, segun la Ecuacién 3:

_ Cista * Ax
Alstd

Cx

Ecuacién 3
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Donde:

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

A..  Area del pico cromatogréfico del analito, cuentas;

Assii: Area del pico cromatografico del Istd, cuentas.

2.2.2 Columna polar.

El analisis en columna polar se desarroll6 empleando un cromatografo Agilent
Technologies 6890N Network Series GC acoplado a un detector selectivo de
masas Agilent Technologies 5975, con ionizacion por impacto de electrones; un
puerto de inyeccion split/splitless (250 °C, relacién de split 50:1) y un inyector
automatico Agilent Technologies 7683B Series inyector (Figura 11). Los datos
fueron adquiridos y procesados en el sistema de datos MS-ChemStation (Versién
D.02.00.275). El proceso de separacion de los metabolitos de la mezcla se llevo 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.l. x 0.25 um, d:. El gas de arrastre empleado fue helio, con
una presion de entrada en la cabeza de la columna de 16.47 psi. La programacion
de temperatura del horno inicié desde 45 °C (5 min) hasta 150 °C (3 min) @ 3°C
min”', seguidamente, se aumenté hasta 220 °C (5 min) @ 4 °C min". La
identificacion tentativa de los metabolitos presentes se realizd6 por comparacion

con los espectros de masas reportados en las bases de datos.

Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones con energia
de 70 eV. Las temperaturas de la camara de ionizacién y de la linea de
transferencia se mantuvieron a 230 y 180 °C, respectivamente. Los espectros de
masas y TIC se obtuvieron en un cuadruplo, por medio de barrido automatico de

radiofrecuencias (full scan), en el rango de masas de m/z 40-350.
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Figura 11. Cromatégrafo Agilent Technologies 6890N Network Series GC
acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975, ionizacion
por impacto de electrones, un puerto de inyeccidon split/splitless y un inyector

automatico Agilent Technologies 7683B Series injector.

2.3DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante se evalué como una medida de la capacidad de atrapar
radicales, siguiendo las concentraciones de los radicales DPPH" al reaccionar con
Trolox®, vitamina E y los posibles agentes antioxidantes (aceites estudiados). El

procedimiento desarrollado se describe a continuacion:

A una solucién (2.5 mL) del radical DPPH’ (color violeta) de 30 ppm, en etanol se
adicionaron 0.5 mL de soluciones del aceite y de los antioxidantes de referencia
(Troon® y vitamina E) a analizar; inmediatamente, se determiné la absorbancia de
la mezcla de reaccion a 514 nm, en un espectrofotometro VIS Jenway 6300
(Dunmow, Inglaterra) Esta determinacion continu6é cada minuto, hasta alcanzar el

estado estacionario (AA=0.002 min™).
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Las concentraciones de DPPH" correspondientes a las absorbancias medidas, se
determinaron mediante interpolacion en una curva de calibraciéon construida con
soluciones de DPPH- de 3.5, 10, 17, 20.5, 24, 27.5y 30.5 ppm [121].

La concentracion del radical DPPH=g, es la concentracion inicial medida antes de

agregar la sustancia antioxidante (Blanco).

Las concentraciones ensayadas de los aceites esenciales y los AO de referencia,
se seleccionaron con base en la absorbancia a la cual las mezclas de reaccion
alcanzaran el estado estacionario, de manera tal que ésta se encontrara entre 0.2
y 0.8.

Para cada concentracion de antioxidante se grafico la cinética de reaccion
(cantidad remanente de DPPH-, %, en funcién del tiempo). De estas graficas se
determinaron los respectivos porcentajes remanentes del radical en el estado
estacionario de cada concentracion, y estos datos se graficaron Vs EC, ie. la
relacion entre los miligramos de antioxidante y miligramos de DPPH*. De esta
grafica, el valor de EC, que reduzca la concentracion inicial de DPPH* a la mitad

se conoce como ECsg.

2.4 DETERMINACION DE PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS
ACEITES ESENCIALES

2.4.1 Densidad.

Inicialmente, se realizé la calibracion de un picnédmetro de 1 mL, tomando las
respectivas mediciones en una balanza analitica METTLER TOLEDO AG 285,
(Suiza) y teniendo en cuenta la temperatura del ambiente en el momento de

realizar las mediciones.
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Después del proceso de calibracion, se peso la masa correspondiente al volumen
del picnémetro para cada uno de los aceites esenciales. Cada una de las

mediciones se realizé cinco veces con el fin de obtener datos de reproducibilidad.

2.4.2 indice de refraccion.

Para determinar el indice de refraccién de cada uno de los aceites extraidos, se
empled un refractometro tipo ABBE NAR-1T, marca ATAGO (Bellevue, EE.UU.), el
cual incluia termémetro digital (£0.1°C) y adecuacion para bafio termostatado.

Cada determinacién se realiz6 por triplicado.

2.4.3 Solubilidad.

En esta determinacién, se evalud la solubilidad de cada uno de los aceites en
soluciones acuosas de etanol al 20, 40, 60 y 80% v/v. De cada solucion, se
tomaron 0.5 mL, y se les adiciond aceite en volumen de 2 pL, hasta alcanzar el

limite de solubilidad, i.e. hasta que la mezcla se torna épaca.

2.4.4. Rotacion especifica.

En la determinacion de esta propiedad, se empled un Polarimetro SR-6 Full Circle
Scale, fabricado por PolyScience (lllinois, EE.UU.). Se determin6 el angulo de
desviacion cuando el recipiente estaba vacio y cuando el recipiente estaba lleno
con AE, la diferencia entre ambos valores permitié calcular el poder rotatorio de la
disolucion; este angulo de rotacion observado se denomina a, y la rotacion

especifica ([a]'p) se determina segun la Ecuacion 4.

[a]'lta = % Ecuacion 4

Donde: I longitud del portamuestras, dm;

d: densidad del compuesto, g mL™".
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Este procedimiento se realiz6 cinco veces para cada uno de los AEs a analizar.

2.5DERIVATIZACION QUIMICA

Debido a la inestabilidad térmica del (+)-hernandulcin, este compuesto no fue
identificado en el AE de Phyla (Lippia) dulcis bajo las condiciones cromatograficas
aplicadas en la separacion, por tal razén, se llevd a cabo una reaccién de

derivatizacion del grupo —OH presente en este compuesto.

En la reaccién se empled BSTFA [N, O-bis(trimethylsilyl)-trifluoro-acetamide] como
agente sililante: teniendo en cuenta la presencia de alcoholes diferentes al
hernandulcin en el aceite (a-bisabolol, espatulenol, linalool, etc.) se adiciond
agente slilante en exceso, asi, para la reaccion se tomaron volumenes iguales de
AE de Phyla (Lippia) dulcis y BSTFA (100 uL) y se disolvieron en 200 pL de
tolueno, a esta mezcla se adicionaron 3 uL de n-tetradecano. La reaccion se
desarrollé a una temperatura de 50°C durante 1h. Una alicuota de 100 pL de la
masa final de reaccion fue diluida hasta 1 mL con tolueno, e inyectada en un
cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus Series GC System
acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5973 Network
(Figura 10).

2.6 RESULTADOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA
Las pruebas de actividad biolégica desarrolladas por los grupos de investigacion

adscritos al Centro de Investigacién de Excelencia, CENIVAM, se reportan en la
Tabla 11.
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Tabla 11. Pruebas de actividad bioldgica realizadas en los grupos de investigacion
adscritos al CENIVAM

UNIVERSIDAD U de A® uUTP® uis®
GRUPO DE Infeccién y .
INVESTIGACION Cancer Polifenoles CINTROP
Dres. Ana Cecilia Dra. Patricia
INVESTIGADORES Meza, Gabriel Dr. Hipdlito Isaza )
B Escobar
ueno
ENSAYOS Antimicotica Antibacterialy  i4xicidad
antifingica
Candida Pseudomonas . ,
MICROORGANISMOS Krusei aeruginosa éﬁ;shg;m/a
ATCC 6258 ATCCC 27853 g
Candida Salmonella Células VERO
parapsilosis tiphymurium
ATCC 22019 ATCC 13311
Aspergillus Staphylococcus
fumigatus aureus ATCC
ATCC 204305 25923
Aspergillus
flavus Escherichia coli
ATCC 204304

@ Universidad de Antioquia, Medellin.

® Universidad Tecnoldgica de Pereira, Pereira.

¢ Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

Los pliegos testigo de cada especie identificada, fueron depositados como
muestra permanente en el Herbario Nacional Colombiano, Instituto de Ciencias
Naturales, Universidad Nacional de Colombia, con los numeros de voucher,
registrados en la Tabla 12. El doctor J.L. Fernandez (UN, Bogota) hizo la

clasificacion botanica de las plantas estudiadas.

Tabla 12. Numeros de voucher COL de las especies estudiadas.

ESPECIE AUTOR FAMILIA No. COL

Phyla (Lippia) dulcis (Trevir.) Moldenke = Verbenaceae 512079

Lippia origanoides Kunth Verbenaceae 512075

clbpia alba, QUIMICTIPO (i) N. E. Br. Verbenaceae 512078
arvona

clbpia alba, QUIMICtIPO (i) N. E. Br. Verbenaceae 512077

3.1. DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LAS ESPECIES VEGETALES.

Las especies empleadas en el presente trabajo de investigacion han mostrado la
existencia de varios quimiotipos; los quimiotipos son individuos de una misma
especie que difieren entre si por la distinta composicion quimica de sus
metabolitos secundarios [1]. Debido a esta variedad de composiciones, es preciso
especificar las caracteristicas morfolégicas mas destacadas de las plantas
empleadas en el presente estudio, con el fin de identificar posibles diferencias

entre las plantas de varios quimiotipos.



3.1.1 Lippia alba (Mill.) N.E.Brown.

La relacién entre las diferencias morfolégicas y las variaciones composicionales de
las plantas, no son tan claras para algunos quimiotipos de L. alba, sin embargo,
las plantas bajo estudio presentaron algunas diferencias morfoldgicas, entre las

cuales cabe mencionar:

Figura 12. Planta de Lippia alba, quimiotipo carvona.

Las hojas de L.alba, quimiotipo carvona, son mas
anchas y redondeadas que las observadas para el
quimiotipo citral, y presentan una coloracion ligeramente
mas amarilla. Los tallos son menos lefiosos y crecen

de forma ascendente (Figura 12).

A

Figura 13. Planta de Lippia alba, quimiotipo citral.
Las plantas de este quimiotipo presentan
. hojas mas angostas y puntiagudas que las
\s* *,, del quimiotipo carvona, con un tono verde
- ligeramente mas oscuro. Su crecimiento es
_ ' _particularmente diferente al descrito para el
x.,--f_'.__: -. o : quimiotipo carvona, pues los tallos de esta

planta son considerablemente mas lefosos

y se arquean hacia el suelo (Figura 13).

3.1.2 Phyla (Lippia) dulcis (Trevir.) Moldenke
Para esta especie han sido caracterizados dos quimiotipos, los cuales fueron

descritos en la Tabla 4; uno propio de México, con un alto contenido de alcanfor, y
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otro, cultivado en Puerto Rico, con una cantidad de hernandulcin relativamente
alta. Las descripciones morfolégicas de los dos quimiotipos difieren

considerablemente, como se ilustra a continuacion.

Figura 14. Planta de Lippia dulcis, quimiotipo alcanfor [65].

Es una hierba tenue, presenta raices con
vellosidades de las cuales surgen delgados tallos
cilindricos, posee hojas opuestas y flores con
pedunculos alargados, crece ascendentemente

como se observa en la Figura 14 [65].

Figura 15. Planta de Phyla (Lippia) dulcis,

quimiotipo  hernandulcin.

e
£

Es wuna planta rastrera, que crece hasta ?t
longitudes de 60 cm, sus hojas y flores presentan ?
sabor dulce (Figura 15).

3.1.3 Lippia origanoides Kunth.

Es un arbusto o arbol muy aromatico que presenta pequefias flores blancas
(Figura 5). Para esta especie, aun cuando se han caracterizado aceites con
diferencias en sus composiciones quimicas, no se han identificado diferencias

morfoldgicas entre plantas de varios quimiotipos.
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3.2. AISLAMIENTO Y ANALISIS POR GC-MS DE ACEITES ESENCIALES

Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica de los AEs se presentan a

continuacion.

3.2.1 Lippia alba (Mill.) N.E. Brown

e Lippia alba, quimiotipo carvona: el AE obtenido por MWHD presentd un
olor intenso y penetrante, y un color traslucido, ligeramente amarillo. El
rendimiento de extraccion fue de 0.97 + 0.03%, siendo ligeramente mayor al
reportado previamente por Stashenko (0.69%) [6]. El contenido de aceite en el
material vegetal, depende del estado de madurez de la planta y del estrés al que

esté sometida.

En la Figura 16, se presenta el perfil cromatografico de los metabolitos
secundarios volatiles obtenidos por MWHD de hojas, tallos e inflorescencias de
Lippia alba, quimiotipo carvona. En la Tabla 13 se registran los componentes
mayoritarios aislados e identificados por GC-MS, segun el orden de elucion en la
columna DB-5 (cantidad relativa, = 0.1%), junto con sus indices de retencion,
olores caracteristicos, cantidades relativas y concentraciones, determinadas
utilizando el método de estandarizacién interna. Se identificaron 39 componentes,

representando el 97% de los constituyentes del aceite esencial.

En los aceites esenciales de Lippia alba, quimiotipo carvona, se identificaron
principalmente metabolitos caracteristicos de tres grupos de compuestos, a saber:
monoterpenos (34%), constituidos principalmente por limoneno, B-mirceno y trans-
B-ocimeno; monoterpenos oxigenados (44%), entre los cuales se destacan las
cetonas ciclicas, carvona, piperitona, piperitenona, cis- y trans-dihidrocarvonas vy,
finalmente, los sesquiterpenos (19%), siendo su representante mas abundante el

biciclosesquifelandreno. La caracterizacion quimica de la composicion del aceite
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de L. alba, quimiotipo Carvona, concuerda con la reportada previamente por
Jaramillo [4] y Duran [90].

Figura 16. Perfil cromatografico tipico del AE de L. alb,a quimiotipo carvona,
aislado por MWHD. Columna DB-5, 60 m. Detector selectivo de masas (El, 70 eV).

La identificacidén de los picos se reporta en la Tabla 13.

5 35
16
Istd
22
17
26
3 |6 30
2 n A 7 1 zmﬁ 3738
1 8 14| 20 39
h” all AJI L w Wl A A ﬁl JL“\JKMJ L,

15.00 20.00 25.00 30.00 3500 40.00 4500 50.00 ™Min.

El componente mas abundante presente en el AE obtenido fue la carvona (31.8%).
Esta sustancia es empleada principalmente como precursor en la sintesis de
decalinas quirales, utilizadas particularmente como insecticidas [(-)-poligodial] y
como fijadores en perfumeria (Ambrox) [128]. Asi mismo, se emplea en la
elaboracion de jabones y pastas dentrificas [1]. Este compuesto es dpticamente

activo y sus enantiomeros son producidos independientemente por dos especies
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Tabla 13. Cantidad relativa (%), concentracion (mg/kg de AE) e identificacion por
GC-MS de los principales componentes del aceite esencial de Lippia alba,

quimiotipo carvona, aislados por MWHD.

N° 12 Cantidad .
Pico Compuesto relativa, Concentracblon tha c
. DB-5 DB-WAX o/ b [mg/kg] odorifera
_Fig 16 %o
1 a-Pineno 939 1018 0,13 1200 A pino
2 Canfeno 954 1061 0,35 3100 Alcanforada
3 B-Mirceno 991 1163 0,85 7500 Balsamica
4 1,3,8-p-Mentatrieno 1009 1214 0,13 1130
5 Limoneno 1038 1200 28,97 250000 Citrica, frutal
6 trans-B-Ocimeno 1048 1251 0,79 6900 Herbacea
7 Linalool 1101 1547 0,42 3700 Floral, dulce
8 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1127 1634 0,23 2000 Amentolada
9 cis-Oxido de limoneno 1138 1451 0,12 1090 Frutal
10 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1142 1873 0,16 1400 Alcanforada
11 Borneol 1181 1713 0,63 5500 Alcanforada
12 cis-Dihidrocarvona 1204 1618 0,28 3000 A madera
13 trans-Dihidrocarvona 1211 1639 0,18 1600 Alcaravea
14 Etil cumeno 1229 1998 0,41 3700
15 trans-Carveol 1231 1842 0,11 900 Amentolada
16 Carvona 1260 1753 31,77 280000 A hierba fresca
17 Piperitona 1267 1743 1,40 12000 Amentolada
18 Isopiperitenona 1279 1856 0,12 1000
19 trans-Oxido de carvona 1284 1809 0,15 1300
20 Timol 1293 2186 0,22 2000 Medicinal
21 trans-Acetato de carvilo 1337 1706 0,11 970
22 Piperitenona 1351 1945 4,26 37000
23 Eugenol 1359 2177 0,06 600 A clavo
24 a-Copaeno 1388 1500 0,09 800 A madera
25 B-Bourboneno 1396 1528 1,61 14000 Herbacea
26 B-Elemeno 1399 1598 1,30 11500 A madera
27 -Cedreno 1433 1586 0,34 3000
28 trans-B-Cariofileno 1436 1610 0,19 1700 A madera
29 -Copaeno 1445 1691 0,33 2900
30 trans-B-Farneseno 1457 1669 0,87 8000 A pasto fresco
31 allo-Aromadendreno 1459 1661 0,19 1610
32 y-Gurjuneno 1476 1739 0,50 4400
33 y-Muuroleno 1484 1701 0,17 1600
34 Germacreno D 1488 1654 0,10 900 A madera
35 Biciclosesquifelandreno 1498 1727 11,27 99000
36 Biciclogermacreno 1510 1705 0,65 5700
37 Cubebol 1528 1955 0,45 3900
38 Germacreno D-4-ol 1590 2066 0,52 4600
39 N.I. 1700 2381 0,20 1700
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Continuaciéon Tabla 13.

Familia de compuestos Porcentaje promedio, % (n=3)
Hidrocarburos monoterpénicos 34,5 + 0,7
Monoterpenos oxigenados 443 + 0,3
Hidrocarburos sesquiterpénicos 19,4 + 0,5
Sesquiterpenos oxigenados 1,07 + 0,01
Otros 0,79 + 0,08

indices de Kovats experimentales.
Promedio de tres extracciones, n=3.
© Ref. bibl. [123-127].

N.I.  No identificado.

distintas: la Menta spicata, que contiene (-)-R-carvona (17a), y Carum carvi, es
rico en (+)-S-carvona (17b) [128].

Figura 17. Representacion estructural de los isbmeros Opticos de la carvona: 17a -

(-)R-Carvona; 17b - (+)S-carvona.

17a 17b

El espectro de masas y las posibles rutas de fragmentacion de la carvona, se
ilustran en la Figura 18 y en el Esquema 3, respectivamente. El ion molecular
(M*", m/z 150) de este monoterpeno oxigenado, posee una intensidad relativa de
15%.

La presencia de una insaturacion en el ciclo, hace que el ion molecular sufra una
ruptura retro-Diels-Alder (RDA), que conduce a la formacion del ion pico de base
(100%), en m/z 82, el cual elimina sucesivamente mondxido de carbono,
produciendo el ion C4Hg"", en m/z 54. Rupturas simples a partir del ion molecular

conducen a la eliminacién de los radicales metilo y propenilo, produciendo los

78



iones en m/z 135 (M-CH3)" y 107 (M-C3Hg)®, con abundancias relativas de 7 y
30%, respectivamente.

Figura 18. Espectro de masas de la carvona.
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Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacion de la carvona.
- : + -C3Hg
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CHj
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RDA o — » C4Hg
4 —
M*" m/z 150 (15%) (b) | o m/z 54 (30%)
Carvona CH,

m/z 82 (100%)
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La transposicion de hidrégeno, sufrida por el ion molecular, genera los fragmentos
en m/z 108 (46%) y 93 (42%), correspondientes a la pérdida sucesiva de propileno

(CsHe) y del radical CH3’, respectivamente.

El segundo compuesto mas abundante en el AE, después de la carvona, es el
limoneno (28,9%), cuyo tiempo de retencién es tr = 21.8 min. El espectro de

masas obtenido para este monoterpeno se registra en la Figura 19.

Figura 19. Espectro de masas del limoneno.
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El ion molecular de esta sustancia en m/z 136 (34%), sufre durante su ionizacion
disociativa, al igual que la carvona, la ruptura RDA, con la cual el dieno formado
constituye el ion, pico de base, en m/z de 68 (100%). Adicionalmente, la
eliminacion del radical isopropilo, a traves de doble reordenamiento de hidrogeno
sobre el sustituyente ramificado, conduce a la formaciéon del ion en m/z de 93
(93%). La expulsién paralela de radicales metilo y etilo produce iones con

intensidades altas, en m/z 121 y 107, respectivamente. El ultimo, a su vez, origina
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el ion (M-CoHs-CoHs)™ en m/z 79 (43%), por pérdida de una molécula de etileno

(Esquema 4).

Esquema 4. lonizacion disociativa (El, 70 eV) del limoneno.

ﬂ:L» (M-CH;;)
miz 121 (37%)

-CoHs -C,H
| —Lolls o (M- CZHS) —2 4 CGH;
m/z 107 (32%) m/'z 79 (43%)

+ 2H"

-C3Hs CH3 H
—o—>

(@)

Y
m/z 93 (93%) m/z 77 (23%)

+

M* m/z 136 (34%)
Limoneno : +
RDA l —H 5 CH;

(b)

m/z 67 (T7%)
m/z 68 (100%)
El principal representante de los compuestos sesquiterpénicos en el AE de Lippia
alba, es el biciclosesquifelandreno, cuyo espectro de masas se ilustra en la Figura
20. ElI 1-B(H),7a(H),10B(H)-cadina-4(14),5-diene, cuyo nombre comun es
biciclosesquifelandreno, es un compuesto termolabil aislado en 1973 del aceite de
Piper cubeba. El esqueleto del cadaleno, es considerado como la estructura

hidrocarbonada base, de la cual se deriva este sesquiterpeno [130].

Este metabolito presenta un ion molecular de intensidad media (19%) en m/z 204.
La formacion de los distintos iones, ocurre principalmente, a partir del ion pico de
base (M-C3H7)" en m/z 161. A partir de éste, y siguiendo esencialmente rupturas
de tipo retro-Diels-Alder y reordenamiento de hidrogeno, se forman iones en m/z
133 (17%), 105 (41%), 119(30%), 91(35%) y 79(20%), como se ilustra en el

Esquema 5.
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Figura 20. Espectro de masas del biciclosesquifelandreno.
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Esquema 5. Rutas de fragmentacién del biciclosesquifelandreno.
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Las propiedades fisico-quimicas caracteristicas del AE de L. alba, quimiotipo
carvona, se registran en la Tabla 14. La densidad y el indice de refraccion
determinados experimentalmente para el AE de este quimiotipo obtenido por
hidrodestilacion, coincidieron con los reportados para esta misma especie [27], en
la Tabla 3. Adicionalmente, la rotacion optica (a) fue, en promedio, de (+) 106.19°
+ 0.69, con lo cual se infiere la similitud en la composicién del aceite extraido por
Pino y sus colaboradores en Cuba, y el obtenido en el presente estudio.
Andlogamente, se establecieron los rangos para las constantes fisico-quimicas
caracteristicas de los AEs, con los cuales se lleva a cabo la evaluacion de la
calidad de los mismos.

Tabla 14. Propiedades fisico-quimicas del aceite esencial de Lippia alba,

quimiotipo carvona.

PROPIEDAD VALOR
Densidad (23°C) 0.900 £ 0.002* g/mL
np (20°C) 1.4987 + 0.0005**
[a]o® (°-mL/g-dm) (+) 58.39 + 0.38*

20 %viv Insoluble
Solubilidad 40 Y%viv Insoluble
en etanol/H,O 60 %viv Insoluble

o 0.15 (£0.02)***mL de
80 %viv AE/mL de solucién

* Promedio de cinco determinaciones + s, n=5.

** Promedio de tres determinaciones * s, n=3.

*** Promedio de dos determinaciones + s, n=2.

Segun lo reportado en la literatura, AEs con densidades superiores a 0.9 g/mL e
indices de refraccidon mayores a 1.47, contienen en su composicion cantidades
importantes de compuestos oxigenados aromaticos o aliciclicos [101]. Estos datos
corresponden a los valores determinados experimentalmente para el AE de Lippia
alba, quimiotipo carvona, siendo debidos principalmente a la presencia de
carvona, piperitenona y piperitona, tres cetonas ciclicas que constituyen cerca del

37% de la mezcla.
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Generalmente, la densidad de aceites esenciales varia entre 0.84 y 1.17 g/mL
[131, 132]. Los valores determinados para los AEs de Lippia alba, Lippia

origanoides y Phyla (Lippia) dulcis, se encuentran dentro de este rango.

e Lippia alba, quimiotipo citral: El aceite esencial, obtenido por MWHD, de
las partes aéreas de esta planta, es de color amarillo y con intenso olor citrico; el
contenido de AE en el material vegetal fresco empleado fue de 0.40+0.03 % (p/p).
Estudios previos de este quimiotipo, reportaron rendimientos de extraccion
ligeramente menores, 0.2-0.3% [34, 133]; las diferencias entre estos resultados
son principalmente debidas a la etapa de desarrollo de la planta y las condiciones

del cultivo.

El perfil cromatografico tipico de los metabolitos secundarios volatiles aislados de
Lippia alba, quimiotipo citral, se ilustra en la Figura 21. En la Tabla 15 se reporta
la identificacion de los analitos, realizada con base en criterios cromatografico
(indices de retencion) y espectroscopico (espectros de masas, El, 70 eV) junto con
sus cantidades relativas (%) y concentraciones (mg/kg), determinadas por el
método de estandarizacién interna, y las notas odoriferas de algunos
componentes. 39 compuestos identificados constituyen el 98% de la muestra,
bajo los parametros de integracion aplicados (umbral de integracién, Thshd = 17 y

area de rechazo del pico en la base = 0.1).

El AE aislado del material vegetal, contiene 67% de monoterpenos oxigenados,
principales responsables de las distintas notas fragantes en los productos
naturales [134], 18% de sesquiterpenos, entre los cuales se destacan trans-B-
cariofileno, biciclosesquifelandreno y a-humuleno; contiene en menor proporcion

hidrocarburos monoterpénicos (4%) y sesquiterpenos oxigenados (2%).
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Los principales monoterpenos oxigenados presentes en el AE son: citral (neral +
geranial, 42.8%) y citrol (nerol + geraniol, 13.9%). Entre los sesquiterpenos
mayoritarios se encuentran, trans-B-cariofileno, el cual contribuye con un 6.6%,
biciclosesquifelandreno con 3% y [(-elemeno con 2%. Mientras los respectivos

ésteres del citrol, i.e. acetatos de nerilo y geranilo, constituyen el 4% del AE.

Figura 21. Perfil cromatografico tipico del AE de L. alba, quimiotipo citral, aislado
por MWHD. Columna DB-5, 60 m. Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La

identificacion de los picos se reporta en la Tabla 15.
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El componente mas abundante presente en el AE, es el citral (42.8%), una mezcla
de dos compuestos isoméricos, geranial (23.3%), 22a, y neral (19.4%), 22b. Los
compuestos carbonilicos a,B-insaturados, son de especial importancia en la
sintesis organica, debido a su aplicacién como intermediarios en la produccién de
alcoholes a escala industrial, explotados, principalmente, por las industrias de
aromas, fragancias y farmacos [135]; y el citral en particular es empleado en la

sintesis de vitamina C.
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Tabla 15. Cantidad relativa (%), concentracion (mg/kg de AE) e identificacion por

GC-MS de los principales componentes del aceite esencial de Lippia alba,

quimiotipo citral, aislado por MWHD.

N° 12 Cantidad ..
Pico Compuesto relativa, Concentraglon Ngta ¢
. DB-5 DB-WAX o/ b [mg/kg] odorifera
_Fig 21 %o
1 a-Pineno 939 1018 0.24 1700 A pino
2 1-Octen-3-ol 979 1451 0.25 1800 Frutal, herbacea
3 6-Metil-5-hepten-2-ona 986 1338 2.56 19000 Picante
4 a-Felandreno 1010 1163 0.24 1800 Herbacea
5 Limoneno 1034 1197 2.93 21000 Citrica, frutal
6 trans-B-Ocimeno 1048 1251 0.44 3200 Herbacea
7 Linalool 1101 1548 1.43 10400 Floral, dulce
8 Ci1oH160 (N.1.) 1112 1520 0.12 890
9 epi-Fotocitral A + C4oH16O 1145 1488 0.30 2200
10 Citronelal 1154 1481 0.87 6300
11 trans-Verbenol 1163 1548 1.47 10700
12 Epoxido de rosafurano 1171 1611 0.14 1000
13 Borneol + cis-Crisantenol 1181 1575 1.83 13400 Dulce
14 Nerol 1230 1805 2.07 15000
15 (is-3,7-Dimetil-3,6-octadien-1-ol 1235 1769 0.22 1600
16 Neral 1247 1692 19.46 142000
17 Nerol + Geraniol 1252 1852 2.36 17000 Suave floral
18 Geraniol 1258 1852 9.47 69000 Suave floral
19 Geranial 1277 1744 23.34 170000
20 Acetato de nerilo + Eugenol 1358 1732 - 2177 0.42 3050
21 Acetato de geranilo 1379 1761 3.63 26500
22 Sesquiterpeno (N.I.) 1391 1598 0.17 1300
23 B-Elemeno 1398 1598 2.23 16000
24 trans-B-Cariofileno 1436 1611 6.59 48000 A madera
25 a-Guaieno 1446 1601 1.13 8000
26 trans-B-Farneseno 1455 1670 0.38 2800 A pasto
27 a-Humuleno 1471 1686 1.94 14000 A madera
28 allo-Aromadendreno 1475 1662 0.11 830
29 Biciclosesquifelandreno 1494 1725 2.99 22000
30 Isobutanoato de geranilo 1507 1815 0.62 4500
31 a-Bulneseno 1513 1730 0.70 5100
32 10-epi-Cubebol 1527 1955 0.26 1900
33 cis-a-Bisaboleno 1546 1782 0.91 6600
34 trans-Nerolidol 1564 2043 0.14 1050 Dulce
35 Germacreno D-4-ol 1590 2068 0.15 67
36 Oxido de cariofileno 1599 2001 1.34 725 Citrica
37 N.I. 1607 2202 0.08 170
38 Epoxido de humuleno Il 1627 2068 0.23 460
39 C19H2602 2114 - 0.44 690
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Continuaciéon Tabla 14.

Familia de compuestos Porcentaje promedio, % (n=3)
Hidrocarburos monoterpénicos 4.1 + 0.1
Monoterpenos oxigenados 67 + 1.6
Hidrocarburos sesquiterpénicos 18 + 1.2
Sesquiterpenos oxigenados 2.3 + 0.1
Otros 8.5 + 0.6

indices de Kovats experimentales.
Promedio de tres extracciones independientes, (n=3).

© Ref. bibl. [123-127].
N.l.  No identificado.

Figura 22. Estructura molecular del citral (mezcla de dos isbmeros geométricos
del 3,7-dimetil-2,7-octadienal): 22a-Geranial; 22b-Neral.
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El espectro de masas del geranial, un monoterpeno oxigenado con el ion
molecular en m/z 152 de intensidad baja (10%), se presenta en la Figura 23. Las
sefales en la regién de bajo peso molecular, estan conformadas, principalmente,
por los iones en m/z 69 y 41, los cuales son productos de la ruptura alilica del ion

molecular, segun se ilustra en la Esquema 6.

Otros iones de intensidad media, se forman por la eliminacion de propenal y

butenal, y aparecen en m/z 94 (23%) y m/z 84 (33%), respectivamente.

El neral, 22b, isémero geométrico del geranial, presenta un patron de
fragmentacion similar al de geranial (Figura 22a, esquema 6), con algunas

diferencias cuantitativas en las intensidades de los iones. El ion en m/z 109,
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formado por la eliminacion del radical propilo a partir del ion molecular, alcanza
una intensidad de 51%, mientras en el espectro del geranial es de 15%. Por su
parte, el fragmento de m/z 94, exhibe una intensidad de 48% Vs 23% en el

espectro del geranial.

Figura 23. Espectro de masas del geranial.
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Esquema 6. Posibles rutas de fragmentacion del geranial.
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Los alcoholes analogos del neral y geranial, constituyen el 13.9% del total del AE y
presentan rutas disociativas similares. El espectro de masas del geraniol se
muestra en la Figura 24, y las rutas de su ionizacién disociativa aparecen en el
Esquema 7.

Figura 24. Espectro de masas del geraniol.
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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 escisién (100%), sufre pérdida
de eteno, con formacion del catién alilo en m/z 41 (44%). Para los dos isbmeros, el
patron de fragmentacion es similar: la pérdida de radical metilo con formacién de
un ion (M-CH3)" de m/z 139 (6%), y la subsiguiente eliminacion de eteno, que
conduce a la formacién del ion, (M-CH3-C2H4)" en m/z 111 (nerol, 8% y geraniol,
10%). Ambos isbmeros presentan fragmentos correspondientes a la pérdida de

H,0, en m/z 136, a partir del ion molecular.

Los valores determinados para cada una de las propiedades fisico-quimicas del

aceite de Lippia alba, quimiotipo citral, medidas, se presentan en la Tabla 16.
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Esquema 7. Posibles rutas de fragmentacion del geraniol.

Ruptura C.H ~
___alilicay, - 24 PO
— 7 + BN
+

| m/'z 69 (100%) m/7 41 (43%)
on -CoHy
______ OH
-CH3' 4 _
(M-CH3) m/z 111 (10%)
m/z 139 (6%)
i» (M.(;H3.|-|20)+
m/z 121 9%)
M* m/z 154 (2%) -CH3
Geraniol -
/CH2 /CH2
-Hy0
o =
m/z 136 (5%)

De los aceites esenciales bajo estudio, el aceite extraido de L. alba, quimiotipo

citral, fue el unico levogiro, en concordancia con lo reportado por Ricciardi [35].

La solubilidad de los AEs de Lippia alba en etanol es considerablemente diferente
para los dos quimiotipos ensayados, asi: el AE del quimiotipo carvona sélo fue
soluble en la solucion acuosa del 80% v/v de etanol, mientras que el AE del
quimiotipo citral fue miscible con esta misma solucion. Esto es debido
principalmente al contenido de compuestos oxigenados en los AEs, donde, el
quimiotipo citral contiene 69% de compuestos oxigenados, mientras el quimiotipo
carvona soélo ca. 45%. La presencia de compuestos oxigenados aumenta la
afinidad por el solvente, y, adicionalmente, los aldehidos y alcoholes poseen la

capacidad de formar puentes de hidrégeno, y por ende mayor solubilidad en los
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solventes ensayados que la cetonas ciclicas. Por tal razon, el contenido de
compuestos oxigenados, ademas de proveer las notas aromaticas agradables a
los AEs, aumentan su solubilidad en etanol, haciéndolos mas aptos para su

aplicacion en la industria perfumistica.

Tabla 16. Propiedades fisico-quimicas del aceite esencial de Lippia alba,
quimiotipo citral.

PROPIEDAD VALOR
Densidad (23°C) 0.894 + 0.005* g/mL
np (20°C) 1.4957 £ 0.0005**
[a]o® (°mL/g-dm) (-) 45,89 * 0.42*

20 %vlv Insoluble

40 Y%viv Ligeramente soluble
Solubilidad
en etanol/H,O 60 %viv 0.004 mL de AE/ mL de

solucién***

80 %viv Miscible

*

Promedio de cinco determinaciones * s, n=5.
** Promedio de tres determinaciones * s, n=3.
*** Promedio de dos determinaciones * s, n=2.

3.2.2 Phyla (lippia) dulcis (Trevir) Moldenke.

El AE de esta especie obtenido por MWHD, es ligeramente amarillo y tiene un olor
dulce, agradable. El rendimiento promedio (n=3) de la extraccion fue de 0.129+
0.008%.

El cromatograma tipico para el AE obtenido de hojas, tallos e inflorescencias de
Phyla (Lippia) dulcis, se ilustra en la Figura 25. El respectivo reporte de
identificacion de sus componentes, junto con la cantidad relativa y concentracion,
indices de retencion y algunas notas odoriferas caracteristicas, se registran en la
Tabla 17. La identificacion de los analitos se basé en indices de Kovats y
espectros de masas (El, 70 eV). Los siguientes fueron los parametros de

integracién de los picos cromatograficos aplicados durante el analisis: area de
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rechazo del pico en la base igual a 0.1 y un umbral de integracién, thshd = 17; con
base en los cuales, fueron identificados los 36 compuestos, que corresponden al

85% de la mezcla.

Figura 25. Perfil cromatografico tipico del AE de Phyla (Lippia) dulcis por MWHD.
Columna DB-5, 60 m. Detector selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de

los picos se reporta en |la Tabla 17.
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La composicion del AE se caracteriza principalmente por la presencia de
sesquiterpenos, los cuales constituyen el 63% del total de la muestra, entre los
que se encuentran frans-B-cariofileno (10.4%), &-cadineno (8.8%), a-copaeno
(8.3%) y biciclogermacreno (7.9%), entre otros. En menor proporcion se hallan
también sesquiterpenos oxigenados, i.e. a-bisabolol y epi-a-bisabolol (8.2%),
oxido de cariofileno (2.5%), espatulenol, germacreno D-4-ol (2.4%) y nerolidol
(1.4%). Cabe destacar, que aplicando al perfil cromatografico los parametros de
integracién previamente especificados, no se detectd ningun hidrocarburo
monoterpénico, y los monoterpenos oxigenados alcanzaron solo 2% de la

muestra.
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Tabla 17. Cantidad relativa (%), concentracion (mg/kg) e identificacion por GC-MS
de los principales componentes del aceite esencial de Phyla (Lippia) dulcis,
aislado por MWHD.

P?:o Compuesto Ik” Car}tida:j . Concentracbién N9ta .
Fig. 25 DB-5 DB-WAX relativa, % [mg/kg] odorifera

1 6-Metil-5-hepten-2-ona 986 1338 3.99 11800 Picante

2 3-Metil-2-ciclohexen-2-ona 1059 1613 3.37 9600

3 Linalool 1100 1548 1.03 2900 Floral, dulce
4 N.I. 1200 1548 0.14 400

5 Citronelol 1226 1575 0.13 380 Rosa

6 Neral 1241 1688 0.32 900 Floral

7 Geranial 1269 1737 0.38 1100 Rosa

8 d-Elemeno 1341 1487 0.43 1230 A madera
9 a-Cubebeno 1356 1464 0.28 794 Citrica

10 a-Copaeno 1388 1502 8.35 23900 A madera
11 B-Bourboneno + B-Cubebeno 1396 1529 — 1586 1.96 5600 Herbacea
12 Isoariofileno 1418 1778 0.11 300

13 a-Gurjuneno 1420 1541 0.24 680

14 trans-B-Cariofileno 1437 1613 10.35 29600 A madera
15 trans-a-Bergamoteno 1442 1594 1.1 3180 A madera
16 cis-B-Farneseno 1449 1654 0.45 1280

17 trans-B-Farneseno 1456 1669 2.50 7200 A pasto
18 Sesquisabineno 1461 1652 2.54 7300

19 a-Humuleno 1471 1685 0.75 2130

20 Aromadendreno 1475 1710 1.48 4200

21 y-Muuroleno 1483 1702 0.21 610

22 y-Amorfeno 1486 1505 1.19 3397

23 trans-Muurola-4(15),5-dieno 1495 1605 4.33 12364

24 Viridifloreno 1503 1733 0.19 540

25 Biciclogermacreno 1511 1752 7.90 22600 Herbacea
26 B-Bisaboleno 1515 1737 2.58 7400 Dulce

27 6-Cadineno 1530 1773 8.84 25000 A tomillo
28 trans-a-Bisaboleno 1547 1782 0.67 1900 Balsamica
29 a-Calacoreno 1554 1935 0.14 390

30 N.I. 1562 2008 0.24 700

31 trans-Nerolidol 1565 2042 1.36 3900 Dulce

32 CisHa2a 1570 2092 0.14 400

33 B-Calacorene 1575 1978 0.14 390

34 trans-Hidrato de sesquisabineno 1588 2096 0.61 1700

35 Germacreno D-4-ol + Espatulenol 1593 2067 — 2143 2.40 6900 Herbacea
36 Oxido de cariofileno 1600 2012 2.51 7200 Citrica

37 cis-Calamen-10-ol 1670 2354 0.89 2540

38 cis-Atlantona 1676 2111 1.59 4500

39 Ci5H260 1620 2272 2.65 6000

40 N.1. 1628 2025 1.58 3300
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Continuaciéon Tabla 17.

41 Eudesma-4(15),7-dien-1-3-ol*
42 a-Bisabolol + epi-a-Bisabolol
43 N.I.

1640
1698
1759

2169 1.03 9000
2231 8.15 18000
2405 0.99 2840

Familia de compuestos

Porcentaje promedio, % (n=3)°

Hidrocarburos monoterpénicos

Monoterpenos oxigenados

Hidrocarburos sesquiterpénicos

Sesquiterpenos oxigenados
Otros

21 * 0.3
63.1 * 0.9
19.4 * 0.7

15 * 1.6

indices de Kovats experimentales.

¢ Ref. bibl. [123-127].

Compuestos identificados tentativamente.

N.I. No identificado

Uno de los sesquiterpenos mas abundantes en el AE fue el trans-B-cariofileno
(10.4%), un compuesto comun en los AEs del género Lippia, de olor a madera, y
de férmula condensada CisHy4. El espectro de masas de este compuesto se
presenta en la Figura 26. Su ion molecular en m/z 204 tiene intensidad media baja

(11%) y se caracteriza por una fragmentacién abundante, como se ilustra en el

Esquema 8.

Promedio de tres extracciones independientes, n=3.

Figura 26. Espectro de masas del frans-B-cariofileno.
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El ion molecular sufre reordenamientos de esqueleto y de hidrogeno, 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, produce los iones en
m/z 79 (56%), 93 (82%) y 105 (55%), segun se ilustra en el Esquema 8. La
ruptura alilica del ion molecular, produce el ion en m/z 69 (46%), y el fragmento
alilico C3Hs" en m/z 41(38%).

Esquema 8. Posibles rutas de fragmentacion del trans-B-cariofileno.

etz (M-C3H7)

_| 4o m/z 161 (44%)
H +
-C,H
—2—2 3 (M-Cs5Hy1-C3Hy)
. / (@) m/z 105 (55%)
\ CeHyq //(a) C,H +
3 e \> — > (M-C5Hy1-C4H¢)
2 ~(b) m'z 79 (56%)
H m/z 133 (100%) 03H4 (M- C5H11-C3H4)
m/z 93 (82%)
M m/z 204 (11%) Ruptura T«
alilica
trans- B -Cariofileno > -
m/z 41 (38%)
m/z 69 (46%)

El espectro de masas del 6-cadineno, otro de los sesquiterpenos abundantes en el
AE de Phyla (Lippia) dulcis, se observa en la Figura 27, y sus posibles rutas de

fragmentacion se presentan en el Esquema 9.

En el espectro de masas del 6-cadineno, el ion molecular presenta intensidad alta,
M* m/z 204 (66%). El ion, pico de base, en m/z 161, surge de la eliminacion del
radical propilo, (M-C3H7)". Debido a la presencia de dos ciclos con insaturaciones
aisladas, tanto el ion, pico de base, en m/z 161, como el ion molecular, sufren
rupturas retro-Diels-Alder (RDA), formando los iones en m/z 93(10%) y en m/z 134

(52%), respectivamente. El ion en m/z 134 se disocia con la formacion de los
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fragmentos en m/z de 91(23%), 105 (37%) y 119 (49%), por pérdida de los

radicales, propilo, etilo y metilo, respectivamente.

Figura 27. Espectro de masas del d-cadineno.
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Esquema 9. Posibles rutas de fragmentacion del 6-cadineno.
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En la Tabla 17 no se registra el hernandulcin, ni sus analogos, 4p3-
hidroxihernandulcin y epi-hernandulcin, probablemente, debido a que estos
compuestos son termolabiles y pueden descomponerse facilmente en el inyector.
El hernandulcin es un compuesto de gran intéres, debido a sus caracteristicas
edulcorantes, el cual fue encontrado en un 58% en el extracto vegetal obtenido en
Puerto Rico [60]. Sin embargo, en la composicién quimica del AE de Phyla (Lippia)
dulcis, tampoco se identificd el alcanfor, compuesto caracteristico del quimiotipo

caracterizado en México [58].

Por otra parte, se identificaron los productos de descomposicién del hernandulcin
(Esquema 1), ie. 6-metil-5-hepten-2-ona (4%) y 3-metil-2-ciclohexen-1-ona
(3.4%). Estos metabolitos se encuentran también presentes en otros AEs, e.g.
Lippia alba, quimiotipo citral, por lo cual, es necesaria la prueba directa del

hernandulcin en los aceites.

En la Figura 28 se muestra el espectro de masas del 6-metil-5-hepten-2-ona,
compuesto que constituye el 4% del aceite, el cual presenta un M* en m/z 126 con
14% de intensidad. El posible patron de fragmentacion de esta estructura se ilustra

en el Esquema 10.

Al eliminar una molécula de agua, se forma un catién-radical (M-H.0)" en m/z
108, con intensidad del 87%. Por ruptura a, con respecto al grupo carbonilico de
esta cetona, surge el fragmento en m/z 43 (100%). La ruptura alilica a partir del ion
molecular, genera el ion de m/z 69 (58%), que decae con formacion del fragmento
alilico en m/z 41. Por eliminacién de un radical C4H-0, se forma el ion, (M-C4H;0)*
en m/z 55 de 52%.

La 3-metil-2-ciclohexen-1-ona, posible producto de la descomposicién del
hernandulcin, presenta un su espectro de masas ion molecular en m/z 110 con

intensidad media (50%), como se observa en la Figura 29. En general, el
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compuesto presenta una fragmentacién pobre, el ion, pico de base del espectro,

corresponde al fragmento (M-CO)™

en m/z 82, y se forma por la pérdida del

monoxido de carbono a partir del ion molecular.

Figura 28. Espectro de masas del 6-metil-5-hepten-2-ona.
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Debido a la ausencia de un espectro de masas que concuerde con las
caracteristicas estructurales del hernandulcin, y con el fin de lograr identificar su
presencia y el quimiotipo al cual corresponde la planta empleada en el estudio, se

procedio a realizar una derivatizacién quimica directa del AE.

Figura 29. Espectro de masas del 3-metil-2-ciclohexen-1-ona.
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La corriente ionica total, TIC, de la masa de reaccién resultante de la
derivatizacion, se ilustra en la Figura 30. Un pico cromatografico, cuyo patréon de
fragmentacion corresponde al reportado para el hernandulcin, se identificé en
tr=46.4 min, y su espectro de masas se ilustra en la Figura 31. En el Esquema 12
aparece la posible ruta de fragmentacion del derivado del hernandulcin. Este
compuesto se encuentra presente en el aceite en una concentracion de 62913
mg/Kg de AE.

En el espectro de masas del derivado hernandulcin-TMS, el pico del ion molecular
se registra en m/z 308. La intensidad de este ion disminuye debido a la abundante
fragmentacion que padece. El fragmento en m/z 218 (33%), formado por la
eliminacion de los radicales trimetilsillo e hidroxilo a partir del ion molecular,

produce el ion, pico de base en m/z 82 tras sufrir ruptura de retro-Diels-Alder [69].
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La ruptura alilica a partir del fragmento en m/z 218, conduce a la formacion de los
iones en m/z 69 (39%) y 41 (45%). Analogamente, el ion, pico de base, sufre un
reordenamiento de hidrogeno para generar los iones en m/z 175 (63%) y 203
(12%), por eliminacion sucesiva de los radicales isopropilo y metilo,
respectivamente.

Figura 30. Perfil cromatografico de la masa de reaccion del AE de Phyla (Lippia)
dulcis y el agente sililante, BSTFA. Columna DB-5 (60 m). Detector selectivo de
masas (El, 70 eV).
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Figura 31. Espectro de masas del hernandulcin-TMS.
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Esquema 11. Posibles rutas de fragmentacion del derivado TMS del hernandulcin.
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Adicionalmente, se identificaron en el cromatograma de la masa de reaccion, picos
con los espectros de masas correspondientes a los derivados trimetilsililo del a-
bisabolol, trans-nerolidol, espatulenol, linalool, germacreno D-4-ol, citronelol y cis-
calamen-10-ol. También se identificaron los compuestos productos de la

descomposicion térmica del hernandulcin, formados probablemente durante la

hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas.

El contenido alto de sesquiterpenos presentes en el AE de Phyla (Lippia) dulcis,
reduce su solubilidad en etanol. Esta caracteristica, puede restringir notablemente
el uso de este aceite en aplicaciones cosméticas y, sobre todo para la fabricacion
de perfumes. Por otra parte, los valores de constantes fisicas determinados para
este aceite, difieren considerablemente de los obtenidos para el quimiotipo rico en

alcanfor aislado aplicando destilacion por arrastre con vapor, para el cual el
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rendimiento de la extraccion fue de 0.8% p/p y el aceite obtenido desvié la luz

polarizada en un angulo de -11.8° [65].

Tabla 18. Propiedades fisico-quimicas del aceite esencial de Phyla (Lippia) dulcis.

PROPIEDAD MAGNITUD
Densidad (23°C) 0.92 + 0.01* g/mL

np (20°C) 1.5095 + 0.0005**
[alo”® (°mL/g-dm) (+)4.00 + 0.18*

- 20 Y%v/iv Insoluble
(Sn?ll_ugg(/ﬁ?_ sin 40 %viv Insoluble
C,HsOH/H,0) 60 %v/v Insoluble

80 %viv Ligeramente soluble

* Promedio de cinco determinaciones s, n=5.
** Promedio de tres determinaciones * s, n=3.
*** Promedio de dos determinaciones * s, n=2.

3.2.3 Lippia origanoides Kunth

El aceite esencial obtenido por MWHD, de las partes aéreas de la planta, presenté
un olor picante y color amarillo, y constituy6 el 1.46+£0.05 % (n=3) del peso del
material vegetal fresco. Previamente han reportado rendimientos de extraccion de
1% [78]y 4.6%[73]

El cromatograma tipico de los metabolitos secundarios volatiles extraidos, se
presenta en la Figura 32, y su identificacién, con base en criterios cromatografico
y espectroscopico, se registra en la Tabla 19, junto con la cantidad relativa (%) y
concentracion (mg/kg) de los mismos, los respectivos indices de Kovats y las

notas odoriferas de algunos compuestos.

Segun los parametros de integracion empleados (area de rechazo de pico de
base: 0.1, y umbral de integracion, thshd = 17), los 32 compuestos identificados
corresponden al 97.5% del AE. El aceite es constituido principalmente por

hidrocarburos monoterpénicos (37%) y monoterpenoides (56%), siendo timol y

102



carvacrol los metabolitos mas abundantes (ca. 47%), junto con sus precursores
biosintéticos p-cimeno y y-terpineno. La composicién es bastante similar a la
reportada por Oliveira y sus colaboradores en Brasil, quienes identificaron 66% de

monoterpenos oxigenados y cerca del 1% de sesquiterpenos oxigenados [78]

Figura 32. Perfil cromatografico tipico del aceite esencial de Lippia origanoides,
obtenido por MWHD. Columna DB-5 (60 m). Detector selectivo de masas (El, 70
eV).
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Timol y carvacrol son compuestos fenolicos isoméricos, de masa molecular 150,
sus iones moleculares aparecen en los espectros con intensidades de 34 y 38 %,
respectivamente. La fragmentacidon escasa, es debida a la estabilidad
caracteristica de los compuestos aromaticos (Figura 33). El patrén de
fragmentacion para los dos isomeros es muy similar, con algunas diferencias
cuantitativas en las intensidades de los picos fragmento. La posible ruta disociativa

para el carvacrol se ilustra en el Esquema 12.
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Tabla 19. Cantidad relativa (%), concentracion (mg/kg) e identificacion por GC-MS

de los principales componentes del aceite esencial de Lippia origanoides, aislado

por MWHD.
N° c b’ Cantidad Concentracién Nota
Pico ompuesto DB-5 DB-WAX felativa, %° [mg/kal® odorifera®
Fig. 32
1 a-Thujeno 930 1024 1.90 23000 A madera
2 a-Pineno 939 1019 0.42 5200 A pino
3 Sabineno 975 1119 0.10 1200 Verde fresco
4 B-Mirceno 991 1164 2.83 35000 Balsamica
5 a-Felandreno 1011 1178 0.36 30000 Herbacea
6 A’-Careno 1013 1147 0.19 2400 Alimén
7 a-Terpineno 1022 1178 3.11 38000 Alimén
8 p-Cimeno 1032 1272 10.92 134000 A gasolina
9 Limoneno 1035 1197 0.38 4600 Citrica, frutal
10 B-Felandreno 1037 1206 0.38 4600 Amentolada
11 1,8-Cineol 1039 1209 0.10 1200 A eucalipto
12 trans-B-Ocimeno 1049 1252 0.31 3700
13 y-Terpineno 1066 1248 11.78 140000 A gasolina
14 cis-Hidrato de sabineno 1076 1470 0.34 4200 Balsamica
15 Linalool 1101 1548 0.21 2600
16 Terpinen-4-ol 1189 1556 0.78 9600 Nuez moscada
17 Timil metil éter 1232 1597 1.28 15700
18 Carvacril metil éter 1242 1610 0.21 2600
19 4-Metil-2-isopropilfenol 1281 2167 0.16 1900
20 Timol 1294 2187 14.41 180000
21 Carvacrol 1308 2219 32.88 450000
22 Acetato de timilo 1349 1856 0.14 1700
23 Acetato de carvacrilo 1368 1880 0.41 5000
24 trans-B-Cariofileno 1435 1610 2.54 31000 A madera
25 Sesquiterpeno 1439 1618 0.16 2000
26 trans-a-Bergamoteno 1441 1593 0.31 3800
27 a-Humuleno 1471 1684 1.41 17000 A madera
28 N.I. 1479 2162 1.04 12800
29 B-Bisaboleno 1514 1735 0.56 7000 Dulce
30 trans-y-Bisaboleno 1534 1766 0.10 1200
31 N.I. 1546 1782 0.12 1400
32 Oxido de cariofileno 1598 2013 0.21 2600 Citrica, frutal
Familia de compuestos Porcentaje promedio, % (n=3)
Hidrocarburos monoterpénicos 37 + 4.38
Monoterpenos oxigenados 56 + 1.32
Hidrocarburos Sesquiterpénicos 5.4 + 0.36
Sesquiterpenos oxigenados 0.22 + 0.02
Otros 3.0 + 0.78
a indices de Kovats experimentales. ° Ref. bibl. [123-127].

b Promedio de tres extracciones, n=3.
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Figura 33. Espectro de masas del carvacrol.
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El ion (M-CH3)*, pico de base, para los dos isomeros se forma por eliminacion de
un radical metilo, a partir del ion molecular. Adicionalmente, las rutas de
fragmentacion de estos fenoles conducen a la formacion de iones caracteristicos

para compuestos aromaticos, i.e. los fragmentos tipicos en m/z 91, 77 y 65.

Esquema 12. lonizacion disociativa (El, 70 eV) del carvacrol.
+
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El y-terpineno es un monoterpeno ciclico, precursor biosintetico del timol y
carvacrol, su ion molecular en m/z 136 con intensidad media (52%) se disocia para
eliminar un radical isopropilo y formar el ion, pico de base, en m/z 93 (100%). La
presencia de dos enlaces dobles en el anillo, impulsa la ionizacion disociativa
hacia la formacion de un ciclo aromatico por eliminacién sucesiva de 2H y CHjs,
formando los iones en m/z 77 y 91 (Esquema 13). La estabilidad de los
fragmentos se deduce de la intensidad de las respectivas sefiales y la presencia

de picos débiles en la region de masas bajas (Figura 34).

Figura 34. Espectro de masas del y-terpineno
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El p-cimeno, un monoterpeno aromatico, es, al igual que el y-terpineno, precursor
biosintético de fenoles en el metabolismo secundario vegetal. EI espectro de
masas de este precursor aromatico se presenta en la Figura 35 y la respectiva
ruta de fragmentacion se ilustra en el Esquema 14. En su espectro de masas
aparece el ion molecular en m/z 134, con intensidad intermedia (33%), que
presenta la fragmentacion y la estabilidad caracteristicas de compuestos
aromaticos. La eliminacion del radical metilo conduce a la formacion del ion, pico

de base, en m/z 119.
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Esquema 13. Posibles rutas de fragmentacion del y-terpineno

-CHs3,-H

o >
+-
_I . m/z77 (32%)
-C3H7
— Ty
+ 'C2H2
m/z 93 (100%) 3

m/z 91 (52%) m/z 65 (6%)
-CH3 -CH3 - CoH +
2 2, C6H7
CHj m/z79 (21%)
+
M m/Z 136 (52%) m/z 105 (12%)
Y - Terpineno
m/z 121 (39%)
Figura 35. Espectro de masas del p-cimeno.
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Esquema 14. Fragmentacion del ion molecular del p-cimeno.
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Las propiedades fisico-quimicas determinadas para el AE de L. origanoides se
reportan en la Tabla 20. Los compuestos mayoritarios del aceite esencial de L.
origanoides no presentan carbonos quirales, hecho que podria explicar la rotacion
especifica casi nula de este aceite. Sin embargo, es posible que algunos
compuestos minoritarios con actividad Ooptica (e.g. linalool), produzcan una
pequena rotacion. Los compuestos aromaticos oxigenados presentan densidades
superiores a 0.9 g/mL e indices de refraccion mayores a 1.47, asi la presencia de

compuestos fendlicos en el AE (37%), explica los valores de estas propiedades.

Tabla 20. Propiedades fisico-quimicas del aceite esencial de Lippia origanoides.

PROPIEDAD VALOR
Densidad (23°C) 0.922 g/mL + 0.002*
np (20°C) 1.5143 + 0.0005**
[a]o*°(>-mL/g-dm) (+) 0.439 + 0.099*
Solubilidad 20 %viv Insoluble

mL de AE/ mL de 40 %viv 0,004 ***

solucién 60 %v/v 0,006***
C2HsOH/H,O 80 %v/v 0.64 + 0.11***

*

Promedio de cinco determinaciones + s, n=5.
** Promedio de tres determinaciones * s, n=3.
*** Promedio de dos determinaciones * s, n=2.
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Por otra parte, el aceite de esta especie botanica presentd solubilidad en etanol
relativamente buena, propiedad que se debe, principalmente, al contenido alto de

compuestos oxigenados, i.e. timol, carvacrol y sus acetatos.

Con el fin de determinar las similitudes y diferencias en la composicion de los
aceites esenciales de tres especies del género Lippia se desarroll6 una
comparacion entre las familias de compuestos y los metabolitos presentes en
los aceites estudiados. El unico metabolito comun, presente en los cuatro AEs,
incluyendo dos quimiotipos de Lippia alba, en un porcentaje superior a 0.1%,
fue trans-B-cariofileno, un sesquiterpeno cuya estructura quimica se presenta
en el Esquema 8. La distribucion de las diferentes familias de los metabolitos
presentes en los AEs estudiados, se ilustra en la Figura 36. De esta
distribucion, se observé que los monoterpenos oxigenados, son la principal
familia de metabolitos en los aceites de L. alba y L. origanoides, y los

sesquiterpenos en el aceite de Phyla (Lippia) dulcis.

Compadre [65], describié en su trabajo, la similitud en la composicién de
algunos aceites del género Lippia, e.g. los aceites de L. dulcis, L. adoensis, L.
fissicalyx, L. grata, L. grandis, L. grisebachiana, L. integrifolia, L. sidoides'y L.
ukambensis, que se caracterizan por un alto contenido de monoterpenos,
mientras los aceites de L. aristata y L. thymoides, presentan en su composicion

sesquiterpenos como compuestos mayoritarios.
Aunque es posible caracterizar las plantas en funcién de la composicion y
estructura de sus metabolitos mayoritorios, es necesario tener en cuenta la

amplia variedad de quimiotipos que presentan las especies del género Lippia.

Por el contrario, especies de otros géneros conservan casi constante la

composicion de sus AE, un ejemplo es el caso de las especies del género
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Thymus, para las cuales los componentes mayoritarios casi siempre son timol,

carvacrol, p-cimeno y y-terpineno [136].

Figura 36. Distribucién de las principales familias de los compuestos en los
aceites de Lippias estudiados, M: Hidrocarburos monoterpénicos, MO:
Monoterpenos oxigenados, S: Hidrocarburos sesquiterpénicos, SO:

Sesquiterpenos oxigenados; Otros.
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La ruta metabdlica para la biosintesis de monoterpenos y sesquiterpenos,

presenta pasos comunes, de tal manera, que el grado en que una especie o

quimiotipo catabolice en mayor proporcion uno de los compuestos esta

principalmente determinado por factores genéticos. De igual manera, estos

factores, rigen la formacion de compuestos fendlicos, aminicos y azufrados.

3.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los métodos colorimétricos se usan ampliamente para la determinacién de la

actividad antioxidante, tanto de sustancias puras como de mezclas [9, 137]. En
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particular, el método de decoloracion del DPPH" es util para la medicion de la
capacidad de atrapamiento radicalario, para antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos,
lo que le confiere una gran ventaja y versatilidad sobre otro tipo de ensayos,
algunos de los cuales buscan acelerar el proceso oxidativo aplicando condiciones
drasticas, que podrian también llegar a afectar al mismo AO. En este
procedimiento analitico se evitan reacciones indeseables, altas temperaturas y

adicion de oxigeno.

Este método permite determinar la capacidad antirradicalaria de los aceites
esenciales y de las sustancias de referencia (Trolox® y vitamina E), usando el
grado del decoloracion del DPPH™ a 514 nm, como criterio de valoracion. El grado
en que cada posible antioxidante decolore este radical, depende principalmente de
su capacidad para donar hidrégeno(s), segun lo cual, compuestos fendlicos,
aminicos o mercaptanos, presentaran mayor efectividad reduciendo el radical,

como se ilustra en el Esquema 15.

Esquema 15. Reaccion de reduccion de DPPH' (Radical a,a-difenil-B-

picrilhidracilo). RH = antioxidante.

| |
N + RH — NH + R
NO, NO, NO, NO,
NO, NO,
DPPH DPPHH

La capacidad antirradicalaria de un AO, determinada empleando el método de

decoloracion del radical DPPH, se expresa como ECsy, que corresponde a la
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relacion masica entre AO y radical, necesaria para reducir la mitad de los radicales

presentes inicialmente.

Con el fin de relacionar los valores obtenidos para la capacidad antirradicalaria de
los AEs, se determinaron los valores de EC5p para dos antioxidantes conocidos o

empleados industrialmente en la preservaciéon de diversos productos.

Establecer el estado estacionario, en el desarrollo de esta metodologia, es
fundamental para obtener valores exactos. Asi, experimentalmente, se determind

este estado cuando la variacion en la absorbancia es de 0.002.

En el caso de la vitamina E, un a-tocoferol cuya estructura se ilustra en la Figura
37, la curva que representa la relacion existente entre la cantidad de DPPH" sin
reaccionar en el estado estacionario y los valores de EC (mg de vitamina E/mg de
DPPH"), se ilustra en la Figura 38. Segun la linea, construida con los datos
experimentales, la relacion entre la cantidad de antioxidante y de radical, que logra
reducir a la mitad de la concentracion inicial de radical, es 0.25. Este valor
concuerda con el reportado en la literatura [121]. La velocidad de la reacciéon es
relativamente alta, pues el estado estacionario se alcanza casi en 15 min, después

de iniciada la reaccion.

Figura 37. Representacion estructural de la molécula de vitamina E (a-tocoferol).
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Figura 38. Desaparicion de DPPH" en funcion de la cantidad de vitamina E (mg)

por mg de radical.
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El ECsp corresponde al numero de mg de antioxidante necesarios para reducir a la
mitad la cantidad inicial de DPPH’; de esta manera, la respectiva cantidad de AO
que reducira el total del radical presente, se puede expresar como dos veces el
valor de ECsp. Segun esto, 0.5 mg de vitamina E seran necesarios para reducir 1
mg del radical, i.e. 1 mol de DPPH" reaccionara completamente con dos moles del

antioxidante.

Generalmente, los compuestos fendlicos reducen tantas moléculas de radical
como grupos hidroxilo posean en su estructura. En el caso de la vitamina E, la
estequiometria de la reaccidn es diferente. Kikugawa [138] describi6 la posibilidad
de formacion de dimeros. De esta manera, el compuesto resultante tendria la

habilidad de reducir dos moléculas de radical.

Otro de los antioxidantes de referencia, comercialmente empleado, es conocido
como Trolox® (6-Hidroxi-2,5,7,8-tertramethylchroman-2-carboxilic acid), sustancia
empleada para la determinacion del TEAC, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity.
En el procedimiento que se aplicé en este estudio, se determin6 el ECsy para el
Trolox®, y el valor obtenido correspondié a 0.278 mg de Trolox® por mg de DPPH",
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como se presenta en la Figura 39. El tiempo transcurrido hasta alcanzar el estado
estacionario, de la reaccién entre el Trolox® y el radical, fue de aproximadamente
15 min. De los resultados obtenidos es posible comparar la efectividad de los AO

de referencia, siendo el a-tocoferol ligeramente mas efectivo que el Trolox®.

El Trolox® es el analogo hidrosoluble de la vitamina E, su estructura base es

similar a la del grupo de los tocoferoles, como se ilustra en la Figura 40.

Figura 39. Concentracién efectiva media, ECso, del Trolox®, medida en funcion

de la disminucion de la cantidad del DPPH .
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Figura 40. Representacion estructural del Trolox®.
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La concentracion de antioxidante necesaria para reducir el 50% del DPPH" inicial,
ECso, es inversamente proporcional a la capacidad de atrapar radicales. De tal
manera, para obtener datos mas claros es posible expresar los resultados como
poder antirradicalario, ARP, segun el cual los respectivos valores para vitamina E
y Trolox®, son 4.17 y 3.60.

La seleccidn de los parametros para establecer el estado estacionario es de gran
importancia en la evaluacién del ECsp, debido a que su determinacion en cinéticas
lentas (como las presentadas por los AE bajo estudio) conduce a resultados con

mayor incertidumbre, que los determinados para cinéticas rapidas.

Los datos experimentales obtenidos en el analisis de la actividad antioxidante de

los AE permitieron determinar los valores de ECsg registrados en la Tabla 21.

Tabla 21. Concentracion efectiva media, ECsy, de los aceites esenciales
estudiados.

ACEITES ESENCIALES (mg de antioxidaEr:i:;mg de DPPH")*
Lippia alba, quimiotipo carvona 280 + 9

Lippia alba, quimiotipo citral 305 + 6

Phyla (Lippia) dulcis 847 + 0.05

Lippia origanoides 6.0 + 03

*

Promedio de dos mediciones * s.

La cinética obtenida para las reacciones entre los dos aceites de Lippia alba vy el
radical fueron similares; los tiempos empleados para alcanzar el estado
estacionario fueron parecidos, como se ilustra en las Figuras 41 y 42. Sin
embargo, existen ligeras diferencias en su capacidad antirradicalaria,
probablemente, debido a la presencia de fenoles, timol y eugenol, en un
porcentaje ca. 0.3% en el quimiotipo carvona, razén, por la cual este quimiotipo

presentd una actividad antioxidante ligeramente mas alta.
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En un estudio desarrollado por Choi [139], se determind la capacidad de
compuestos caracteristicos de los aceites esenciales citricos para secuestrar
radicales DPPH'. De los compuestos ensayados, los que presentaron mayor
actividad, fueron el y-terpineno, terpinoleno y geraniol, los cuales redujeron el
contenido total inicial de radical en un 84.7, 87.4 y 87.7% respectivamente,
mostrando un efecto 3.5 veces mas fuerte que el Trolox®. La mezcla que
constituye el citral, logré reducir el 48% del radical inicial. Mientras los respectivos
valores para ao-terpineol, octanol, decanol, a-pineno, terpinen-4-ol, p-cimeno,

mirceno y limoneno, se encuentran entre 8.8-16.5%

Figura 41. Determinacion del estado estacionario de la reaccién entre el AE de

Lippia alba, quimiotipo carvona, con DPPH".
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Asi, es posible concluir, que la actividad antirradicalaria del AE de L. alba,
quimiotipo citral, es principalmente causada por el contenido de citrol (nerol mas

geraniol), y citral, en menor proporcion. Sin embargo, aunque estos compuestos
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oxigenados se encuentran en un porcentaje de 56.7% en el aceite del quimotipo
citrico, su capacidad antirradicalaria es considerablemente mas baja, que la de los

compuestos fendlicos presentes en la esencia del quimiotipo carvona.

Figura 42. Cinética de la reaccion del aceite esencial de Lippia alba, quimiotipo
citral, con DPPH".
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El solvente empleado en el analisis de la actividad antioxidante fue etanol; sin
embargo, en el caso del AE de Phyla (Lippia) dulcis, debido a su muy baja
solubilidad, se emple6 hexano. Solventes con caracteristicas apolares, reducen la
velocidad de la reaccidn, mientras que solventes préticos pueden acelerar este

proceso cediendo un hidrogeno [140].
A pesar de no contener compuestos fendlicos, aminas, ni mercaptanos, el AE de

Phyla (Lippia) dulcis presenté una buena actividad antioxidante, (ca. 8 mg AE/mg

DPPH), incluso alcanzando una efectividad similar a la presentada por el AE de L.

117



origanoides (compuestos fendlicos). El hernandulcin, presente en el aceite de esta
especie, puede actuar por atrapamiento radicalario, donando el hidrogeno
hidroxilico al radical DPPH". Sin embargo, la cinética de la reaccion fue bastante
lenta, aproximadamente 4 horas (Figura 43). Raz6n por la cual, no es un
antioxidante conveniente en la formulacién de productos susceptibles a deterioro

oxidativo.

Figura 43. Determinacién del estado estacionario de la reaccion entre el AE de
Phyla (Lippia) dulcis con DPPH".
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El AE de Lippia origanoides fue el mas activo en cuanto a la capacidad
antirradicalaria, i.e. su ECso fue el menor; 6 mg de aceite esencial son necesarios
para reducir la mitad del radical presente inicialmente (Figura 44). Esta actividad
se debe a la presencia de fenoles, ca. 50% del aceite esencial. La cinética de esta
reaccion fue la mas rapida de los aceites estudiados; pero, sin embargo, es 6

veces mas lenta que la cinética de la vitamina E.
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En el caso de los compuestos fendlicos, la capacidad antirradicalaria esta
directamente relacionada con la actividad antioxidante y su reaccion con radicales
es generalmente de primer orden [121]. Pero en el caso de hidrocarburos, éstos
actuan de manera diferente, pueden ejercer un efecto protector, evitando la

oxidacion, a través de cinéticas mas complejas.

Figura 44. Determinacion del estado estacionario de la reaccion del aceite

esencial de Lippia origanoides con DPPH".
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En conclusioén, el aceite mas efectivo, con mayor capacidad antirradicalaria, fue el
de Lippia origanoides, pues ademas de ser activo, presentd la cinética menos
lenta. Por otra parte, aunque el AE de Phyla (Lippia) dulcis también presento
buena actividad, su cinética lenta lo hace menos apto para su aplicacion
comercial. En el caso de los aceites de Lippia alba, la actividad antirradicalaria es
gobernada por los compuestos oxigenados presentes, aunque es bastante similar
para los dos quimiotipos, el AE del quimiotipo carvona posee una efectividad
ligeramente mayor debido a la presencia de timol y eugenol, en pequenas

cantidades.
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Las cinéticas evaluadas para las reacciones entre los AEs y el radical DPPH",
presentaron un comportamiento particular, una relacién inversa entre la
concentracion de los aceites y la velocidad de reaccion. Este fendmeno es
explicado, por el efecto del producto de la reaccion, la a,a-difenil-B-picrilhidrazina,
sobre el desarrollo de la reaccién, segun lo cual se ha observado, que ejerce
efectos inhibitorios sobre el transcurso de la reaccion, posiblemente debido a que
al aumentar la cantidad de hidrazina en solucion, aumenta la reaccion inversa
[141]. Sin embargo, el mecanismo de reaccién aun no esta claro, y debe ser
bastante complejo, debido a la presencia de numerosos compuestos en el aceite

que pueden ejercer efectos sinérgicos o antagonicos sobre compuestos activos.

3.4 EVALUACION DE LOS RESULTADOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales de diversas especies vegetales y algunos de sus
componentes, han sido empleados por largo tiempo como saborizantes de
alimentos y bebidas, asi como en aplicaciones etnomédicas. Los AEs contienen
numerosas sustancias con actividad bactericida, lo que los hace aptos como
agentes de preservacion de alimentos y componentes de fitofarmacos. Las
actividades antibacterial y antifungica de los AEs, se deben principalmente a

ciertos terpenoides y compuestos fendlicos presentes [142].

Diversos estudios han demostrado la efectividad bioldgica in vitro e in vivo de los
AEs; estos resultados respaldan cientificamente sus aplicaciones en medicina

popular, para diferentes dolencias [5, 46, 54].

3.4.1 actividad citotoxica de los aceites esenciales en pruebas con células
vero.
Los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad realizados en el Centro

de Investigacién en Enfermedades Tropicales, CINTROP, UIS, que forma parte de
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CENIVAM, se reportan en la Tabla 22, junto con los respectivos limites de

confianza (LC) para cada una de las determinaciones.

Tabla 22. Concentracion letal media, CLso en células Vero (ug/mL).

. CELULAS VERO
SOLUCION
CLs LC
Lippia alba, quimiotipo carvona 48.27 39.75-56.78
Lippia alba, quimiotipo citrico 30.6 30.57-30.63
Phyla (Lippia) dulcis 20.96 18.70-23.22
Lippia origanoides >100 ND

Nifurtimox (sustancia de referencia) 27.54 24.41-30.67

Las células Vero son células epiteliales de un mono verde africano, comunmente
conocido como mono Vero, empleadas en analisis de cititoxicidad de diferentes
virus y parasitos. En este tipo de células se incuba y desarrolla el Trypanosoma
cruzi, parasito causante del mal de chagas.

Un medicamente comunmente recetado para tratar este padecimiento, es el
nifurtimox, un derivado del 2-nitrofurano, que a pesar de su efectividad en este

tratamiento, es altamente téxico, como se ilustra en Tabla 22.

Los resultados de citotoxicidad en células Vero, demuestran la relacion entre la
composicion quimica de los AEs bajo estudio, y las respectivas concentraciones
letales medias; segun lo cual, a mayor contenido de fenoles en el aceite, menor
toxicidad presenta la mezcla en las células ensayadas, como se observa para el
aceite de Lippia origanoides. Por el contrario, al AE de Phyla (Lippia) dulcis,
presentd mayor toxicidad que la sustancia de referencia (Nifurtimox), razén por la
cual, se recomienda no incluir un aceite con estas caracteristicas toxicoldgicas en

productos de consumo humano.
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La toxicidad de los aceites esenciales esta determinada por el grado de
lipofilicidad de la mezcla, pues esta propiedad define la solubilidad del aceite en la
membrana celular. Asi, mezclas con alto contenido de hidrocarburos disuelven
facilmente la membrana celular provocando, una ruptura de ésta, y por ende la
muerte celular [143]. Este es el caso del AE de Phyla (Lippia) dulcis, el cual

poseen un 63% de hidrocarburos y el mas alto grado de toxicidad.

3.4.2 Actividad antiparasitaria de los aceites esenciales

El ciclo de vida de la Leishmania, empieza cuando un mosquito flebétomo (vector
invertebrado) parasitado por Leishmania, se alimenta de un hospedador
vertebrado: es en este momento cuando inocula con su saliva los promastigotes
presentes en su probdscide. En el estado promastigote, el protozoo es un
flagelado mévil extracelular. Una vez esta el parasito en los capilares cutaneos del
hospedador se produce su fagocitosis por un macréfago que lo engloba en una
vacuola parasitofora en un intento de eliminarlo, pero la Leishmania es resistente a
todas las reacciones inmunoldgicas y vive y se desarrolla en su interior,
transformandose a la forma amastigote. Los macrofagos parasitados son
ingurgitados por otro flebétomo en cuyo intestino se liberan los amastigotes que
recuperan la forma de promastigote y van emigrando al eso6fago y laringe del
mosquito atraidos por sustancias quimiotacticas de su saliva y alcanzando su
capacidad infectiva. Ya en la probdscide quedan preparados para ser inoculados.

La duracion del ciclo es de 4 a 20 dias [144].

Los resultados obtenidos de las pruebas de efectividad inhibitoria en Leishmania
chagasi de los AEs, se reportan en la Tabla 23, junto con los limites de confianza,

LC, establecidos para las determinaciones respectivas.

Los parametros para establecer la efectividad de un producto anti-Leishmania, se
basan en los valores de concentracion inhibitoria (uL/mL), asi: una sustancia es
activa cuando su concentracion inhibitoria media, Clso, es menor de 50 y la

concentracidn necesaria para inhibir el 90% de los microorganismos, Clg, es
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menor de 100, parcialmente activa si su Clsp es menor que 50 pero el Clgp>100, y
se consideran inactivas cuando los valores de Clsp y Clgg superan los 50 y 100,

respectivamente.

Tabla 23. Concentracion inhibitoria, en promastigotes de Leishmania chagasi
(ML/mL).

ACEITE ESENCIAL PROMASTIGOTES DE Leishmania chagasi

Clso LC Clyo LC
Lippia alba, quimiotipo carvona >100 ND >100 ND
Lippia alba, quimiotipo citral 18.88 17.84-19.91 54.14 53.56-54.92
Phyla (Lippia) dulcis 37.30 36.97-37.64  >100 ND
Lippia origanoides 13.39 12.84-13.93 26.74 23.49-29.99

Segun esto, el AE de L. alba, quimiotipo carvona, es inactivo en promastigotes de
Leishmania chagasi; el aceite de Phyla (Lippia) dulcis es parcialmente activo, y los
aceites de Lippia origanoides y Lippia alba, quimiotipo citral, son efectivos para
inhibir el desarrollo de promastigotes de este protozoo, i.e. pueden evitar la

transformacion de la forma extracelular a la intracelular (amastigote).

La efectividad de todos los productos en aplicaciones bioldgicas, esta
directamente determinada por la composicién quimica de las sustancias, asi, de
los resultados obtenidos es posible establecer una relacion entre el contenido de
compuestos oxigenados y la actividad anti-Leishmania de las mezclas, donde el
contenido de cetonas alifaticas es inversamente proporcional a la efectividad
inhibitoria, y la cantidad de aldehidos alifaticos y fenoles es proporcional a esta
actividad (Figura 46).
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Figura 46. Relacién del contenido de cetonas alifaticas y la concentracion
inhibitora media en Leishmania chagasi. |. L. alba, quimiotipo carvona, Il: Phyla

(Lippia) dulcis, Ill: L. alba, quimiotipo citral, IV: L. origanoides.
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3.4.3 Actividad anti-candida

Las infecciones causadas por Candida spp. son en general conocidas como
candidiasis. El espectro clinico de esta enfermedad es muy diverso, casi cualquier
organo o sistema del cuerpo puede ser afectado.

Los resultados obtenidos por el laboratorio de Infeccién y Cancer de la U de A, en
la evaluacion de la efectividad de los AEs para inhibir el desarrollo de levaduras

del género Candida, se registran en la Tabla 24.
La sustancia de referencia empleada en el ensayo fue Itraconazol, un antifungico
de la familia de los triazoles, efectivo para inhibir el desarrollo de hongos

infecciosos.

El AE de L. origanoides, fue el mas efectivo contra Candida parapsilosis,

probablemente, debido a su contenido de compuestos fendlicos. De forma similar,
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el AE de L. alba, quimiotipo citral, fue también efectivo, principalmente, en C.
krusei, la mezcla isomérica de neral y geranial (citral) ha mostrado previamente
actividad anti-Candida alta [54]. Sin embargo, la efectividad de ninguno de los

aceites es comparable con las sustancia de referencia.

Tabla 24. Concentracion minima inhibitoria, CMI, de los AEs de L. alba, Lippia
origanoides y Phyla (Lippia) dulcis en Candida parapsilosis y Candida krusei (%v
de AE/v de DMSO).

ESPECIE Cand_ida_ Candid_a
parapsilosis krusei
Lippia alba, quimiotipo carvona >500 >500
Lippia alba, quimiotipo citral 500 130+85.39
Phyla (Lippia) dulcis >500 >500
Lippia origanoides 250 250
Itraconazol (Compuesto de referencia) 0.11+0.07 0.17+0.06

3.4.4 Actividad anti-aspergillus

Otro de los ensayos biologicos realizados con los aceites obtenidos, fue la
actividad antifungica contra dos diferentes especies de Aspergillus; estos
microorganismos pueden ocasionar multiples procesos patologicos. Entre los

factores de patogenicidad de este hongo se encuentran:

« Tienen pequeno tamano de sus conidias, lo que permite que sean
aspiradas, causando infeccién en el pulmén y en los senos paranasales;

o Poseen alta capacidad de crecer a 37°C, lo que los hace idéneos para
afectar al humano;

« Poseen capacidad alta de adherencia a superficies epiteliales v,
posiblemente, endoteliales, y una gran tendencia para invadir los vasos
sanguineos;

e« Generan un gran numero de productos extracelulares tdxicos para las

células (elastasas, aflatoxinas, fumigatoxinas, etc.) [145].
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La actividad antifungica medida contra dos diferentes especies de Aspergillus, se

ilustra en la Tabla 25.

Tabla 25. Concentraciones minimas inhibitoria, CMI, de AEs estudiados en

Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus. (%v de AE/v de DMSO).

Aspergillus Aspergillus
ACEITE ESENCIAL flavus fumigatus
Lippia alba, quimiotipo carvona >500 >500
Lippia alba, quimiotipo citral 500 200464.55
Phyla (Lippia) dulcis >500 125
Lippia origanoides 200+64.55 <52.13
Itraconazol (Sustancia de referencia) 0.25 0.14+0.08

De los resultados obtenidos, es posible observar la relacidon existente entre el
contenido de monoterpenos oxigenados y la capacidad inhibitoria en especies del
género Aspergillus (Figura 48). La mayor efectividad es obtenida para las
esencias que en su composicion presentan compuestos fendlicos y aldehidos,
debido principalmente, a las interacciones formadas por los hidrégenos de grupos
hidroxi y carbonilicos, las cuales permiten inhibir procesos vitales. Sin embargo, la
efectividad de ninguno de los aceites esenciales estudiados llega a ser

comparable con la actividad de la sustancia de referencia (itraconazol).

Figura 47. Relacion del contenido de monoterpenos oxigenados y la
concentracién minima inhibitora en Aspergillus fumigatus. |: L. alba, quimiotipo

Carvona, Il: Phyla (Lippia) dulcis, I1l: L. alba, quimiotipo Citral, IV: L. origanoides.
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3.4.6 Actividad antibacterial

El Grupo de Polifenoles de la UTP, que forma parte de CENIVAM, desarrollé
ensayos microbiolégicos contra bacterias gram-negativas, a saber: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Salmonella tiphymurium ATCC 13311.

Las bacterias gram-negativas se caracterizan por presentar una membrana celular
interna la cual se rodea por una pared celular delgada de peptidoglucano y, hacia
el lado externo del cuerpo celular una membrana celular externa, que recubre la
pared celular en estas bacterias [146], por esta razdn, estos microorganismos son

ligeramente mas resistentes a efectos bactericidas y bacteriostaticos.

Los microorganismos empleados en los ensayos mostraron resistencia a la accion
de los AEs de L. alba, quimiotipos citral y carvona, y Phyla (Lippia) dulcis en las
concentraciones ensayadas. De manena particular, P. aeruginosa exhibe alta
resistencia a numerosos agentes animicrobiales [147, 148], y fue la unica bacteria
que presentd resistencia a la accién del aceite de L. origanoides. Los resultados
de inhibicion del AE de Lippia origanoides en el desarrollo de las bacterias

ensayadas, se ilustran en la Tabla 26.

Tabla 26. Diametro de inhibicion (mm) del aceite esencial de Lippia origanoides en

cepas de bacterianas.

Concentracion de los AEs,
Amoxicilina

BACTERIA 5 ngiuL Mg/pL

100 50 25
Escherichia coli (+) 25.3 15 11 8.7
Staphylococcus aureus(-) 25.3 10.3 7.7 0
Salmonella tiphymurium 25 11.7 10.0 8.3
Pseudomonas aeruginosa(-) 15.3 0 0 0
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La Amoxicilina, se usé como sustancia de referencia, es un antibiético de la familia
de las penicilinas, efectivo en el tratamiento de enfermedades infecciosas en

diferentes partes del organismo.

La actividad mostrada por el aceite de L. origanoides en la inhibicion E. coli, S.
aureus y S. tiphymurium, alcanzan casi el 40 % de la efectividad de la Amoxicilina,

para la maxima concetracion ensayada.

Estudios previamente descritos, reportaron actividad inhibitoria de estos AEs en el
desarrollo de bacterias; el AE de L. origanoides inhibi6 el crecimiento de S. aureus
y E.coli [78], el de L. alba, quimiotipo citral, inhibié S. aureus y P. aeruginosa [50,
149] y el quimiotipo carvona, de esta misma especie, fue efectivo en la inhibion de
S. aureus [28]. Las diferencias entre los resultados obtenidos pueden deberse
entre otros factores, al medio de cultivo, a la técnica de ensayo, la fuente botanica
de la planta, su edad, la cantidad de aceite empleado, ya que estos factores

pueden implicar grandes variaciones en la determinacion de la bioactividad [150].

Los efectos antimicrobiales de los componentes de los AEs, se basan en la
habilidad de estos para deteriorar las biomembranas, en concordancia con su
lipofilicidad; ésta propiedad les permite atravesar la bicapa lipidica e interactuar
con las enzimas, inhibiendo los procesos necesarios para la vida y la reproduccion
[151]. El orden de actividad de los metabolitos secundarios vegetales disminuye

de fenoles a alcoholes, aldehidos, cetonas hasta hidrocarburos [152].

Los aceites esenciales, ricos en compuestos fendlicos, timol y carvacrol han
reportado altos niveles de actividad antimicrobial. El carvacrol presente en los AEs
les confiere efectos biostaticos y biocidas en bacterias, hongos y levaduras [148,
150].

128



En adicion, los posibles efectos sinergisticos o antagonisticos entre metabolitos
presentes en los AEs, pueden afectar la efectividad de algunos compuestos. Asi,
e.g. cis- y trans- dihidrocarvonas, linalool y frans- carveol [148], han mostrado
pronunciada actividad antimicrobial, pero el aceite de L. alba, quimiotipo carvona,
en el cual se encuentran presentes estos metabolitos, fue el menos efectivo de los
aceites probados. Adicionalmente, limoneno y a-pineno, han mostrado bajos

niveles de actividad antimicrobial [152, 153].

Para muchos AEs, o ha sido posible correlacionar su actividad antibacterial con el
porcentaje de los metabolitos mayoritarios presentes en el aceite, puesto que
muchos compuestos que se encuentran a nivel de trazas, pueden jugar un rol
decisivo en el momento de determinar la bioactividad, tanto por su accién directa

como por el sinergismo.
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4. CONCLUSIONES

El contenido de aceite esencial en las plantas estudiadas varia
considerablemente de una especie a otra: Lippia origanoides contiene
1.46+0.05% de esencia, siendo la especie de mayor rendimiento del aceite,
seguida de Lippia alba, quimiotipo carvona, con 0.97+0.03%, y Lippia alba,
quimiotipo citral, con 0.4+0.03%; el rendimiento mas bajo de aceite

esencial lo presenta Phyla (Lippia) dulcis, con tan solo 0.129+0.008%.

Las composiciones quimicas de los aceites esenciales de las tres especies
estudiadas muestran grandes variaciones: asi, para los aceites esenciales
de Lippia alba, quimiotipo citral y carvona, y Lippia origanoides, los
monoterpenos oxigenados son los componentes mas abundantes (67, 44 y
56%, respectivamente). A su vez, cada AE contiene compuestos
oxigenados de diferente naturaleza, a saber: L. alba, quimiotipo citral, se
caracteriza por un alto porcentaje de aldehidos a,B-insaturados (neral, 19%
y geranial, 23%), el aceite de L. alba, quimiotipo carvona, contiene cetonas
ciclicas en un 38%, principalmente, carvona, piperitenona y piperitona, y el
AE de L. origanoides esta representado por compuestos fendlicos, timol y
carvacrol, en 14 y 33 %, respectivamente. El AE de Phyla (Lippia) dulcis,
se caracterizd por su contenido alto de sesquiterpenos (63%): trans-3-
cariofileno, &-cadineno y biciclogermacreno, entre otros. El uUnico
compuesto comun que se encuentra en todos lo AEs, en un porcentaje

superior al 0.1%, es el trans-B-cariofileno.

La familia Verbenaceae presenta especies con diversidad de quimiotipos,
para los cuales la composicion quimica de los aceites esenciales determina
sus diferentes aplicaciones. Los dos quimiotipos de Lippia alba estudiados

en el presente trabajo de investigacion, muestran diferencias en cuanto a la
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forma de sus hojas y su crecimiento, principalmente; en tanto, que las
plantas de Phyla dulcis empleadas difieren considerablemente de la
descripcion morfolégica realizada por Compadre [65], para el quimiotipo

alcanfor de Lippia dulcis.

Dos quimiotipos de Lippia dulcis han sido descritos previamente [60]; en
uno de ellos, proveniente de México, el alcanfor fue el metabolito mas
abundante, el otro quimiotipo fue encontrado en Puerto Rico. En el aceite
esencial de este ultimo, se identificdé el hernandulcin, un compuesto 1000
veces mas dulce que la sacarosa [69]. Las plantas estudiadas en este
trabajo, provenientes de Piedecuesta, Santander, se caracterizan por un
minimo contenido de hernandulcin, el cual se identific6 en el aceite

esencial después de su sililacion.

La efectividad antirradicalaria de los AEs estudiados fue menor que la
observada para antioxidantes de referencia, i.e. Vitamina E y Trolox®. La
esencia mas activa es la de Lippia origanoides, para la cual el ECs
determinado es de 6 mg de AE/mg de DPPH' y su cinética fue ca. 90 min.
Esta capacidad se debe al contenido alto de fenoles en el AE, timol y

carvacrol, que constituyen ca. 50% del aceite.

Los compuestos volatiles oxigenados determinan en un alto grado las
propiedades funcionales de los aceites esenciales. Los monoterpenos
oxigenados son los principales responsables de las notas aromaticas de
las esencias, y de su solubilidad en etanol. Los compuestos fendlicos,
poseen las mayores efectividades como agentes antirradicalarios y
antioxidantes. Dependiendo de su estructura molecular, los compuestos
oxigenados ejercen mayor o menor actividad biolégica contra hongos,
parasitos o bacterias, e.g. los aldehidos alifaticos presentan mayores

capacidades de inhibicion de parasitos que incluso los compuestos
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fendlicos. Los datos de actividad biolégica de los aceites de la plantas

estudiadas se reunen en la Tabla 27.

Tabla 27. Resultados generales de los ensayos y determinaciones realizadas a los

aceites esenciales de Lippia alba, quimiotipo citral y carvona, Phyla (Lippia) dulcis

y Lippia origanoides.

L. alba,

L. alba,

Planta, Aceite esencial quimiotipo quimiotipo P. (L'Ippla) L'. .
. dulcis origanoides
carvona citral
No.voucher, COL (UN, Bogota) 512079 512075 512078 512077
Rendimiento AE, % 0.97+0.03 0.4+0.03 0.1291£0.008  1.46+0.05
d, g/mL 0.900 0.894 0.92 0.922
Np 1.4987 1.4957 1.5095 1.5143
Propiedades ap>, © (+) 3.48 (-) 4.59 (+) 0.40 (+)0.05
fisico- Solubilidad,
quimicas mL de AE/mL :
e . Ligeramente
solucion 15 Miscible soluble 64
(80%v/v
C,HsOH/H,0)
Carvona, Geranial, trans-f3- Timol,
limoneno, neral, cariofileno, carvacrol,
biciclosesquife- geraniol, o-cadineno, y-terpineno,
Metabolitos mayoritarios landreno, nerol, acetato biciclogerma- p-cimeno,
piperitenona, de geranilo, creno, a- trans-f3-
piperitona, trans-f3- bisabolol, cariofileno,
B-bourboneno cariofileno a-copaeno a-humuleno
Citotoxicidad en células Vero Media Media Alta Nula
L. chagasi Baja Alta Media Alta
Candida Baja Baja Baja Baja
Aspergillus Baja Baja Baja Baja
Bioactividad | E. coli Nula Nula Nula Media
S. aureus Nula Nula Nula Media
S. tiphymurium  Nula Nula Nula Media
P. aeruginosa Nula Nula Nula Nula

L]

De los resultados obtenidos en el presente estudio, el aceite esencial de

Lippia origanoides es el mas promisorio, a saber: es de mayor rendimiento
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de extraccion (1.46+0.05%), miscible con soluciones acuosas de etanol al
80% (v/v), lo que lo hace apto en la formulacion de perfumes, fragancias y
productos cosmeéticos; es el antioxidante natural mas efectivo, presentando
un ECsp de 6 mg de AE/ mg de DPPH’, no mostré toxicidad en células
Vero, fue activo inhibiendo el desarrollo de hongos de los géneros
Aspergillus y Candida, promastigotes de Leishmania chagasi, y algunas
bacterias incluyendo, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Salmonella tiphymurium ATCC 13311. Por lo que, su aplicacién
como conservante de alimentos y en la formulacion de fitofarmacos podria

recomendarse.
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L]

5. RECOMENDACIONES

Desarrrollar ensayos de actividad antioxidante por metodologias de
peroxidacion lipidica u otras diferentes de atrapamiento radicalario, para
aceites esenciales que en su composicidon contengan cantidades muy
pequefias de compuestos fendlicos, e.g. Phyla (Lippia) dulcis y Lippia alba,

quimiotipo citral.

Los aceites esenciales ricos en compuestos fendlicos presentan
potenciales aplicaciones como antioxidantes y como agentes preservantes.
El aceite esencial de Lippia origanoides contiene ca. 50% de compuestos
fendlicos y buen rendimiento de extraccién (ca. 1.5%). Su composicidn es
similar a la de los aceites ya posicionados en el mercado internacional,
tales como aceites de orégano y tomillo. Por tal razén, se requieren
estudios enfocados hacia la evaluacion de la factibilidad comercial de la

obtencion industrial de estos aceites.

Las plantas de Phyla (Lippia) dulcis, contienen en su composicion
metabolitos con alto potencial antirradicalario, los cuales probablemente
sufren descomposicion térmica durante su extraccion y analisis. Por tal
razon, es necesario aislar los metabolitos, entre ellos el hernandulcin,
aplicando metodologias que no involucren temperaturas altas, como es el
caso de la extraccion con fluido supercritico (SFE). De igual forma, para
evitar la descomposicién de estos analitos en el puerto de inyecciéon de
GC, se recomienda realizar inyeccion on-column, tanto de muestras del
AE, como del extracto, asi como pruebas de bioactividad del extacto, para
comparar el efecto del método de extraccion sobre la composicion y la

actividad biolégica.



L]

Los resultados de actividad biologica variaron de una especie a otra,
siendo promisorios los AEs de L. alba, quimiotipo citral, y L. origanoides,
mezclas con abundante contenido de aldehidos a,B-insaturados vy
derivados fendlicos, respectivamente. Mientras, la actividad de los aceites
con alto contenido de cetonas ciclicas (L. alba, quimiotipo carvona) y
sesquiterpenos [Phyla (Lippia) dulcis], fue baja, incluso presentando
toxicidad. Por tal razon, se sugiere desarrollar ensayos de actividad
biolégica para patrones de los metabolitos mayoritarios de cada uno de los
aceites, a saber: citral, timol, carvona y trans-B-cariofileno, con el fin

identificar el impacto de éstos sobre la actividad de los AEs ensayados.
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