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Cultivo de Lippia dulcis establecido en la parcela 6
situada en el municipio de Bolivar.

Perfil cromatografico tipico de los AE de Lippia dulcis,
aislados por destilacién con agua-vapor. Columna DB-5
(60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).

Componentes mayoritarios presentes en el AE de Lippia
dulcis, cultivada en las parcelas N° 6 y 13 (Anexo 2), de
la Subregién de Vélez.

Espectro de masas del a-felandreno (MS, El, 70 eV),
presente en los AE de Tanacetum parthenium vy
Rosmarinus officinalis.

Posibles rutas de fragmentacion del a-felandreno (MS, El,
70 eV).

Espectro de masas del d-cadineno (MS, EI, 70 eV),
presente en los AE de Salvia palaefolia y Lippia dulcis.
Posibles rutas de fragmentacion del d-cadineno (MS, El,
70 eV).

Espectro de masas de la mentona (MS, El, 70 eV),
presente en los AE de Minthostachis mollis y Mentha

pulegium.
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Figura 64.

Figura 65.

Figura 66.

Figura 67.

Figura 68.

Figura 69.

Posibles rutas de fragmentacién de la mentona (MS, El,
70 eV).

Espectro de masas del estragol (MS, El, 70 eV), presente
en los AE de Tagetes filifolia, Tagetes Ilucida y Lippia
dulcis.

Posibles rutas de framentacion del estragol (MS, El, 70
eV).

Grado de inhibicion del cation-radical ABTS™, en funcién
de la cantidad (mM) de Trolox®.

Grado de inhibicidn de las sustancias control (vitamina E,
BHT, BHA), en funcién del tiempo.

Representacion grafica de las estructuras moleculares de
la vitamina E, BHA y BHT.
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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
SEIS ESPECIES VEGETALES CULTIVADAS EN LOS MUNICIPIOS DE BOLIVAR Y EL
PENON, SANTANDER - COLOMBIA*

Autores: Adriana Patricia Vargas Rodriguez**
Edwin Javier Bottia Santos**

Palabras clave: aceite esencial, Lippia alba, Lippia dulcis, Rosmarinus officinalis,
Cymbopogon citratus, Ocimun basilicum, Tagetes lucida, actividad biolégica.

Como parte del macro proyecto “PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE HIERBAS
AROMATICAS, MEDICINALES Y ACEITES ESENCIALES PARA LOS MUNICIPIOS DE
BOLIVAR, EL PENON Y GUAVATA” adelantado por la Corporacién de Desarrollo y Paz del
Magdalena Medio, CDPMM y enmarcado dentro de la misién de CENIVAM; en este trabajo
se realizd el analisis fitoquimico de los AE de diferentes especies vegetales aromaticas,
colectadas de manera silvestre en los municipios de la Subregion de Vélez. Asimismo, se
aislaron y analizaron, respectivamente, por destilaciéon con agua-vapor y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), los metabolitos secundarios volatiles
de Rosmarinus officinalis, Lippia alba, Cymbopogon citratus, Tapetes lucida, Lippia dulcis y
Ocimum basilicum.

Por otro lado, se determinaron sus propiedades fisico-quimicas. Se evalué la capacidad
antioxidante, por el ensayo de descoloramiento del cation-radical ABTS+., de algunas de las
esencias y se estudiaron las propiedades antifingica y citotoxica contra Candida krusei,
Candida parapsilosis, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y Artemia franciscana,
respectivamente.

Como resultados destacables se encuentran la composicion quimica de los AE de las
especies Lepechinia bullata y Salvia paleafolia, por primera vez reportadas, la informacion
agronémica acerca de la adaptacion de las especies y el volumen de produccién de AE,
nuevas especies potencialmente atractivas para la tecnificacion de su cultivo y la baja
efectividad de las esencias como mezclas antioxidantes en el atrapamiento de radicales.

En conclusién, la realizacion de este trabajo permitid conocer las potencialidades de la
region, ampliar las expectativas de la comunidad rural de la Subregion de Vélez y servir
como una muy buena primera experiencia en la agro-industrializacion de cultivos de plantas
aromaticas para la produccion de AE.

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

TITLE: STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS SIX PLANT
PRODUCED IN THE CITIES OF BOLIVAR AND PENON, SANTANDER - COLOMBIA*

Authors: Adriana Patricia Vargas Rodriguez**
Edwin Javier Bottia Santos**

KEYWORDS: essential oil; Lippia alba, Lippia dulcis, Rosmarinus officinalis, Cymbopogon
citratus, Ocimun basilicum, Tagetes lucida; bilogical activity.

As part of the macro project “PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DE HIERBAS
AROMATICAS, MEDICINALES Y ACEITES ESENCIALES PARA LOS MUNICIPIOS DE
BOLIVAR, EL PENON Y GUAVATA” by the Corporacion de desarrollo y paz Magdalena
Medio CDPMM in association with CENIVAM; the goal of this study was the phytochemical
analysis of the essential oils from aromatic plants collected in wild way in the Velez
subregion. Secondary metabolites volatile of these essential oils were isolated from
Rosmarinus officinalis, Lippia alba, Cymbopogon citratus, Tagetes lucida, Lippia dulcis y
Ocimum basilicum by distillation with water-steam and analyzed by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS).

On the other hand, were determined their physico-chemical properties. We evaluated the
antioxidant capacity for testing discoloration of the cation-radical ABTS +. of some of the
essences and antifungal properties were studied and cytotoxic against Candida krusei,
Candida parapsilosis, Aspergillus flavus, and Aspergillus fumigatus Artemia franciscana,
respectively.

As remarkable results are the chemical composition of the essential oils species of Salvia
paleafolia Lepechinia bullata and for the first time has been reported, agronomic information
about the adaptation of species and the volume of production of essential oils, potentially new
species attractive for the technification of their crop and the low effectiveness of this
essences as mixtures of antioxidants in atropamiento radicals.

In conclusion, this work has done possible to know the potential of the region, to expand the
expectations of the rural community in the Velez subregion. This was a first good experience
in the agro-industrial sector of aromatic plants for the production of essential oil.

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

En la actualidad, el mercado mundial de los AE ha experimentado un
aumento, como consecuencia del cambio de patrones en el consumo debido
a la tendencia de la utilizacion de productos naturales. Por otra parte, a pesar
de que Colombia posee una gran riqueza en cuanto a numero de especies
vegetales capaces de servir como fuente de los AE, importa el ¢.a.100% de
estas materias primas. En los ultimos afios, Colombia importé aceites
esenciales (AE), oleorresinas y mezclas de sustancias odoriferas por un valor
aproximado de 500 millones de dolares; de los cuales, el 11,7% (ca. 13
millones de ddlares) corresponden a las importaciones de AE y oleorresinas,
mientras que el restante 88.3% fueron mezclas de sustancias odoriferas

(saborizantes, aromatizantes, flavours) [146].

Incentivado por hacer un mejor aprovechamiento de la diversidad de
nuestros recursos naturales, el Centro Nacional de Investigaciones para la
Agro-industrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales
Tropicales — CENIVAM, enfoca su investigacion hacia la obtencion del
conocimiento en diferentes areas de la cadena productiva de aceites
esenciales y derivados de extractos de plantas aromaticas y medicinales.
Ademas, a través del trabajo técnico y cientifico del Centro se plantea
resolver y satisfacer las necesidades de las industrias de fragancias

presentes en el pais.

La busqueda de alternativas que permitan a nuestro pais sostener y
proyectar niveles superiores de conocimiento sobre sistemas productivos,

con el fin de desarrollar nuevas estrategias agricolas, debe vincular no



solamente al sector académico, sino también a los diferentes sectores

productivos y a la sociedad.

De esta manera, la Corporacion de Desarrollo y Paz del Magdalena Medio,
CDPMM, de la sub-regién de Vélez, adelanté el Poyecto de PRODUCCION Y
COMERCIALIZACION DE HIERBAS AROMATICAS, MEDICINALES Y
ACEITES ESENCIALES PARA LOS MUNICIPIOS DE BOLIVAR, EL PENON
Y GUAVATA, cuyo objetivo es mejorar la calidad de vida de mas de 250
familias campesinas de la provincia de Vélez, vinculadas a diferentes

Asociaciones Campesinas.

El presente trabajo hace parte del macroproyecto presentado por la CDPMM,
el cual busco principalmente entregar a la comunidad de los municipios de
Bolivar, El Pefion y Guavata, Santander, conocimiento completo y detallado
de la cadena productiva de aceites esenciales, brindar informacion acerca de
qué especies (Lippia alba, Lippia dulcis, Cymbopon citratus, Tagetes lucida,
Rosmarinus officinalis y Ocimum basilicum) se adaptaron mejor a las
condiciones climaticas de la region y estimar si su cultivo a escala semi-
industrial es favorable para la produccion de aceites esenciales. Ademas se
se realizé una expedicidon botanica por la region, la cual, buscé la obtencién
de informacidn necesaria para incentivar la tecnificacion de especies
promisorias nativas de la Subregion de Veléz. Por otra parte, se realizaron

actividades biologicas (antioxidante, antimicética y citotoxicidad), para los AE.

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

comercializacion de estos productos.
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El trabajo de investigacion consta de 8 capitulos, contiene 69 figuras, 46

tablas, 180 referencias bibliograficas y 4 anexos.
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1. ESTADO DEL ARTE
1.1 Lippia alba

La Lippia alba es una especie vegetal originaria de bosques tropical seco y
subtropical americano, pertenece a la familia de Verbenaceae y se encuentra
ampliamente distribuida en América Central, Suramérica, Africa Tropical y
algunas regiones de Asia [1,2]. Conocida en diferentes regiones de Colombia
con los nombres de “Pronto alivio”, “Curalotodo”, “Orégano de cerro” y “Quita
dolor” es frecuentemente utilizada, por su agradable olor, como planta

ornamental [3].

Es una hierba perenne, erecta, arbustiva, que crece hasta 2 m y presenta un
fuerte olor a menta, lima o limén. Densamente pubescente, de tallos lefiosos,
ramas largas y arqueadas; hojas pequenas, opuestas, de color verde y flores

fragantes de color azul, rosado, lila o violeta (Figura 1) [3,4].

Mok I das s A

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

Generalmente, es utilizada por diversas poblaciones para el tratamiento de
multiples enfermedades, puesto que presenta un amplio espectro de accion
farmacoldgica. Tradicionalmente, se emplea como diaforético y emenagogo,
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para el tratamiento de la tos, gripa, asma, bronquitis, diabetes y contra
diversas afecciones gastrointestinales [3,4]. Ademas, se le atribuyen
propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antipiréticas, sedantes,

antimicrobiales, antivirales, citostaticas y anticonvulsionantes [1-4].

La composicion quimica de los aceites esenciales de L. alba ha sido objeto
de amplios estudios, sin embargo, en la literatura se observan diferencias
acerca del contenido y tipo de los constituyentes mayoritarios presentes en
los aceites. Tales variaciones en las composiciones de los AE de L. alba han
llevado a diferentes autores de distinguir varios quimiotipos [5], i.e. individuos
de una misma especie botanica, idénticos morfologicamente, pero con
diferente composicion quimica de sus metabolitos secundarios volatiles. Asi,
es posible citar los siguientes quimiotipos de L. alba segun sus componentes
mayoritarios: citral [5-9], linalool [9-14], y-terpineno [15], citral-mirceno [5],
citral-limoneno [5], citral-trans-f-cariofileno [16], citral-germacreno D [7],
carvona-limoneno [5,7,9,17-20],1,8-cineol-alcanfor [21], 1,8-cineol-limoneno

[7], limoneno—piperitona [22], estragol [23] y tagetenona [6,24].

Dada la muy variada informacion acerca de los constituyentes de los aceites
de Lippia alba, recientemente investigadores franceses [25], establecieron la
existencia de siete quimiotipos (Tabla 1), con base en los siguientes
aspectos:
e Laidentidad de los componentes mayoritarios;
e Los compuestos minoritarios, pero caracteristicos, frecuentemente
encontrados en un quimiotipo dado;
e El conocimiento de las rutas biosintéticas y la relacion existente entre
ellas; precursor bioquimico comun,;
e La informacion disponible sobre la posible influencia de factores
estacionales o climaticos vy,
e La ubicacion geografica de los lugares o zonas establecidas para un

quimiotipo dado.
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Para algunos autores la amplia variabilidad fitoquimica que presenta la L.
alba se debe a alteraciones genéticas infraespecificas, ya que las especies
vegetales transplantadas a un nuevo ambiente mantienen la composicion

quimica original de sus esencias, salvo algunos cambios cuantitativos [9,24].

Tabla 1. Quimiotipos y subtipos de la especie Lippia alba (Mill) N.E. Brown ex
Britton & Wills, de acuerdo con los componentes mayoritarios presentes en
su AE.

Especie Quimiotipo Subtipo Compuestos mayoritarios
Lippia alba  Quimiotipo | Subtipo la Citral (neral + geranial)

Subtipo Ib Linalool
Subtipo Ic Citral + Linalool
Subtipo Id B-trans-Cariofileno

Quimiotipo Il - Tagetenona (mircenona +

ocimenona)
Quimiotipo IlI Subtipo llla Limoneno + Carvona +

Germacreno D
Subtipo IlIb Limoneno + Dihidrocarvona,
Piperitona, Piperitenona o

Lipiona
Quimitipo IV - Mirceno
Quimiotipo V - y-Terpineno
Quimiotipo VI - Alcanfor + 1,8-Cineol
Quimiotipo VII --- Estragol

En Colombia predomina la L. alba quimiotipo llla, cuyas esencias presentan

un contenido de carvona que varia entre el 30 y 55% en peso del AE [20,26].

En cuanto a las condiciones de cultivo, la Lippia alba se puede reproducir con
facilidad de forma vegetativa mediante acodos o esquejes semilefiosos en
sustratos porosos [27,28], la propagacion por semilla es poco recomendada,
pues el porcentaje de germinacion es muy bajo [27]. Se recomienda sembrar
a distancias de 0,9 m entre surcos y 0,4 m entre plantas [27]. Esta especie es
poco exigente en lo que respecta a clima y suelo, sin embargo, para un buen
establecimiento, se requiere un suelo bien drenado y condiciones de media-
alta luminosidad [29,30] y la aplicacion de fertilizantes nitrogenados e.g.

gallinaza, urea, etc., que mejoran el desarrollo foliar de las plantas [31,32].
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1.2 Rosmarinus officinalis

La especie Rosmarinus officinalis es una planta que pertenece a la familia de
las Lamiaceae, es originaria de las costas del mediterraneo y conocida
vernaculamente como romero [3]. La planta es un subarbusto, ascendente,
muy ramificado, perenne, que puede crecer hasta 2 m; presenta hojas
pequenas y opuestas casi lineares y flores de color azul-violaceo palido o
blanquecino (Figura 2) [3]. Las partes aéreas de la planta poseen un olor
aromatico alcanforado y su sabor es pronunciado, algo amargo y astringente
[3].

Figura 2. Planta de Rosmarinus officinalis. L.

El R. officinalis puede ser cultivado en diferentes niveles altitudinales, hasta
2800 msnm, y en una amplia variedad de climas. Para su reproduccion se
recomienda la propagacion mediante la utilizacion de semillas o esquejes,
plantados a distancias de 0.9 m entre surcos y 0.6 m entre plantas, en suelos
arenosos, muy permeables y bien drenados. Esta especie precisa protecciéon
contra vientos y heladas, aunque puede tolerar temperaturas de hasta -5 C
[33].
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Popularmente, el R. officinalis se usa como antiséptico, antidepresivo,
antiespasmadico, digestivo, diurético, carminativo, abortivo, insecticida y
como estimulante [34-36], mientras que, su AE es incorporado en pomadas
para tratamientos de reumatismo, Ulceras y heridas. También, el AE
mezclado con otras drogas se emplea para la elaboracion de tonicos
capilares para el cuidado del cabello, la alopecia y la caspa (Pityriasis

simples).

En medicina, el AE de R. officinalis se emplea por sus propiedades
estimulantes, presumiblemente debido a su alto contenido de alcanfor [34],
mientras que, en las industrias cosmética, farmacéutica y de alimentos, se
utiliza como fragancia en sopas, cremas, lociones y perfumes, asimismo,

como preservante de alimentos por sus propiedades antioxidantes [36,37].

Diversos estudios sobre R. officinalis describen la composicion quimica de su
AE (Tabla 2). La variabilidad en el tipo y contenido de los compuestos
presentes en la esencia se atribuye, en gran medida, a factores intrinsecos
e.g. quimiotipo, estado de desarrollo fenoldgico, parte de la planta, etc., y
extrinsecos e.g. condiciones climaticas, labores -culturales, tratamiento
postcosecha, etc., de la planta y a los métodos de obtencion y analisis del

aceite.
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Tabla 2. Principales compuestos presentes en el AE de la especie

Rosmarinus officinalis de diferentes origenes.

Origen

Composicion quimica del AE de romero

Grecia

1,8-Cineol (561.2 %), a-pineno (10.3 %), borneol (4.7 %), y canfeno (4.0 %) [38].

Bulgaria

a—Pineno (31.1 %), canfeno (9.2 %), B-pineno (5.9 %), mirceno (8.0 %),
a-fenantreno (2.6 %), limoneno (5.6 %), a—terpineno+1,8-cineol (16.7 %),
alcanfor (7.3 %), acetato de isobornilo (1.4 %), terpineno + terpinoleno (11.0 %)
[39].

Hungria

a-Pineno + canfeno (24.9 %), 3-octenona (10.0 %), B-pineno (3.8 %),
1,8-cineol (20.1 %), alcanfor (14.7 %), borneol (3.0 %), a-terpineol (0.5 %),
verbenona (0.8 %), acetato de bornilo (6.0 %), trans-B-cariofileno (9.7 %) [40].

Portugal

Mirceno (20-52 %) y a-pineno (12-30 %) [41,42].

a-Pineno (11,2 %-12,1 %), mirceno (31,5%-36,2%), 1,8-cineol (12,8%-14,9%),
alcanfor (8,7%-14,4%) [43].

Colombia

1,8-Cineol + limoneno (7-24%), alcanfor (20-21 %), a-pineno (2-11 %), canfeno (1-
11 %), B-pineno (2-10%), borneol (2-5%), acetato de bornilo
(2-4 %) [44].

Algeria

1,8-Cineol (29.5 %), 2-etil-4,5-dimetilfenol (12.0 %), alcanfor (11.5 %),
borneol (9.4 %), a-terpineol (9.2 %) y a-pineno (7.5 %) [35].

1,8-Cineol (31.9 %-52.4 %), alcanfor (12.6 %-19.7 %), a-pineno (0.4 %-5.2 %),
canfeno (0.3 %-3.0 %), B8 —pineno (0.3 %-5.7 %), borneol (3.4 %-12.1 %), a-terpinol
(2.1 %-12.8 %), B—cariofileno (3.0 %-4.2 %) [45].

Brasil

a-Pineno (41.63%), 1,8-cineol (19.35%), canfeno (4.73%), verbenona (3.86%) y
borneol (3.10%) [46].

Turquia

Identificaron AE de tres regiones cercanas al mediterraneo:

Mersin: 1,8-Cineol (58-1 %), alcanfor (12.1 %),a-pineno (8.8 %)

Izmir: a-Pineno (14.2 %), 1,8-cineol (15.5 %), alcanfor (13.7 %), verbenona
(11.8 %), borneol (8.1 %)

Canakkale: a-Pineno (12.6 %), 1,8-cineol (12.3 %), alcanfor (16.0 %),
verbenona (12.2 %), borneol (7.4 %) [47].

Egipto

Identificaron AE de dos regiones:

Sinai: Verbenona (12.3%), alcanfor (11-3%), acetato de bornilo (7.6%), limoneno
(7.1%) y linalool (6.60%), no se encontré alcanfor.

Giza: Alcanfor (14.9%), a—pineno (9.3%), 1,8-cineol (9.0%) y linalool (5.44%) [34].

Italia

Identificaron dos quimiotipos:

Quimiotipo I: (a —pineno)

a—Pineno ( 28.6 %), canfeno (7.44 %), 1,8-cineol (8.50%), alcanfor (9.26 %),
borneol (5.97 %) y verbenona (5.97 %).

Quimiotipo II: (1,8-cineol)

a —Pineno (18.6%), B-pineno (6.79%), 1,8-cineol (43,3%) y borneol (8.96%) [37].
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Por otro lado, el AE de romero presenta propiedades antimicrobiales contra
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Mycobacterium intracellularae,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. Investigadores europeos
atribuyen estas propiedades al alto contenido de 1,8-cineol, presente en la
esencia [34,35,37].

1.3 Cymbopogon citratus

El género Cymbopogon pertenece a la familia de Poaceae y comprende
cerca de 120 especies. Estas, en su mayoria, son originarias de las regiones
calidas y tropicales de Asia, aunque también se encuentran ampliamente

distribuidas en América Central, Suramérica y Africa [4,48].

Entre las especies Cymbopogon sp. se distinguen C. citratus, C. flexuosus,
C. winterianus, C. martinii, y C. nardus; que por su agradable y caracteristico
olor se utilizan como materia prima para la producciéon de esencias naturales
de interés comercial (Tabla 3) [48,49].

La planta Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, conocida comunmente como
“Limonaria” o “Limoncillo”, es una hierba perenne, vivaz que crece hasta 1 m.
Posee un tallo redondo, corto y ramificado, que origina numerosas macollas;
presenta hojas lanceoladas, pubescentes, de color verde y superficie aspera
y cortante, que emanan un olor caracteristico a lima o limén (Figura 3)
[4,27,33].
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Tabla 3. Principales AE de interés comercial obtenidos a partir de diferentes

especies del género Cymbopogon sp.

Aceite Nombre Especie Composicion Aplicacién
Esencial comercial utilizada
Citronella Oil | Sri Lanka Cymbopogon Citronelal (3-6%) Productos de
Citronella Oil nardus L. Borneol (4-7%) aseo y limpieza
Citronelol (3-9%) personal y para

Geraniol (15-23%) el hogar
Metil isoeugenol (7-

11%)
Java Cymbopogon Citronelal (31-40%) | Perfumeria;
Citronella Oil winterianus Geraniol (20-25%) produccion de
Jowitt Citronelol (9-14%) citronelal

Acetato de geranilo
(3-6%) Acetato de
citronelilo (2-4%)

Lemongrass Oil | West Indian o Cymbopogon Neral (31-40%) Materia prima
Guatemala citratus DC. Geranial (40-50%) para el
Lemongrass aislamiento del
Oil citral
East Indian Cymbopogon Neral (25-35%)
Lemongrass flexuosus Nees | Geranial (35-47%)
Oil ex Steud.
Palmarosa Oil | Palmarosa Oil | Cymbopogon Geraniol y sus Perfumeria 'y
martinii (Rox.) ésteres (95%) cosmeética;
W. Wats. var. obtencién de
motia geraniol y sus
ésteres

Las infusiones de las hojas frescas o secas de C. citratus han sido utilizadas
por diferentes culturas alrededor del mundo, para el tratamiento de diversas
dolencias: tos, neumonia, fiebre, reumatismo, neuralgias y desordenes
gastrointestinales, entre otras, mientras que, el rizoma es utilizado como
dentifrico [4,33,50-53]. De esta manera, a la planta se le atribuyen
propiedades sedantes, hipnoéticas, analgésicas, antiespasmaodicas,
antipiréticas, antisépticas, antiflamatorias, antihipertensivas y antirreumaticas
[4,50-53]. El efecto de este tipo de propiedades terapéuticas depende de la
posologia y modo de administracién, si es por via oral o de manera

parenteral [51-53].
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Figura 3. Planta de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf.

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf es una planta aromatica de clima tropical o
subtropical, que necesita de lluvias abundantes, humedad relativamente alta
y plena exposicion solar; responde a cualquier tipo de suelo, siempre y
cuando no sean muy compactos o estén mal drenados y crece en alturas de
hasta 1700 msnm [27,48,54-58]. Su propagacion se realiza de forma
vegetativa por division de plantas. La densidad de siembra 6ptima es 0,9 x
0,5 m entre surcos y entre plantas, respectivamente [54]. Se recomiendan 3 6

4 cortes anuales [55].

La composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles y
semivolatiles presentes en las hojas de C. citratus, ha sido estudiada
utilizando diversas técnicas de extraccion, entre ellas, se encuentran:
extraccién con solvente y sonificacion, extraccion con fluido supercritico
(SFE), extraccion con solvente acelerado (ASE), destilacion—extraccién con
solvente simultanea (SDE), destilacion por arrastre con vapor seco (SD),
hidrodestilacion (HD) e hidrodestilacion asistida por la radiacion de
microondas (MWHD) [59,60]. EI AE obtenido a partir de las hojas de C.

38



citratus posee un elevado contenido de citral, que representa entre el 50-75%

del total de la esencia [61,62].

El AE de C. citratus, debido a su alto contenido de citral, presenta una
efectiva actividad antibacterial y antifungica frente a un amplio espectro de
microorganismos, entre ellos, Aspergilus niger, A. ochraceus, Fusarium
culmorun, Staphylococcus aureus, Beneckea natriegens, Salmonella

pullorum, Citrobacter freundii y Clostridium perfringens, entre otros [63-66].

También se ha evaluado la capacidad antioxidante de los AE, extractos
alcohdlicos e infusiones de C. citratus en diversos ensayos; obteniéndose
resultados interesantes en las pruebas de luminol-fotoquimiluminiscencia,
PCL, y en los tests de decoloracién del B-caroteno y del radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo, DPPH'[67].

1.4 Tagetes lucida

El género Tagetes pertenece a la familia Astereaceae y comprende cerca 50
especies [4], entre ellas, la Tagetes lucida Cav. (Tagetes florida sweet),
comunmente conocida en México como “Anisillo” o “Flor de Santa Maria” y
en Guatemala y Honduras como “Pericon”. Es una hierba perenne,
aromatica, erecta, que crece entre 30 y 95 cm. Se levanta desde una base
corta, gruesa y lefiosa; cimosamente ramificada. Presenta hojas opuestas,
puntiagudas, finamente dentadas, con numerosas glandulas oleosas y flores

amarillas en pequefias cabezuelas terminales (Figura 4) [4].
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Figura 4. Planta de Tagetes lucida Cav.

La planta es nativa de México y se distribuye por toda Mesoamérica y
Suramérica, se encuentra principalmente en bosques de encino y laderas de
ubicadas entre 1000 y 2600 msnm, con temperaturas entre 15 y 20°C
[4,68,69].

La infusién de las flores y hojas se usa en Guatemala, México y otros paises
latinoamericanos para aliviar los dolores del parto, como tratamiento para la
anemia, las afecciones nerviosas, gastrointestinales e.g. codlicos, diarrea,
flatulencias, indigestiébn, nauseas, vomitos, etc., y respiratorias e.g.
amigdalitis, gripe, resfriados y tos ferina, entre otras, asi como para los
dolores menstruales, el reumatismo y las ulceras. El zumo de las hojas y
flores se utiliza como repelente de mosquitos y, en México, las hojas se

fuman debido a sus presuntas propiedades alucinégenas [4,70].

Para la tecnificacion del cultivo de Tagetes lucida se recomienda la
propagacion del material vegetal por semillas o esquejes, sembrados a
distancias de 0.6 m entre surcos y 0.3 m entre plantas [69]. La siembra debe

realizarse al inicio de las lluvias [69].
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Aunque en condiciones silvestres, la planta se encuentra en suelos
arcillosos, bajo cultivo responde mejor en suelos francos con suficiente

materia organica [69].

La cosecha del material vegetal se realiza en el periodo de plena floracion de
la planta, puesto que se obtiene la mayor produccion de aceite esencial. El
primer corte debe realizarse cuatro meses después de la siembra y los cortes
subsiguientes entre los 75 y 90 dias después del anterior. El corte de las

plantas debe realizarse 5 cm por encima del suelo [69].

En cuanto a la composicion quimica de los AE de Tagetes lucida, el estragol
(Figura 5) es principal constituyente de las esencias (Tabla 4), posee un olor
agradable, reminiscente a anis y se emplea en la industria de fragancias y
sabores [68,71]. Otros constituyentes importantes son el frans-anetol y el

metil eugenol.

OCH, OCHs4 OCHj4
OCHj4
CHs; CH, CH,
A B C

Figura 5. Estructuras de los componentes mayoritarios presentes en el AE

de Tagetes lucida cav spp. A. Anetol; B. Estragol y C. Metil eugenol.
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Tabla 4. Principales compuestos presentes en el AE de la especie Tagetes

lucida de diferentes origenes.

Origen Compuestos mayoritarios

Guatemala Estragol (33.9 %), anetol (23.8 %), metil eugenol (24.3 %) [72]

Italia Flores: La esencia contenia principalmente estragol (93.8 %) y el trans-$-
cariofileno (2.1 %) [71].

Hojas: Se observo una disminucion en el contenido de estragol (78.2%) y la
presencia de metil eugenol (3.6%) [71].

Costa Rica  Hojas y tallos: Estragol (97.1 %), mirceno (1.8 %), (E)-B-ocimeno (0.2 %),
linalol (0.2 %), germacreno D (0.2 %) [68].

Flores: Estragol (95.4 %), mirceno(1.2 %), (E)-B-ocimeno (0.2 %), linalool (0.2
%), germacreno D (0.5 %), 5-metil-5-(3-buten-1-inil)-2,2-bitienil (0.1 %), 5-(3-
penten-1-inil)-2,2-bitienil (0.8 %) [68].

Los extractos de Tagetes lucida en ensayos in vitro mostraron actividad
antibacterial contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,
Shigella dysenteriae y Shigella flexneri, y contra bacterias Gran-positivas
(Stapkylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus

pyogenes) causantes de afecciones respiratorias [73,74].

Por otro lado, en los extractos metandlicos de Tagetes Ilucida han sido
identificados diferentes flavonoides, glucésidos y acidos fendlicos, tales como
pauletin, isorhamnetin, quercetagenini 3-O-arabisonil galactésido y
isorhamnetin 7-O-glucosido [75], quercetagenini (3,4-dimetil éter 7-O-B-D-
glucopiranosido), el acido  3-(2-O-B-D-glucopiranésido-4-metoxifenil)
propanoico y su metiléster [76]. Los autores destacaron en cada uno de los
trabajos, la importancia de las propiedades antioxidantes de estos

compuestos.

Entre los compuestos aislados de los extractos metanodlicos de Tagetes
lucida que han presentado actividad biologica contra bacterias Gran-positivas
y Gran-negativas, se encuentran: el 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina, el 7,8-
dihidroxicumarina y el esculetina, i.e. 6,7-dihidroxicumarina, este ultimo

mostré una interesante actividad contra Vibrio cholerae, principal bacteria
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contaminante del agua. Asimismo, la escoparona, i.e. 6,7-dimetoxicumarina y
la 6,7-dimetoxi-4-cumarina, presentaron actividad antifungica contra
Trichophytum mentagrophytes y Rhizotonia solani [77]. Ademas, los
extractos de acetato de etilo, mostraron actividad antimicrobiana contra
Shigella boydii, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Sarcina Ilutea siendo el

compuesto bioactivo la 5,7,4'-trimetoxiflavona [78].

1.5 Lippia dulcis

La Lippia dulcis pertenece a la familia Verbenaceae y se conocida también
como Phylla dulcis Moldenke, Phylla scaberrima (Juss.) Moldenke y Zapania

scaberrima Juss. ex Pers [1].

Nativa de Mesoamérica e introducida en Suramérica y el Caribe, se llama
comunmente "Hierba dulce”, “Orozuz” o “Salvia santa’. Crece en los bosques
o a orillas de riveras y rios, en terrenos abiertos y a alturas de hasta 1800

msnm [4].

La planta Lippia dulcis es una hierba arrastradera, perenne, muy aromatica,
que crece entre 40 y 60 cm de alto; posee tallos estrigosos, hojas opuestas
en peciolos, finamente dentadas, rugosas en la superficie y de sabor dulce al
masticarla (Figura 6) [4].
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Figura 6. Planta de Lippia dulcis (Trevir.) Moldenke.

La Lippia dulcis ha sido empleada en medicina tradicional. En Guatemala, el
cocimiento de las hojas se usa para el tratamiento de afecciones digestivas,
e.g. diarrea, dolor de estomago, estrefiimiento, gastritis, parasitos intestinales
y vomitos, enfermedades respiratorias, e.g. asma, bronquitis, gripe, tos y
desérdenes menstruales. A las hojas y tallos se les atribuyen propiedades
diaforéticas, diuréticas, espasmoliticas, estimulantes, expectorantes,
sedantes, sudorificas, tonicas y edulcolantes [4,79]. En México, se usa como
emenagogo, en forma de bafios vaginales, se le atribuyen propiedades
abortivas y calmantes y ha sido reconocida como una planta con propiedades

edulcorantes [4,79].

Los primeros estudios sobre esta especie vegetal fueron realizados por
Compadre et al. [80], quienes aislaron, por extraccion con solvente, el (+)-
hernandulcin 'y su estereoisomero el (-)-epi-hernandulcin (Figura 7),
sesquiterpenos 1000 veces mas dulces que la sacarosa, no toxicos, no
caldricos, pero poco solubles en agua; sin embargo, esta ultima propiedad
del hernandulcin, ha sido superada a través de su biotransformacion

utilizando el hongo Glomerella cingulata [81].
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En un estudio complementario [82], Compadre determind que el hernandulcin
si se encuentra presente en el AE de Lippia dulcis, que es termolabil y se
descompone en dos cetonas, a saber: 6-metil-5-hepten-2-ona y 3-metil-2-
ciclohexen-1-ona. Ademas, afirmé que de existir potencial uso de este
edulcorante seria mas rentable la industrializacién del producto de la sintesis
que la de la esencia, debido a que el hernandulcin sélo representa el 0.004%

en peso de la hierba seca [82].

La inestabilidad térmica del hernandulcin, junto con su ligero sabor amargo,

han impedido su produccién comercial como sustituto de la sacarosa.

Figura 7. Sesquiterpenos aislados de la especie Lippia dulcis. A. (+)-

Hernandulcin; B. (-)-epi-Hernandulcin.

El AE de Lippia dulcis aislado por Compadre et al., se caracteriza por el alto
contenido de monoterpenos, siendo el alcanfor el componente mayoritario de
la esencia [79]. El alcanfor es téxico, presenta una dosis letal media (DLso) de
50 mg/kg y podria ser la causa del poder abortivo atribuido a la planta [79].

Otras investigaciones, sobre la composicion quimica del AE de Lippia dulcis,
aislado de material vegetal proveniente de diferentes partes de América

tropical, se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Composicion quimica de los AE de Lippia dulcis de diferentes

origenes.

Origen Compuestos mayoritarios
México Alcanfor (53.24%), canfeno (15.99%), limoneno (7.47%), trans-(-

cariofileno (3.00%), a-copaeno (1.6%), 6-metil-5-hepten-2-ona (0.51%)
[79].

Panama De las flores y hojas (+)-4B-hydroxihernandulcin, y un glucésido
fenilpropanoide, amargo [84].

Puerto Rico  (+)-Hernanadulcin (36.0%), (-)-epi-hernandulcin (22.0%), 6-metil-5-hepten-
2-ona (2.77%), 3-metil-2-ciclohexen-1-ona (2.81%) [83].

Colombia Material vegetal colectado de la parcela demostrativa del Complejo
Agroindustrial CENIVAM, Bucaramanga - Santander.
trans-B-Cariofileno (10.35%), o&-cadieno (8.84%), a-copaeno (8.35%),
biciclogermacreno (7.90%), 6-metil-5-hepten-2-ona (3.99%), 3-metil-2-
ciclohexen-1-ona (3.37%) [85].

De los extractos etandlicos de las partes aéreas de Lippia dulcis, fueron
aislados e identificados 9 nuevos sesquiterpenos, a saber: (+)-4B-
hidroxihernandulcin [84], lippidulcin A, epi-lippidulcines A-C [86,87], peroxi-
lippidulcines A-C y peroxi-epi-lippidulcin B [87]; ademas, se identificaron
cinco flavonoides: cirsimaritin, salvigenin, eupatorin, 5-hidroxi-6,7,3-4-
tetrametoxiflavona y  5,3-dihidroxi-6,7,4,5-tetrametoxiflavona, y tres
glucosidos feniletanoides. Algunos de estos compuestos mostraron actividad

antioxidante [86].

Los extractos etandlicos de Lippia dulcis, presentaron actividad
antimicrobiana contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Shigella
flexneri [88] y actividad anti-inflamatoria, con un efecto mas intenso que el

producido por el medicamento /Indometacina en las mismas dosis [89].

La actividad antiproliferativa en células humanas de melanomas,
adenocarcinomas gastricos y carcinomas uterinos, de diferentes sustancias
aisladas de esta especie vegetal, fue evaluada por Abe y colaboradores [90].

Se observo que el sesquiterpeno (+)-animol y los glucésidos acteosido e
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isoacteosido presentaron alta actividad antiproliferativa con valores de

concentracion inhibitoria media (Clsp) comprendidos entre 10-16 uM [90].

1.6 Ocimum basilicum

La especie Ocimum basilicum es una planta herbacea, rustica, arbustiva,
vivaz; de tallo erecto, cuadrangular y ramoso, que crece de 30 a 90 cm de
altura; posee hojas opuestas, largamente pecioladas, ovales, enteras o
ligeramente dentadas y flores blancas o rosadas (Figura 8) [33]. Es una
planta muy aromatica que despide una fragancia suave a clavo o limon.
Pertenece a la familia de las Labiadas (Labiatae) y es nativa de Persia y Asia
tropical, aunque ha sido naturalizada en toda América tropical y las Antillas.

En Colombia se conoce con el nombre vernaculo de albahaca [33].

Figura 8. Planta de Ocimum basilicum.
Se utiliza como carminativo, diurético, laxante y para el tratamiento de

gastralgias, resfriados, dolor de cabeza, calculos renales e inflamacion de las

vias urinarias [33].

47



Se estima, que en el mundo se producen mas de 42 toneladas de aceite
esencial de Ocimum basilicum, conocido comunmente como “Sweet Basil”
[91], que se caracteriza por su alto contenido de estragol y linalool [92].
Ademas, existe una gran variedad de especies Ocimun sp. que, aunque son
morfolégicamente similares, producen AE ricos en otros componentes o
mezclas de éstos; asi, es posible distinguir cinco variedades de la esencia,
dependiendo de su origen geografico [92-100]:

e European Basil Oil es considerado como el de mas alta calidad,
contiene linalool y estragol, en relacion 2 6 3:1. Otros constituyentes
importantes, pero presentes en bajas proporciones, son 1,8-cineol,
eugenol, a-terpineol, y geraniol,

e Egyptian Basil Oil es similar al anterior, excepto que la relacién
linalool-estragol es menor;

e Reunion o Comoro Basil Oil posee casi exclusivamente estragol;

e Bulgarian Basil Oil cuyo componente mayoritario es el cinamato de
metilo;

e Java Basil Oil que se caracteriza por un alto contenido de eugenol.

En 1990 Charles y Simon [101], compararon el rendimiento del AE de las
hojas y flores en varias especies de Ocimum, entre ellas, O. basilicum,
utilizando hidrodestilacién (HD) y arrastre con vapor (SD). Se encontr6 que el
contenido mas alto de AE se halla en las flores y que los rendimientos
alcanzados por ambas técnicas de extraccion son comparables. En cuanto a
la calidad del aceite, la relacion linalool : metilchavicol es mayor en las flores

que en las hojas.

Aunque convencionalmente las muestras de AE para el analisis fitoquimico
se obtienen por SD y HD, el material vegetal puede ser extraido usando CO
bajo condiciones criticas de presion y temperatura [102]. Lachowicz y su

grupo de trabajo, en 1996 observaron que los extractos de O. basilicum
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obtenidos con CO; eran de calidad organoléptica mas baja que la de los AE
[96,97].

El secado, como parte del proceso post-cosecha, en algunas especies
influye, de manera positiva, mejorando el rendimiento del AE, pero pocas
veces la calidad del mismo. Estudios realizados en Reino Unido, sin
embargo, evidenciaron que el secado de las hojas de Ocimun basilicum, si
afectaba la calidad de la esencia cambiando la proporcién en que se

encontraban sus componentes principales [94].

Aunque existen diversos estudios sobre la actividad antibacterial y
antifungica de los AE de O. basilicum, la informacion publicada es dificil de
comparar dado el polimorfismo de la especie y la variabilidad en la
composicion quimica de los aceites. Ademas, el tipo de microorganismos
seleccionados, el modo de exposicion y los métodos de evaluacion de la

bioctividad varian entre los diferentes trabajos publicados [103].

El AE de O. basilicum con alto contenido de estragol ha presentado actividad
antioxidante en el ensayo del acido tiobarbiturico, asi como actividad
antibacterial, principalmente, contra Staphylococcus aureus [63] y ha sido
activo contra los hongos Aspergillus niger, A. ochraceus 'y Fusarium

culmorun [66)].

En cuanto a las condiciones agro-ecoldgicas de cultivo, la especie Ocimum
basilicum se desarrolla adecuadamente en terrenos con plena o parcial
exposicion a la radiacion solar y en ambientes con temperaturas entre 18 y
20°C. La propagacion del material vegetal se puede realizar utilizando
semillas o de forma vegetativa mediante esquejes, plantados a 0.6 m entre
surcos y 0.5 m entre sitios, en suelos permeables con alto contenido de

materia organica [104].
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Para favorecer el crecimiento arbustivo de la planta, las puntas de las ramas
se cortan cuando empiezan a formarse los capullos florales; puesto que la
planta se seca después de la floracion, conviene segar el cultivo durante este

estado de desarrollo [104].

1.7 ACEITES ESENCIALES. GENERALIDADES.

1.7.1 Definicion

Los términos aceite esencial (AE) o esencia son utilizados para referirse a las
sustancias liquidas, aromaticas y volatiles, de caracteristicas lipofilicas, que
se obtienen a partir de diferentes partes de las plantas a través de métodos
fisicos, e.g. destilacion con vapor, y que llevan en si misma la huella, olor y
sabor, del material vegetal del que proceden. Los AE poseen una quimica
compleja, aunque generalmente consisten en una mezcla de un grupo
heterogéneo de sustancias organicas: hidrocarburos, alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres, etc., de peso molecular menor de 400 Da y presion de
vapor suficientemente alta para volatilizarse a temperatura ambiente; son
derivadas del metabolismo secundario de las plantas y asociadas o no a

otros componentes [49,105-107].

1.7.2 Composicion quimica

La mayoria de los componentes, que hacen parte de los AE, pertenece a una
familia de sustancias quimicas llamada “terpenos” o “terpenoides”, e.g.
limoneno, carvona, a-humuleno, etc., cuya caracteristica estructural, que los
distingue de otros productos naturales, es la unidad isopreno Cs en el
esqueleto hidrocarbonado (Figura 9). Esta observacion fue hecha por el
quimico aleman Otto Wallach en 1887 y se conoce como regla de isopreno

[108,109]. Wallach en 1910 recibié el premio Nobel de Quimica, por su
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contribucion al desarrollo de la quimica organica e industrial en el campo de

compuestos aciclicos [108].

Ao Ao )

Unidad isopreno Cs Isopreno Limoneno
Figura 9. Unidad estructural caracteristica de los terpenoides.

El vocablo “terpene”, en espafol, “terpeno”, fue introducido en 1866 por
Kekulé, para expresar el caracter olefinico de los hidrocarburos contenidos
en el aceite de trementina (furpentine oil), indicando a través del sufijo “ene”
la presencia de enlaces dobles [109,110]; por otro lado, los terpenos
funcionalmente sustituidos, e.g. linalool, geraniol, farnesol, entre otros, se
conocen como terpenoides o isoprenoides. Ocasionalmente, el término

“terpeno” se utiliza para referirse a cualquier terpenoide.

Con base en el numero de unidades (Cs), presentes en el esqueleto
hidrocarbonado, los terpenos y sus analogos sustituidos se clasifican como
monoterpenoides (Cs),, sesquiterpenoides (Cs)s, diterpenoides (Cs)s,
sesterpenoides (Cs)s, triperpenoides (Cs)s, Yy tetraterpenoides (Cs)s (Figura
10); con base en la forma de sus estructuras moleculares también, pueden
ser clasificados como terpenoides de cadena abierta o ciclicos de uno, dos o

mas anillos.

Otra clase de sustancias quimicas presentes en los AE son los
fenilpropanoides y sus analogos sustituidos, e.g. anetol, metil-eugenol, safrol,
etc., los cuales se caracterizan por poseer en su estructura un grupo

propilénico enlazado a un anillo de benceno (Figura 11).
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Figura 11. Unidad estructural caracteristica de los fenilpropanoides.

La variedad de formas de acuerdo como se pueden unir distintas unidades
isoprénicas, origina una amplia diversidad de estructuras terpénicas, sin
embargo, desde el punto de vista biosintético estas sustancias proceden,
principalmente, de la ruta del mevalonato y xilosa fosfato, mientras que, los

fenilpronaoides derivan de la ruta del acido shiquimico [108,109,111].

Respecto a la formacién y evolucion de los aceites esenciales en las plantas
es necesario tener en cuenta algunos aspectos externos, que pueden afectar
la composicion quimica de las esencias de manera cualitativa y cuantitativa,

entre ellos, se pueden destacar los siguientes [106,112-114]:

e Condiciones geobotanicas: clima, altitud, tipo de suelo, pluviosidad;

e Labores cultures: uso de fertilizantes, abonos y pesticidas;

e Parte y estado de desarrollo fenoldgico de la planta;

e Epoca de recoleccion;

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

¢ Modo de obtencion del aceite: destilacion o expresion.
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1.7.3 Biogénesis. Terpenoides y fenilpropanoides.

En contraste con las rutas metabdlicas primarias, las cuales sintetizan,
degradan e interconvierten compuestos comunmente encontrados en todos
los organismos, existen partes del metabolismo concernientes a compuestos
que tienen una distribucién limitada en la naturaleza. Tales compuestos,
llamados metabolitos secundarios, son encontrados en organismos
especificos, o grupos de organismos, y son una expresion de la

individualidad de las especies [111].

En la mayoria de los casos, la funcion y efectos benéficos de los metabolitos
secundarios no estan aun completamente establecidos [111]. En algunos
casos, son producidos por razones facilmente apreciables, e.g. como
materiales téxicos para la defensa contra predadores, como atrayentes
volatiles y agentes colorantes para atraer o advertir a otras especies
[109,111].

Las unidades mas importantes empleadas en biosintesis de metabolitos
secundarios son derivadas de los intermediarios de acetil coenzima A (acetil-
CoA), acido shiquimico, acido mevaldnico y 1-deoxi-D-xilosa-5-fosfato. Estos
se utilizan, respectivamente, durante las rutas biosintéticas del acetato,

shiquimato, mevalonato y xilosa fosfato [111].

Los compuestos terpenoides pueden ser derivados principalmente de dos
rutas biosintéticas, a través de los intermediarios acido mevaldnico (MVA) o
1-deoxi-D-xilosa-5-fosfato [111]. En la Figura 12 se muestran los principales
bloques constructores que dan origen a la mayoria de los metabolitos

secundarios presentes en un AE.
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Por varios anos, las primeras etapas de la ruta mevalonato se consideraban
como rutas comunes para todo el rango de derivados de terpenoides; sin
embargo, se ha descubierto que existe una ruta alternativa, via deoxixilulosa
fosfato, y que esta ruta es probablemente mas ampliamente utilizada en la
naturaleza que la ruta mevalonato [111]. Esta ruta es también referida como
la ruta independiente del mevalonato o metileritritolfosfato. No obstante,
ambas rutas metabdlicas dan origen al isopentenil difosfato (IPP) y el
dimetilalil difosfato (DMAPP) [111].

Las propiedades quimicas del IPP y DMAPP son complementarias, de forma
tal, que pueden reaccionar entre si para formar un enlace carbono-carbono
que conecta las dos unidades isopreno del (E)-geranil difosfato [108,111]. El
(E)-geranil difosfato, al igual que el DMAPP, puede actuar como un agente
alquilante frente una molécula de IPP y formar el (E,E)-farnesil difosfato
[108,111]. La hidrolisis de estos ésteres, junto con sucesivas isomerizaciones
y reacciones intramoleculares, originan la vasta gama de estructuras

terpénicas [108].

Por otro lado, el acido shiquimico se produce por la combinacién de
fosfoenolpiruvato, un intermediario de la ruta glicolitica, y eritrosa 4-fosfato,
un intermediario de la ruta de la pentosa fosfato [111]. A partir del acido
shiquimico, se obtiene una gran variedad de fenoles y derivados del acido

cinamico, e.g. lignanos, cumarinas, fenilpropanoides, etc. [111].

1.7.4 Fuentes y ubicacion de los AE en la planta

Las plantas aromaticas son la principal fuente de AE, éstas pertenecen
generalmente a las familias Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae,
Chenopodiaceae, Cupressaceae, Gentianaceae, Lamiaceae, Myrtaceae,
Pinaceae, Piperaceae, Poaceae, Rutaceae, Verbenaceae y Zingiberaceae
[115].
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Los aceites esenciales se acumulan en estructuras secretoras especializadas
ubicadas en diferentes partes de la anatomia de las plantas, e.g. hojas,
flores, tallos, raices, corteza, frutos y semillas. De esta manera, en plantas
como albahaca, menta y salvia (Ocimum basilicum, Mentha sp, y Salvia
officinalis, fam. Lamiaceae) los AE se acumulan en los vellos glandulares de
los tallo y las hojas; en el jazmin (Jasminum grandiflorum L., fam. Oleaceae)
y las rosas (Rosa sp., fam. Rosaceae) se concentran en las flores; en el
cedro (Cedros deodora L., fam. Pinaceae) y el sandalo (Santalum album L.,
fam. Santaleaceae) estan presentes en la madera; en el cinamén
(Cinnamomum zeylanicum Nees., fam. Lauraceae) esta contenido en la
corteza y las hojas; en el jengibre (Zingiber officinale Roscoe, fam.
Zingiberaceae) se localizan en el rizoma, mientras que, en el sasafras
(Sassafras officinale Nees et Eberm., fam. Lauraceae) y el vetiver (Vetiveria
zizanoides Nash., fam. Poaceae) estan presentes en las raices. Por otro
lado, en los citricos como la naranja, la bergamota y el limén (Citrus
aurantium L. Citrus bergamia Risso y Citrus limon Burmann fil., fam.
Rutaceae), asi, como en el anis y el hinojo (Pimpinella anisum L. y
Foeniculum vulgare Mill., fam. Apiaceae), los AE estan contenidos en el
pericarpio de los frutos [106,107,114,116].

1.7.5 Aplicaciones

Los aceites esenciales tienen un rango de aplicaciones muy amplio. Estos se
usan en las industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética y quimica,
siendo incorporados en productos de consumo, e.g. jarabes, bebidas no
alcohdlicas, aderezos, mermeladas etc., o de uso externo, e.g. cremas,
perfumes, jabones, geles; como saborizantes, aromatizantes y enmascarante
de olores [148-150].
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En la Figura 13, se resumen algunos de los usos mas importantes de los AE

en diferentes areas de las industrias de aromas y sabores, cuidado personal,
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Figura 13. Principales aplicaciones de los AE.

Las aplicaciones industriales y terapéuticas de los AE dependen
principalmente de su composicibn quimica, calidad, propiedades
fisicoquimicas, actividad biolégica y propiedades organolépticas, asi como
del grado de refinamiento de la esencia. Por tal motivo, resulta de vital
importancia realizar controles de calidad a los AE y estudiar su composicion

en funcion de condiciones geobotanicas de su cultivo.
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1.7.6 Tratamiento post-cosecha

Una vez realizada la cosecha de las partes pertinentes del material vegetal,

se deben llevar a cabo las siguientes labores [106,117]:

e Limpieza: Se realiza tan pronto se recoge la cosecha, consiste en un
lavado con agua fresca y limpia;

e Seleccioén: En esta parte se eliminan las partes vegetativas afectadas
durante la cosecha o que presenten algun problema fitosanitario en
alguno de sus 6rganos;

e Secado: Es el proceso mas importante en el tratamiento post-
cosecha, sus principales objetivos son [106, 117]:

» Inhibir la destruccion enzimatica, para evitar la descomposicion
del material vegetal;

» Estabilizar el color, el olor, el sabor, la textura y la composicion
quimica;

» Reducir fletes, costos de embalaje y almacenaje;

» Reducir tiempos y costos de destilacion.

e Empacado: El material vegetal previamente desecado, se empaca en
sacos de polipropileno o fibra.

¢ Almacenamiento: El material vegetal en fresco se almacena en
cuartos frios con temperaturas entre 2 y 40°C, mientras que el material
vegetal deshidratado se almacena en lugares frescos y secos,
protegido del sol y del agua. El contenido de humedad cuando el

material esta almacenado no debe ser mayor del 8 6 10%. [106, 117].
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1.8 METODOS DE OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES
1.8.1 Destilacion

La destilacion es uno de los procedimientos mas empleados para la
obtencion de AE; industrialmente, la destilacion se realiza en tres modos, a
saber: destilacién con agua o hidrodestilacion, destilaciéon con agua y vapor,
y destilacion con vapor directo. El esquema de un equipo basico para la

obtencion de aceites esenciales por destilacion se observa en la Figura 14.

Cuello de Cisne

Condensador

i

Alambique

Vaso Florentino

Figura 14. Principales partes de un equipo de extraccion de aceites

esenciales.

e Alambique: Es el componente principal del equipo de destilacion,
puesto que el material vegetal se coloca en este sitio y se lleva a cabo
el proceso de destilacion. Las condiciones de operacion, tales como
presion, temperatura, flujo de vapor y altura del lecho de material

vegetal son las variables del proceso mas importantes a controlar
[118].

60



e Cuello de Cisne: Es la parte mas importante del equipo de
destilacion, porque comunica el alambique con el condensador.
Algunos de los factores importantes a considerar durante su
construccion son la forma y las dimensiones; ya que, deben reducirse
al minimo las posibilidades de re-condensacion de vapores dentro del
alambique y permitir su rapida transferencia al condensador del
sistema [106].

e Condensador: Es parte del sistema, donde ocurre el cambio de
estado de agregacion, de gaseoso a liquido, de la mezcla de vapor
de agua y AE. Entre los diferentes tipos de condensadores, el

condensador de espiras es el mas utilizado [106].

¢ Recipiente recolector o Florentino: La mezcla liquida, agua y aceite
esencial, que eluyen del condensador, se colectan en un recipiente
conocido como vaso Florentino, en donde el AE se separa por
decantacioén [106]. El disefio del vaso Florentino depende de si el AE

es mas o menos denso que el agua.

1.8.2 Hidrodestilacion

En la hidrodestilacion, el material vegetal se sumerge en el agua. La HD
consiste en llevar a estado de ebullicion el agua, que penetra los tejidos de la
planta y disuelve una parte del aceite esencial presente en las estructuras
contenedoras; esta disolucién acuosa, se difunde a través de las membranas
de las células y el aceite se vaporiza inmediatamente desde la superficie.
Este proceso continua hasta que se remueve todo el aceite contenido en las
glandulas de la planta, de tal manera, que los vapores generados puedan ser
condensados y colectados [106].

Un factor de especial importancia es el calentamiento. Si el alambique se
calienta con fuego directo, el agua presente en el alambique debe ser

suficiente para llevar a cabo toda la destilaciéon y es necesario evitar el
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sobrecalentamiento y la carbonizacion del material vegetal [106]. Esta
metodologia requiere de tiempos de calentamiento largos y adicion de agua
en grandes cantidades, lo cual incrementa el costo y el tiempo de la
destilacion. Se precisa de esta técnica para el aislamiento de esencias

florales, e.g. ylang-ylang y rosas (Figura 15) [114].

1.8.3 Destilacién con agua-vapor

Es un método mejorado, donde la carga (el material vegetal) se coloca sobre
una malla que sirve como un fondo falso y no permite el contacto directo con el
agua. Una vez iniciado el proceso, el agua dentro del alambique se lleva hasta
ebullicion y el vapor generado in situ pasa a través del material vegetal.
Consecuentemente, se evita que el material vegetal se queme ya que la
camara de agua lo protege del calentamiento directo. Es importante que el
vapor de agua generado pase a través de la carga uniformemente para

garantizar la extraccion completa de la esencia (Figura 15) [106,114].

1.8.4 Destilacion por arrastre con vapor

Es el método mas usado a nivel industrial, permite obtener AE con buenos
rendimientos, y, ademas, se pueden procesar grandes cantidades de
material vegetal [118]. Este método es una destilacién de la mezcla de dos
liquidos inmiscibles y consiste en una vaporizacion a temperaturas inferiores a
las de ebullicion de cada uno de los componentes volatiles por efecto de una
corriente directa de vapor de agua. Los vapores que salen del cuello de Cisne
se enfrian en un condensador donde regresan a la fase liquida, los dos
productos inmiscibles, agua y AE vy, finalmente, se separan en un vaso
Florentino (Figura 15) [106].
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En la Tabla 6 se relacionan algunas de las ventajas y desventajas mas

significativas de los tres modos de destilacién mencionados.

Tabla 6. Ventajas y desventajas de las diferentes técnicas de obtencién de

los AE.
Técnica Ventajas Desventajas
Hidrodestilacion | Configuracion simple vy | Calentamiento dificil de controlar;
econdmica;
El sobrecalentamiento puede quemar el
Método ampliamente | material vegetal, produciéndose un aceite
utilizado. de baja calidad;

Mayor costo desde el punto de vista
energético;

Periodos de extraccion mas largos;

Parcial solubilizaciéon de los compuestos
mas polares.

Destilacion con
agua y vapor

La muestra no es
calentada directamente;

Tiempos de extraccion
medios;

Configuracién simple y
econdmica.

Riesgo de la extraccion incompleta;

El tiempo de extraccion esta limitado por
el volumen de agua utilizado

Destilacion con
vapor seco

La muestra no se calienta
directamente.

Tiempos de extraccion
mas cortos.

Las temperaturas altas pueden causar la
hidrélisis de los ésteres, y |la
polimerizacion y resinificacion de los
terpenos presentes en el AE.

Necesita infraestructura mas costosa.
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1.8.5. Hidrodestilacién asistida por la radiacién de

Microondas.

La técnica (MWHD) fue patentada por J. Paré et al. [119,120]. En ésta, el
material vegetal se sumerge al agua (aproximadamente una tercera parte del
material) en un equipo de destilacion tipo Clevenger [121,122] y se somete a
la accidn de la radiacion de microondas. El agua se calienta hasta ebullicién,
se producen vapores que atraviesan las estructuras celulares y permiten la
evaporizacion del AE contenido en ellas. Luego, el AE arrastrado por el vapor
de agua, se condensa y se colecta. Los AE se encuentran libres de los
productos de combustién y de otros contaminantes, por tal razon, este
método favorece especialmente la obtencién de las esencias de interés en la
perfumeria [114, 123].
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Figura 15. Modos de destilacion para la obtencion de AE. A.

Hidrodestilaciéon, B. Destilacion agua-vapor y C. Destilacion con vapor seco.
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1.8.6 Expresion

La expresion es un método simple por medio del cual es posible obtener un
AE de caracteristicas muy cercanas al producto natural, porque no se
realizan tratamientos térmicos. Sin embargo, esta técnica extractiva solo es
aplicable a materiales vegetales que contienen la esencia, en gran contenido,
en las células superficiales, e.g. el pericarpio de los frutos citricos. Este
proceso puede ser efectuado manualmente o por medios mecanicos “cold
pressing” e involucra la perforacion de las glandulas que contienen el aceite
en el pericarpio del fruto, la expresion mecanica y el lavado con agua. La
emulsion agua-aceite es impura debido a la presencia de sustancias
proteicas y mucilaginosas; entonces, la esencia debe ser separada por

centrifugacion [106,114].

1.9 ANALISIS Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS ACEITES
ESENCIALES

Los AE son mezclas fragantes cuyas calidad y precio en el mercado estan
determinado principalmente por su composicion quimica, contenido de las
sustancias de interés, propiedades fisicoquimicas y organolépticas [115]. De
esta manera, el control de calidad de un aceite esencial tiene como objetivo

garantizar que la esencia posee determinadas caracteristicas analiticas [8].

En la Tabla 7, se reportan los principales parametros analiticos empleados

para establecer la calidad de un aceite esencial.
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Tabla 7. Parametros analiticos empleados para establecer la calidad de los
AE.

Caracteristicas Determinaciones indices Caracteristicas

organolépticas fisicas quimicos cromatograficas

Olor Densidad Acidez Perfil cromatografico

Color indice de refraccién Ester . g
Indices de retencién

Apariencia Solubilidad Saponificacion

Textura Poder rotatorio Fenoles :&gntlﬂcamon por GC-

Punto de congelacion Acilo

Cuantificacion de
los componentes
Rango de destilacion principales

Punto de inflamacion

Adulteraciones

Las determinaciones analiticas para establecer la identidad y pureza de los
materiales fragantes involucran el empleo de métodos fisicoquimicos e
instrumentales [49,106,107,116].

Los métodos fisicoquimicos se caracterizan por su tiempo de analisis corto e
incluyen la determinacion de propiedades macroscoépicas, tales como
densidad, indice de refraccion, solubilidad en etanol y rotacion optica, entre
otras [106, 107,116].

Por otra parte, los métodos analiticos instrumentales son ampliamente
utilizados para determinar la composicion quimica de diversos materiales
fragantes, entre ellos los AE. Estos métodos comprenden técnicas de
separacion como cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), electroforesis capilar (EC); espectroscopias de infrarrojo
(IR), de resonancia magnética nuclear, e.g. RMN-H1 y RMN-C13;
espectrometria de masas (MS) y técnicas acopladas como GC-MS, GC-GC,
GCxGC, GC-FTIR, HPLC-MS(n) y EC-MS [49].
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Antes del desarrollo de los métodos instrumentales, la determinacion de la
composicion quimica de los AE se limitaba a la medicion de los indices

quimicos de acidez, de éster, de acetilo, de fenoles, etc. [106].

1.9.1 Cromatografia de gases

La cromatografia es un método de quimica analitica instrumental, que
involucra una serie de técnicas empleadas para la separacion de los analitos
de una muestra, los cuales se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y

la otra movil, de acuerdo con su afinidad relativa [124].

La cromatografia de gases descrita por James y Martin en 1952, es un
método de separacidén, que se usa ampliamente en investigacion, quimica
aplicada, tecnologia del petréleo, control ambiental y medicina, entre otras
areas [125, 126].

El principio de la GC esta basado en la volatilizacion de la muestra en el
puerto del inyector, la separacion de los componentes en una columna, que
soporta la fase estacionaria, mientras que los componentes de una mezcla
son arrastrados por la fase movil; y la salida de cada componente de la

columna se registra por un detector (Figura 16) [126].
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Figura 16. Esquema general de un cromatégrafo de gases.

La separacién de componentes se lleva a cabo en virtud de la diferencia de
sus coeficientes de distribucién entre dos fases, los cuales dependen de su
estructura, la naturaleza de las fases (moévil y estacionaria) y la temperatura

de la columna cromatografica [127-130].

El principal avance de la GC fue la introduccion de columnas tubulares
abiertas por Golay y Desty en 1958 y la elaboracion, y, luego, produccion
comercial, de columnas capilares de silice fundida, por Dandeneau vy
Zerenner en 1979 [126].

Las columnas cromatograficas comunmente usadas, para el analisis de AE,
incluyen fases estacionarias tales como DB-1, Carbowax, OV-1, OV-101,
PEG 20M, BP5 y DB-5, las cuales cubren un amplio rango de polaridades
[126,127]. La longitud de las columnas normalmente varia entre 25y 100 m y
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el grosor de la fase estacionaria entre 0,20 y 0,70 um. La elusién de los
componentes es usualmente realizada con gradiente de temperatura desde
50 °C hasta 280 °C [106,131].

El detector de ionizacién en llama (FID) se emplea ampliamente como
sistema de deteccién en GC para el andlisis de los AE. Entre los criterios de
identificacion tentativa en GC-FID, estan la comparacion de los tiempos de
retencion (tr) de las sustancias de referencia con los tiempos de retencion de
los analitos en la muestra y la determinacion de sus indices de Kovats (Ik),
calculados bajo las mismas condiciones operacionales, que usados para los
patrones. El uso de este tipo de informacioén, obtenido para dos columnas
cromatograficas de diferente polaridad, permite una identificacion tentativa de
los componentes de una muestra particular. Sin embargo, para muestras
complejas como los AE, la espectrometria de masas es la técnica de

deteccion y la identificacion mas empleada [106,131].

1.9.2 Cromatografia de gases-espectrometria de masas

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas es una
técnica analitica poderosa, que permite la separacion de los componentes de
una muestra en el tiempo y brinda informacién estructural acerca de los

analitos eluidos [132].

El primer sistema de GC-MS fue reportado por Holmes and Morrell en 1957
[133], cinco anos después de la descripcion de la cromatografia de gases en
1952 [126].

En GC-MS se utilizan como criterios de identificaciéon la informaciéon de los
tiempos e indices de retencion junto con la informacion estructural, i.e.
patrones de fragmentacion, obtenidos a partir de los espectros de masas de
los analitos que eluyen de la columna cromatografica e ingresan al sistema
de deteccién (espectrometro de masas) [133].
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Grosso modo, el espectrometro de masas consta de seis bloques principales,
a saber: un sistema de inyeccion, la fuente de ionizacién, el analizador de
iones, los sistemas de deteccion y registro, el sistema de alto vacio y el

sistema de datos (Figura 17).

Existe una amplia variedad de instrumentos que pueden ser clasificados de
acuerdo con los métodos de ionizacién y los procedimientos para el analisis
de iones. Entre los métodos de ionizacidn el mas empleado es el de impacto
con electrones (El), mientras que, el tipo de analizador de iones mas comun
es cuadrupolar [134-136].

Sistema de
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Ry f | . . 1
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. 1 , [Sistema de : 00000000
1 ! 1 Jdeteccion \ .
. ! |y registro | Interfase, Sistema de datos

Espectrometro de masas

Cromatografo de gases

Gas de arrastre

Figura 17. Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas.
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1.10 PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LOS ACEITES ESENCIALES

Desde la antiguedad, las especies aromaticas y sus AE se han empleado en
preparaciones culinarias no sélo como agentes saborizantes y aromatizantes,

sino también como conservantes naturales [137,138].

Como conservantes en alimentos y otros productos, los AE pueden detener,
prevenir o inhibir el deterioro oxidativo y los dafios causados por bacterias,

hongos u otros microorganismos [137-140].

De esta manera, y debido a la creciente presiéon de los consumidores,
actualmente, las industrias de alimentos y cosméticos han disminuido el uso
de conservantes sintéticos en sus productos, reemplazandolos por

sustancias de origen natural [114].

Por tal motivo, el conocimiento de las actividades antimicrobianas,
antioxidantes y citotoxicas son importantes para la aplicacion de los AE en

las diferentes industrias.

1.10.1 Actividad antioxidante

Los antioxidantes pueden inhibir o retardar los procesos de oxidacion de dos
maneras, a saber: por atrapamiento de radicales, en tales casos los
compuestos son descritos como antioxidantes primarios, o por un mecanismo
que no involucre atrapamiento directo de radicales, en tales casos, los
compuestos son llamados antioxidantes secundarios [140]. Los antioxidantes
secundarios operan por una variedad de mecanismos que incluyen el
complejamiento de iones metalicos, atrapamiento de oxigeno, conversion de
hidroperoxidos a especies no radicalarias, absorcion de radiacion UV o

deactivacion del oxigeno singulete [140].
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Existen diversas metodologias y ensayos para la evaluacion de las
propiedades antioxidantes de una sustancia o mezclas. Los comunmente
mas empleados, son ensayos de screening con atrapamiento directo de
especies radicalarias cromoforas sintéticas, tales como el radical DPPH vy el
cation-radical ABTS™ [141].

El ABTS tiene una absorcion maxima en 342 nm, posee una solubilidad alta
en agua y buena estabilidad quimica. Cuando se oxida por la remocion de un
electron, el ABTS genera cationes radicales metaestables, con un espectro
de absorcion caracteristico y una alta absortvidad molar en 414 nm [141]. Sin
embargo, posee bandas de absorcion secundarias, en las regiones de 645,
734 y 815 nm [139]. En la Figura 18 se muestra el espectro de absorcion del
cation-radical ABTS™.

En la reaccion entre el cation-radical ABTS" y la sustancia antioxidante, la
especie radicalaria es neutralizada por la ganancia de un electron. La
desaparicion del cation-radical ABTS™ puede ser estimada por la disminucion
de la absorbancia, virtualmente, a cualquier longitud de onda entre 400 y 900
nm, aunque normalmente se trabaja a 734 nm [141-143]. La metodologia de
este ensayo fue planteada inicialmente por Rice-Evans y Miller [142] y

mejorada por Re y Rice-Evans [143].
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Figura 18. Espectro de absorcion del ABTS y su cation-radical ABTS™.

1.10.2 Actividad antimicrobiana

Para la evaluacién de las propiedades antimicrobianas de los AE se aplican
los métodos convencionales de ensayo para antibidticos [137].
Existen dos técnicas basicas usadas para la evaluacion de las actividades
antibacteriales y antifungicas de los AE [114,137,138], a saber:

e Método de difusién en agar

e Meétodo de diluciones
Dadas las caracteristicas fisicas de los AE, se requieren de algunas
modificaciones en los métodos mencionados, los cuales han sido
desarrollados para agentes antimicrobiales hidrosolubles [137]. Otros
métodos, aunque no convencionales son: Micro-atmosfera, turbidimetria,

bioimpedimetria y sistemas in situ [137].
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2, MERCADO MUNDIAL DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los AE se encuentran dentro del Capitulo Arancelario N° 33: Aceites
esenciales y resinoides; preparaciones de perfumeria, de tocador y
cosmeética; el cual consta de siete partidas de aranceles, que van desde la
3301 a la 3307 (Tabla 8). A su vez, cada partida arancelaria o codigo HS
(Harmonized System) esta constituida por diferentes subpartidas, acordes
con el Sistema Armonizado que mantiene la Organizacion Mundial de
Adunas [144,145]. En la Tabla 9 se muestran las subpartidas que conforman

la posicién arancelaria 3301.

Tabla 8. Partidas arancelarias correspondientes al Capitulo No. 33: Aceites
esenciales y resinoides; preparaciones de perfumeria, de tocador y

cosmeética.

HS Descripcion

3301 Aceites esenciales, desterpenados o no, incl. los concretos o absolutos; resinoides;
oleorresinas de extraccion; disoluciones concentradas de aceites esenciales en
grasas, aceites fijos, ceras o materias similares, obtenidas por enflorado o
maceracion; subpr.

3302 Mezclas de sustancias odoriferas y mezclas, incl. las disoluciones alcohdlicas, a
base de una o varias de estas sustancias, de los tipos utilizados como materias
basicas para la industria; las demas preparaciones con base en sustancias
odoriferas.

3303 Perfumes y aguas de tocador (exc. lociones para después del afeitado vy
desodorantes corporales).

3304 Preparaciones de belleza, maquillaje y para el cuidado de la piel, incl. las
preparaciones antisolares y las bronceadoras (exc. medicamentos); preparaciones
para manicure o pedicure.

3305 Preparaciones capilares.

3306 Preparaciones para higiene bucal o dental, incl. los polvos y cremas para la
adherencia de las dentaduras; hilo utilizado para limpieza de los espacios
interdentales, hilo dental, en envases individuales para la venta al por menor.

3307 Preparaciones para afeitar o para antes o después del afeitado, desodorantes
corporales, preparaciones para el bafo, depilatorios y demas preparaciones de
perfumeria, de tocador o de cosmética.
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Tabla 9. Subpartidas que conforman la posicién arancelaria 3301.

Partida S
. Descripcion
arancelaria
3301 Aceites esenciales, desterpenados o no, incl. los concretos o absolutos;

resinoides; oleorresinas de extraccion; disoluciones concentradas de aceites
esenciales en grasas, aceites fijos, ceras o materias similares, obtenidas por
enflorado o maceracion; subproductos.

-11  Aceites esenciales de bergamota.

-12 Aceites esenciales de naranja (exc. Esencias de azahar)

-13 Aceites esenciales de limén.

-14  Aceites esenciales de lima.

-19 Aceites esenciales de agrios citricos, (exc. de bergamota, de naranja, de
limén y de lima)

-21  Aceites esenciales de geranio.

-22 Aceites esenciales de jazmin.

-23 Aceites esenciales de lavanda espliego o de lavandin.

-24  Aceites esenciales de Menta piperita.

-25 Aceites esenciales de menta (exc. de Menta piperita)

-26 Aceites esenciales de espicanardo vetiver.

-29 Aceites esenciales (exc. de agrios citricos, de geranio, de jazmin, de lavanda
espliego, de lavandin, de mentas y de espicanardo vetiver)

-30 Resinoides

-90 Oleorresinas de extraccion; disoluciones concentradas de aceites esenciales
en grasas, aceites fijos, ceras o materias similares, obtenidas por enflorado o
maceracion; subproductos terpénicos residuales de la desterpenacion de los
aceites esenciales; destilados.

La produccion de aceites esenciales en Colombia es muy escasa y se reduce
a cantidades minimas en algunos sectores del pais; de esta manera, se
puede considerar que los AE consumidos son practicamente importados en

su totalidad de otros paises [146].

Durante el afno 2002, Colombia import6 AE, oleorresinas y mezclas de
sustancias odoriferas por un valor aproximado de 500 millones de ddlares; de
los cuales, el 11,7% (ca. 13 millones de dodlares) correspondieron a las
importaciones de AE y oleorresinas, mientras que el restante 88.3% fueron
mezclas de sustancias odoriferas. Este ultimo tipo de arancel registré un
aumento del 75% en el valor de las importaciones, comparado con el de
1998. Por su parte, las importaciones de AE y oleorresinas, en el mismo
periodo 1998-2002, se mantuvieron casi constantes [146]. En |la Figura 19 se

puede observar la tendencia de las importaciones.
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Figura 19. Importaciones de AE, oleorresinas y mezclas de sustancias
odoriferas en Colombia, durante el periodo de 1998 -2002 [146].

Las importaciones de AE, oleorresinas y mezclas de sustancias odoriferas en
Colombia, involucran a mas de 45 empresas, entre las cuales se destacan
Bel Star S.A., Pepsi-Cola Panamericana S.A., Firmenich S.A., Chicles Adams
S.A., Colgate-Palmolive Compafiia, y Yanbal de Colombia S.A., entre otras

companias [146].

Los volumenes de importacién realizados por Colombia son relativamente
bajos, ya que segun la FAO, la produccién mundial entre 2001 y 2003 de AE
y oleorresinas se estimé en 28,2 millones de toneladas/afio, que se usaron
principalmente, por las tres industrias: cosmética, farmacéutica y alimenticia
(Tabla 10) [146-148].
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Tabla 10. Principales usos de los AE consumidos por las industrias de la

Unién Europea.

Sector Segmento Aceites esenciales
Industria cosmética Cuidado personal e Limén
Jabones y detergentes e Menta piperita
Cuidado dental ¢ Naranja
e Patchouli
¢ Palo de rosa
¢ Mentas
e Especias
e Eucalipto y derivados
Industria alimenticia Bebidas suaves e Citricos
Tabaco ¢ Oleorresinas de especias
Confiteria ¢ Vainilla
Alimentos procesados y enlatados e Florales
e Oleorresinas
Industria farmacéutica | Homeopatia ¢ Naranja
Productos para el cuidado de la e Citricos
salud ¢ Patchouli
Aromaterapia e Lavanda
e Geranio

Entre 2001 y 2003, la industria cosmética europea consumié ca. 210 000

toneladas de AE y oleorresinas, por un monto que ascendié a los € 1900

millones (Tabla 11).

Tabla 11. Consumo de AE por la industria cosmética europea, durante el
periodo 2001-2003 [148].

Aceite esencial, AE

€ millones/aio

2001 2002 2003
Aceites esenciales (HS 330129) 243,068 262,937 277,288
AE de limén 45,334 53,278 37,137
AE de otra frutas citricas 22,303 22,122 19,157
AE de lima 17,011 16,256 18,325
AE de geranio 8,041 9,449 8,556
AE de jazmin 4,125 5,21 5,282
AE de vetiver 6,386 5,753 5,093
Otros aceites esenciales y 263,949 290,636 285,105
oleorresinas
Total 610,217 645,641 655,643

Los principales consumidores de AE y oleorresinas en la Unién Europea (EU)

son compafias multinacionales como Unilever (Paises Bajos y Reino Unido),

L’Oreal (Francia), Wella (Alemania), Sanofi (Francia) y Berersdorf (Alemania),
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las cuales realizan importaciones por un valor aproximado de € 1500 millones
[148].

En la Figura 20 se observa, que la demanda de AE utilizados en la industria
cosmeética prevalece sobre las industrias farmacéutica y alimentaria. La EU
es el productor mas importante del mundo de productos cosméticos, seguido

por los Estados Unidos y Japon.
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Figura 20. Importaciones en millones de € de AE y oleorresinas en paises

pertenecientes a la Union Europa, durante el afio 2003 [148].

Francia es el principal importador de AE y oleorresinas, ya que en su
territorio se ubican casas de fragancias de gran prestigio a nivel mundial, las
cuales utilizan las esencias para la fabricacion de perfumes de alto valor

agregado. Ademas, Francia y Reino Unido consumen cerca de la mitad de

79



las importaciones realizadas por la EU, equivalentes a € 285 millones,
dejando ver la gran demanda de AE generada exclusivamente por la
industria cosmética europea [148-149]. Respecto a los AE y oleorresinas
exportados por parte de los estados pertenecientes a la Unién Europea, es
importante tener en cuenta que la mayor parte son productos importados que

han sido procesados y re-exportados con el valor agregado mas alto.

En el 2003, las industria de alimentos de la Unién Europea exportaron 35 000
toneladas de AE por un valor de € 445 millones, mas de la mitad de estas
exportaciones fueron dirigidas hacia paises como los Estados Unidos, Suiza
y Japon. En el mismo ano, Alemania, Estados Unidos, Suiza, Francia y Reino
Unido, fueron los principales destinos de las exportaciones de AE vy
oleorresinas, 39 000 toneladas, correspondientes a la industria cosmética,
por un monto de € 463 millones. Para el caso de la industria farmacéutica, el
total de las exportaciones de extractos de plantas medicinales y aromaticas
fue de € 235 millones, representados en 75 000 toneladas en el afio de 2003.

Alemania fue el principal destino [148-150].

Este breve analisis de la tendencia del mercado sobre los aceites esenciales
a lo largo en los ultimos afios permite observar que los principales
exportadores e importadores han mantenido una presencia constante en el
contenido global del sector, y que la idea de una industria esenciera en
Colombia, ademas de suplir la demanda del mercado nacional tendria la
posibilidad de entrar a competir en el mercado internacional, convirtiéndose
de esta forma en una industria generadora de empleo y dividendos para el

pais.
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3. ANALISIS CIENCIOMETRICO

La cienciometria como término, surgié en la Europa Occidental, alcanzando
su maxima popularidad en 1977 con el surgimiento de la revista

Scientometrics.

La cienciometria estudia los aspectos cuantitativos de la ciencia como
disciplina o actividad econdmica, forma parte de la sociologia de la ciencia y
encuentra aplicacion en el establecimiento de las politicas cientificas.
Ademas, es una herramienta que permite situar a un pais, institucion, area
tematica o individuo en el contexto mundial de la productividad cientifica
[151].

Con el objetivo de situar a los AE en el contexto mundial de la productividad
cientifica, se realizd un andlisis cienciométrico de las publicaciones
reportadas sobre este tema, desde el afio 2001 hasta la actualidad (julio de
2007), en la base de datos Web of Science (recurso disponible dentro del

Campus Universitario de la UIS).

La obtencion de la informacién se centré en aspectos, tales como la tipologia
documental de las referencias, e.g. articulos, revisiones, meeting abstracts,
etc., la evolucién cronologica del numero de publicaciones, su distribucidon
por lugar geografico, los autores e instituciones de mayor produccion
cientifica, asi como, el area de mayor aplicacion y las revistas que compilan

la mayor parte estos estudios.

La pesquisa se llevo a cabo los dias 26 y 27 de julio de 2007, en las bases
de datos Science Citation Index—-EXPANDED (SCI-EXPANDED), Social
Science Citation Index (SSCI) y Arts & Humanities Citation Index (A&HCI)
compiladas en la Web of Science, durante el periodo de 2001 a 2007, se

tuvieron en cuenta todos los tipos de documentos y todos los idiomas. Los
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parametros de busqueda empleados en la recopilacion de la informacion y
los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12. En todas las
ecuaciones de busqueda se tuvieron en cuenta los parametros: fuente, bases
de datos, periodo de observacion, tipo de documento e idioma, que fueron

los mismos, sélo el descriptor varié de una busqueda a otra.

Tabla 12. Parametros de busqueda empleados en la recopilacion de

informacién para el analisis cienciométrico.

Fecha de busqueda: Julio 26 y 27 de 2007
Fuente: Web of Science
Bases de datos: SCI-EXPANDED; SSCI; A&HCI
Periodo de observacion: 2001-2007
Tipo de documento: Todos los documentos

Descriptor Resultados
1. TS = “Essential oil” 3013
2. TS = “Essential oil” and CU = “USA” 329
3. TS = “Essential oil” and CU = “Turkey” 256
4. TS = “Essential oil” and CU = “Italy” 228
5. TS = “Essential oil” and CU = “Brazil” 219
6. TS = “Essential oil” and CU = “France” 204
7. TS = “Essential oil” and CU = “Argentina” 49
8. TS = “Essential oil” and CU = “Mexico” 19
9. TS = “Essential oil” and CU = “Colombia” 8
10. TS = “Essential oil” and “activity” 1132
1. TS = “Essential oil” and “antioxidant” 146
12. TS = “Essential oil” and “antifungal” 260
13. TS = “Essential oil” and “antibacterial” 381
14. TS = “Essential oil” and “cytoxic” 31
15. TS = “Essential oil” and “insecticide” 31
16. TS = “Essential oil” and “Rosmarinus officinalis” 59
17. TS = “Essential oil” and “Tagetes lucida” 2
18. TS = “Essential oil” and “Cymbopogon citratus” 34
19. TS = “Essential oil” and “Lippia alba” 9
20. TS = “Essential oil” and “Ocimum basilicum” 59
21. TS = “Essential oil” and “Lippia dulcis” 0

Se publicaron 3013 articulos de investigacion cientifica sobre los AE de las
plantas bajo estudio, a saber: Lippia alba, Lippia dulcis, Rosmarinus
officinalis, Ocimun basilicum, Tagetes lucida y Cymbopogon citratus, su
composicion quimica, propiedades biolégicas y aplicaciones. El articulo fue el

tipo de documento mas frecuente (Tabla 13).
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Tabla 13. Tipologia de los documentos publicados sobre AE bajo estudio,
durante el periodo 2001-2007. Fuente: Web of Science; Ecuacion de
busqueda: TS = “Essential oils” (Tabla 12); Fecha: 26 de julio de 2007.

Tipo de documento d No. de
ocumentos
Articulo 2830
Revision a0
Meeting abstract 59
Otros 34
Total 3013

Durante el periodo 2001-2006 se reportaron 2698 trabajos de investigacion
cientifica sobre AE, en promedio 450 publicaciones anuales; cabe destacar
que desde enero hasta julio de 2007 se han registrado 249 trabajos en la
base de datos Web of Science. Por otro lado, se observa una tendencia
creciente en el numero de publicaciones en funcion del tiempo (Figura 21),
que responde a un comportamiento lineal descrito por la ecuacion: y = 60.1x
+ 239.3, con factor de correlacion r = 0.994; en la ecuacion “y” corresponde al
numero de documentos publicados y “x” al afio de publicacion. Con base en
lo anterior, se estima que al terminar el 2007 se habran publicado ca. 660

trabajos sobre AE.
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Figura 21. Numero de publicaciones sobre AE, durante el periodo 2001-

2007. Fuente: Web of Science; Ecuacion de busqueda: TS = “Essential oils
(Tabla 12); Fecha: 26 de julio de 2007.

Los Estados Unidos (EE.UU.), Turquia, Italia, Brasil y Francia son los paises
que presentan la mayor cantidad de estudios sobre AE, 1236 publicaciones
en conjunto, que corresponden al 41% del total de documentos encontrados
mediante el descriptor "Essential oils”; el 38,2%, i.e. 1150 publicaciones, son
de India, Grecia, Espafia, Iran, Japén, Alemania, Australia, Reino Unido y
Canada (Figura 22); y el restante 21% se distribuye en paises del tercer

mundo, donde esta area del conocimiento esta en crecimiento.
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Figura 22. Paises con mayor productividad cientifica sobre los AE, durante el
periodo 2000-2007. Fuente: Web of Science; Ecuacion de busqueda: TS =
“Essential oils” (Tabla 12); Fecha: 26 de julio de 2007.

El 12% del total de las publicaciones reportadas se han realizado por paises
Latinoamericanos, siendo Brasil, Argentina y México los paises de mayor
actividad cientifica en este campo. Colombia contribuye con el 2.2% del total
de publicaciones hechas por los paises Latinoamericanos, 27 veces menor

que la produccién cientifica en esta area, desarrollada en Brasil (Figura 23).

Utilizando los mismos parametros de busqueda, pero mediante el descriptor
TS = “Essential oils” and CU = e.g. “ltaly” (Tabla 8), se encontré que las
instituciones donde se realizé el mayor numero de investigaciones sobre AE,
en EE.UU., fueron el Servicio de Investigacion de Agricultura (ARS) y las
Universidades de Baylor y Mississipi; en Turquia, las Universidades de
Anadolu, Ataturk y Selcuk; en Italia, el Consejo Nacional para la Investigacion
(CNR) y las Universidades de Messina y Bologna y, en Francia, las

Universidades de Corse, Clermont Ferrand y Montpellier.
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Figura 23. Niveles de produccion cientifica sobre AE en paises
latinoamericanos y del Caribe, durante el periodo 2001-2007. Fuente: Web of
Science; Ecuacion de busqueda: TS = “Essential oils” (Tabla 12); Fecha: 26
de julio de 2007.

En Latinoamérica las entidades que generan la mayor produccion cientifica
en el area de AE son instituciones de Educacion Superior, entre las cuales se
destacan las Universidades Federal de Ceara, Federal de Rio Grande de Sul
y de Sad Paulo en Brasil; las universidades de Buenos Aires y Nacional de
Cérdoba, en Argentina y las Universidades Industrial de Santander, de
Antioquia y la Nacional de Colombia, en Colombia. En el caso de México, las
instituciones estan vinculadas a Universidades de EE.UU., lo cual puede
indicar que los autores trabajan en conjunto con otras instituciones o que

estan adscritos a ellas.

En cuanto a los autores, se tiene, que los principales investigadores sobre las

esencias naturales en EE.UU. son Adams, RP.; Friedman, M. y Baser, KHC.;
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en Turquia, Baser, KHC.; Demirci, B. y Kirimer, N.; en ltalia, Cioni, PL.;
Flamini, G. y Morelli, I.; en Brasil, Henriques, AT.; Andrade, EHA. y Maia,
JGS.; en Francia, Bessiere, JM.; Chalchat, JC. y Menut, C.; en Argentina,
Zygadlo, JA.; Bandoni, Al. y Lira, PD. y en Colombia, Stashenko, EE.;
Martinez, JR. y Puertas, M. Se observa, que Baser es un autor comun para
EE.UU. y Turquia, lo cual puede indicar que éste trabaja en un centro de
investigacion de Turquia y se encuentra adscrito a otro en EE.UU. o vice

versa, o existe una colaboracidn entre estos dos paises.

Es importante reconocer que entre los autores mas productivos no todos
tienen la misma consideracion cientifica. Debe ser claro también, que la

productividad no siempre significa “calidad”.

De manera general, se puede concluir, que las areas sobre las que mayor
incidencia tienen los trabajos de investigacién acerca de AE son la Ciencia y
Tecnologia de Alimentos, la Quimica Aplicada y la Farmacia y Farmacologia.
Es interesante rescatar, que estos estudios también generan impacto sobre

la Quimica Analitica y Agricultura (Tabla 14).

Tabla 14. Distribucion de las publicaciones sobre AE, durante el periodo
2001-2007, de acuerdo con su area de impacto. Fuente: Web of Science;
Ecuacion de busqueda: TS = “Essential oils” (Tabla 12); Fecha: 26 de julio de
2007.

Orden Area de impacto No. de articulos
1 Ciencia y tecnologia de alimentos 1274
2 Quimica aplicada 1019
3 Farmacia y farmacologia 384
4 Plant Science 343
5 Bioquimica y Biologia Molecular 245
6 Quimica Médica 217
7 Quimica Analitica 201
8 Agricultura Multidisciplinaria 195
9 Biotecnologia y microbiologia aplicada 186
10 Entomologia 127
11 Ecologia 120
12 Quimica multidisciplinaria 119
13 Microbiologia 118
14 Métodos de investigacion en Bioquimica 116
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En cuanto a las revistas con mayor numero de publicaciones sobre los AE

durante el periodo de observacion, se destacan Journal of Essential Oil

Research, Flavour and Fragrance Journal y Journal of Agricultural and Food
Chemistry (Tabla 15).

Tabla 15. Revistas con el mayor numero de publicaciones sobre AE, durante

el periodo 2001-2007. Fuente: Web of Science; Ecuacion de busqueda: TS =
“Essential oils” (Tabla 12); Fecha: 26 de julio de 2007.

Orden Revista No. de articulos
1 Journal of Essential Oil Research 397
2 Flavour and Fragrance Journal 343
3 Journal of Agricultural and Food Chemistry 165
4 Biochemical Systematics and Ecology 77
5 Journal of Chromatography A 63
6 Food Chemistry 62
7 Journal of Food Protection 48
8 Zeitschrift Fur Naturforschung C-A Journal of Biosciences 47
9 Phytotherapy Research 46
10 Phytochemistry 44
11 Pharmaceutical Biology 43
12 Journal of Ethnopharmacology 40
13 Chemistry of Natural Compounds 39
14 Journal of Food Protection 33

En los ultimos seis anos, el interés en los AE no soélo radica en el

conocimiento de su composicion quimica, sino también en establecer sus

propiedades bioldgicas. Asi, mientras en el aino 2000 se publicaron sélo 11

trabajos sobre AE y la evaluacién de algun tipo de su bioactividad, en el

2006, el numero de estudios de bioactividad ascendio a 234 (Figura 24).
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Figura 24. Numero de publicaciones por afo sobre las propiedades

biolégicas de los AE. Fuente: Web of Science; Periodo de observacién: 2001-

2007; Ecuaciones de busqueda: 10-15 (Tabla 12); Fecha: 26 de julio de

2007.

Utilizando el descriptor numero 10 de la Tabla 8 se encontraron 1132
documentos de diferente tipologia, entre los cuales 1075 son articulos y 42
revisiones. Las 1132 publicaciones representan el 37.6% del total. Entre las
propiedades biolégicas evaluadas comunmente se encuentran las

actividades antibacterial, antifungica y antioxidante (Figura 25).
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Figura 25. Publicaciones relacionadas con el estudio de las actividades
biologicas de los AE. Fuente: Web of Science; Periodo de observacion:
2001-2007; Ecuacion de busqueda: 10-15 (Tabla 12); Fecha: 26 de julio de
2007.

Al restringir la busqueda a los AE de las especies vegetales aromaticas bajo
estudio, mediante los descriptores, que aparecen en la Tabla 8, se encontrd
que la mayor cantidad de estos trabajos de investigacion son sobre las
especies de origen asiatico-europeo: Rosmarinus officinalis, Cymbopogon
citratus, y Ocimum basilicum, mientras que, las de menor numero de estudios
fueron las especies de origen sur americano: Tagetes lucida, Lippia alba y
Lippia dulcis (Figura 26). Existen 163 trabajos sobre los AE de estas
especies aromaticas, que representan el 5,4% del total de publicaciones en
esta area. Una cifra bastante significativa, teniendo en cuenta cuantas

especies vegetales son o podrian ser objeto de estudio.
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Figura 26. Numero de publicaciones sobre el estudio de los AE de las
especies bajo estudio en el presente trabajo. Fuente: Web of Science;
Periodo de observacion: 2001-2007; Ecuacion de busqueda: 16-21 (Tabla
12); Fecha: 26 de julio de 2007.

De acuerdo con el ejercicio de la cienciometria, descrito previamente, se
puede concluir, que en la actualidad existe una tendencia creciente en la
produccidon cientifica sobre AE, representada por el alto numero de
publicaciones en revistas especializadas de reconocimiento internacional,
realizadas por institutos de investigacion agricola y universidades, enfocadas
no solo hacia la evaluaciéon de la composicion quimica de las esencias

naturales, sino también hacia el estudio de sus propiedades bioldgicas.

En el campo cientifico de productos naturales, los AE y diversos aspectos
como manejo agricola, composicién quimica, usos, mercados, propiedades
farmacoldgicas y calidad, figuran como el tema de mayor impacto en la

productividad cientifica e industrial.
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4. METODOLOGIA
41 RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL SILVESTRE

Con el acompanamiento de Fernando Caropress, estudiante de Biologia de
la Universidad Industrial de Santander, se colectaron diferentes muestras de
material vegetal silvestre para la obtencién de los AE. Se tomaron muestras
representativas para su analisis fitoquimico y se hicieron los respectivos
montajes de las exsiccatae, las cuales fueron enviadas al Herbario Nacional
Colombiano (Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia,

Bogota), para su correspondiente identificacién taxondmica.

4.2 ADQUISICION, DISTRIBUCION Y RECOLECCION DE MATERIAL
VEGETAL CULTIVADO

4.2.1 Adquisicion y distribuciéon

Las plantulas (semillas) de las diferentes especies vegetales aromaticas bajo
estudio, a saber: Lippia alba, Cymbopogon citratus, Rosmarinus officinalis,
Tagetes lucida, Lippia dulcis y Ocimum basilucum, fueron suministradas por
los viveros de CENIVAM-UIS, Universidad Nacional de Colombia y en la
empresa MORENOS Ltda., entre otros. Por su parte, la Asociacion
Campesina de Productores, MORELIA, Bolivar-Santander, dispuso de 52
parcelas de aproximadamente de 500 m? cada una, distribuidas tal, como se
muestra en la Tabla 16, para la siembra y cultivo de las plantulas. En los
Anexos 1 y 2 se encuentran la ubicacion geografica de las parcelas y la
distribucion de las especies cultivadas en cada una de las parcelas,

respectivamente.
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Tabla 16. Distribucion por especies del numero de parcelas cultivadas en los

municipios de Bolivar, El Pefion y Guavata.

No. de parcelas Extension, Densidad de siembra,

Especie cultivadas m? m
Lippia alba 6 3000 0.9x0.5
Cymbopogon citratus 9 4500 0.7x0.45
Rosmarinus officinalis 14 7000 1.2x0.5
Tagetes lucida 12 6000 0.4x0.6
Lippia dulcis 9 4500 0.9x0.4
Ocimum basilicum 3 1500 06x04

Anexo 1. Ubicacién geografica de las parcelas.
Anexo 2. Distribucion de las especies cultivadas en cada una de las parcelas.

4.2.2 Recoleccion de material vegetal cultivado

La primera cosecha de las plantas aromaticas cultivadas se efectué entre los
6 y 7 meses después de la siembra. Se realizaron 2 cortes adicionales
distribuidos en espacios regulares de 45 dias después de la primera
recoleccion, en las parcelas en las que se pudo llevar a cabo el experimento.
La siega se hizo a una altura entre 20 a 25 cm sobre la superficie del suelo y
la seleccion del material vegetal colectado se realiz6 de manera aleatoria,

hasta completar un peso aproximado de 12 kg, en base humeda.

Una vez el material vegetal fue colectado, se someti6 a un proceso de
secado natural, protegido del sol y del agua, en un lugar aireado.
Posteriormente, se envié al Complejo Agroindustrial CENIVAM-UIS,

Bucaramanga (Santander).
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4.3 OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los AE del material vegetal silvestre fueron obtenidos por MWHD, utilizando
un equipo Clevenger modificado, mientras que las esencias de las plantas
cultivadas se aislaron por destilacion con agua y vapor, mediante un
destilador de acero con capacidad de 10 kg (Figura 27). Los parametros de
extraccion utilizados para ambas técnicas se muestran en la Tabla 17. Los
aceites extraidos se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se

almacenaron a 4 °C, protegidos de la luz.

Figura 27. Equipos de extraccion: A. Clevenger modificado; B. Destilador de

acero semi-industrial.
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Tabla 17. Condiciones experimentales de extraccion para la obtencion de los
AE por destilacién agua-vapor y MWHD.

Destilacion con

Parametros MWHD
vapor y agua
Cantidad de material vegetal 1300-1500 g 200g
Volumen de agua 8L 300 mL
Tiempo de extraccion 2h 4 x 10 min
Potencia de calentamiento - 720 W

4.4 ANALISIS INSTRUMENTAL

4.4.1 Preparacion de la muestra

Las muestras de aceites para analisis cromatografico, se prepararon
disolviendo 50 uL de AE y 1,0 uL de patrén interno (n—tetradecano) en

diclorometano, hasta un volumen final de 1,0 mL.

4.4.2 Caracterizacion de los AE

El analisis de los aceites esenciales extraidos se realizé por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) en los equipos Agilent
Technologies 6890 Plus con un detector selectivo de masas Agilent
Technologies MSD 5973, y Hewlett-Packard 5890A Series Il con detector
selectivo de masas MSD, MSD Hewlett-Packard 5972. Los parametros
cromatograficos empleados se describen en la Tabla 18.
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Tabla 18. Parametros cromatograficos empleados para el analisis de los AE

estudiados.

Equipo GC Agilent Technologies | GC Hewlett-Packard 5890A
6890 Plus Series |

Inyector split/splitless

Temperatura del inyector 250°C

Relacion de split 1:30

Columna

DB-5: 60 m, 0.25 mm, D.l. x
0.25 um

DB-WAX:60 m x 0.25 mm D.l.
x 0.25 um

Programacion de
temperatura del horno

45°C (5 min)>250°C (5 min),
@ 5°C/min

45°C (5 min)>120°C (3 min),
@ 3°C/min > 220°C (3 min),
@ 4°C/min

Gas de arrastre

Helio (99,995%,

Aga Fano, S.A)

Flujo del gas de arrastre 1 mL/min

Detector MSD Agilent 5973 MDS HP 5972
Temperatura de la camara 200 °C 175°C
de ionizacién

Temperatura de la linea de o

transferencia (GC-MS) 285°C

Energia de ionizacién 70 eV

El reconocimiento de los componentes presentes en los aceites y extractos

se realiz6 con base en los indices de retencion de Kovats, comparandolos

con los valores reportados en la literatura [152] y sus espectros de masas,

que se confrontaron con los reportados en las bases de datos Willey, NIST y

Adams.

Los indices se calcularon teniendo en cuenta los tiempos de retencion de una

serie homdloga de patrones de hidrocarburos desde C+o hasta Cys, corridos

en el GC-MS bajo las mismas condiciones operacionales, que los AE y

extractos, en dos fases estacionarias.
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Los valores fueron calculados aplicando la siguiente férmula:

[, —1t
I, =100n +100) “f—"fr.

tRN _tRn
Donde:

lk: indice de retencién del compuesto de interés x;

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

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

trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés x;

trnv Y tro: Tiempos de retencidn de n-alcanos que eluyen antes y

después del compuesto x.

Ademas, se realiz6 la confirmacion de algunos componentes presentes en
las muestras, usando los tiempos de retencidon y espectros de masas de
patrones de terpenos certificados, analizados bajo las mismas condiciones
operacionales. Las caracteristicas de los patrones certificados empleados se

registran en |la Tabla 19.
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Tabla 19. Patrones de hidrocarburos lineales y patrones de terpenos

certificados utilizados para la determinacién de los indices de Kovats.

Compuesto Casa Productora Pureza
Oxido de cariofileno Sigma Aldrich 99%
(R)-(+)-Limoneno Sigma Aldrich 98%
Nerol Sigma Aldrich 98%
Geraniol Sigma Aldrich 98%
Linalool Sigma Aldrich 97%
6-Metil-5-hepten-2-ona Sigma Aldrich 99%
a-Pineno Sigma Aldrich 98%
1,8-Cineol Sigma Aldrich 98%
p-Cimeno Sigma Aldrich 98%
Mezcla de cis- y trans- citrales Sigma Aldrich 95%
Carvona Sigma Aldrich 95%
Eugenol Sigma Aldrich 98%
Mezcla de cis- y trans-Dihidricarvona Sigma Aldrich 97%
cis-Oxido de limoneno Sigma Aldrich 97%
(R)-(+)-Mentona Sigma Aldrich 99%
1-Octen-3-ol Sigma Aldrich 96%
n-Tetradecano AccuStandard 99,5%
Serie homéloga de hidrocarburos AccuStandard

C10_025

4.4.3 Cuantificacion de los componentes mayoritarios

La cuantificacion de los componentes mayoritarios de interés presentes en
los AE, se realizé por cromatografia de gases (GC), en el equipo HP 5890A
Serie Il con detector de ionizacion en llama (FID), mediante el método de
cuantificaciéon interna; y por GC-MS. En las Tablas 18 y 20 se describen las

condiciones cromatograficas que se usaron para el analisis GC.
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Tabla 20. Parametros cromatograficos GC-FID que se usaron para la

cuantificacién de los componentes mayoritarios presentes en los AE.

Equipo GC HP 5890A Series Il
Inyector split/splitless
Temperatura del inyector 250°C
Relacion de split 1:30
Columna DB-5: 30 m, 0.25 mm, D.I. x 0.25 um
programacion de 45°C (5 min)>250°C (5 min), @ 5°C/min
emperatura en el horno
Gas de arrastre Helio (99,995%, Aga Fano, S.A)
Flujo del gas de arrastre 1 mL/min
Detector Flame lonization Detector-FID
Temperatura del detector 280 °C
Mezcla combustible Hidrégeno + Aire sintético, relacién 1:10

(Aga Fano, S.A))

Gas auxiliar Nitrégeno (99,995%, Aga Fano, S.A)
Flujo del gas auxiliar 30 mL/min

4.5 PRUEBAS FISICOQUIMICAS

La densidad del aceite esencial se determind de acuerdo con el
procedimiento descrito en la Norma 1SO 279:1998 (E) [153].

Las pruebas de solubilidad en etanol de los AE se realizaron conforme con la
Norma ISO 875:1999 (E) [154].

Para la medicion del indice de refraccion se utilizdé un refractédmetro con bafio
termostatado bajo las condiciones estipuladas en la Norma ISO 280:1998 (E)
[155].

El tipo y numero de pruebas fisicoquimicas se llevaron a cabo segun las

cantidades de AE obtenidos, para las diferentes muestras vegetales.

46 ENSAYO DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad de atrapamiento de radicales por los AE aislados de las

especies vegetales bajo estudio, se determind mediante el ensayo de
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decoloracion del cation-radical ABTS", aplicando la metodologia descrita por
Re et al. [143].

Para la generacion del catién-radical, ABTS (19,25 mg) y peroxidisulfato de
potasio (3,45 mg) se disolvieron, en agua grado HPLC (5 mL). La solucion
final se dejo reaccionar durante 24 h a temperatura ambiente y en la
oscuridad. Posteriormente, la solucion stock del croméforo ABTS™ se diluyd

en etanol hasta conseguir una absorbancia de 0.70 (+ 0.5) a 734 nm.

Las concentraciones de las soluciones de los AE en etanol, fueron
seleccionadas teniendo en cuenta la inhibicion que presenta una alicuota de
cada disolucién de esencia (30 uL) en la solucién (3 mL) de ABTS" diluida.
Los porcentajes de inhibicion de las soluciones de trabajo variaron entre el 20
y 60%.

La absorbancia fue medida en el espectrofotometro GENESYS 20, 6 min.
después desde el momento de la adicién de la solucion diluida (3 mL) de
ABTS" a la alicuota de las sustancias de referencia o de cada uno de los
posibles agentes secuestrantes de radicales. La capacidad de atrapamiento
de radicales se expres6 como la actividad antioxidante total en mmol de
Trolox® por kg de AE.

4.7 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los ensayos de bioactividad de los AE (actividades antifungica, bactericida y
citotoxica) se realizaron en los diferentes grupos de Investigacién, que
conforman la Union Temporal CENIVAM (Tabla 21). El tipo y el numero de
pruebas biolégicas estuvieron determinados por las cantidades de AE

obtenidos, para las diferentes muestras vegetales.
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Tabla 21. Grupos de investigacion que realizaron los ensayos de bioactividad

en los AE estudiados.

Actividad I Gru;_wo d_e' Director(a) Universidad
nvestigacion
Grupo de Dr. Juan Gabriel Bueno Universidad de
Antifungica Investigacion en Dra. Jehidys Montiel Antioquia
Infeccion y Cancer Dra. Ana Cecilia Mesa q
. . . . Universidad de
Citotoxica Quimica Ambiental y Dr. Jesus Olivero Cartagena

Computacional

Dra. Beatriz Jaramillo
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

51 CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
LAS ESPECIES SILVESTRES COLECTADAS EN LOS MUNICIPIOS
DE LA SUB-REGION DE VELEZ

Enmarcado dentro de la mision de CENIVAM y segun los objetivos
planteados en este proyecto, se realizd un estudio de los metabolitos
secundarios volatiles presentes en los AE de 9 especies vegetales
aromaticas silvestres (Tablas 22 y 23), oriundas de la region de Bolivar, El

Penon y Guavata, Santander-Colombia.

Tabla 22. Especies vegetales aromaticas colectadas en los municipios de

Bolivar, El Pefion y Guavata, Santander — Colombia.

Procedencia de la planta

Codigo Nombre
Colecta comun Municipio Vereda Altura
(m.s.n.m)

001-M Salvion Bolivar Guamal 2656
002-M Mastranto Bolivar Guamal 2424
003-M Manzanilla Bolivar Loma Alta 2232
004-M Orégano Guavata Helechal y Mesa 1983
005-M Cidrén Bolivar Loma Alta 2360
006-M Poleo Guavata Helechal y Mesa 1983
007-M Pronto alivio Guavata Helechal y Mesa 2000
008-M Pronto alivio Bolivar Loma Alta 2232
009-M Anisillo Bolivar Loma Alta 2424

En el Anexo 3 se recopilan todas las fichas técnicas de las especies aromaticas colectadas
y la ubicacion de recoleccion.

Los pliegos testigo de cada especie vegetal identificada, fueron depositados
como muestras permanentes en el Herbario Nacional Colombiano, Instituto

de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.
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Tabla 23. Nombres botanicos asignados por
Colombiano a

municipios de Bolivar, El Pefion y Guavata, Santander — Colombia.

el Herbario Nacional

las especies vegetales aromaticas colectadas en los

Codigo Nompre Nombre cientifico Familia
Colecta comun

001-M Salvion Lepechinia bullata (Kunth) Epl Lamiaceae
002-M Mastranto Salvia palaefolia Kunth Lamiaceae
003-M Manzanilla Tanacetum parthenium (L) Sch. Bip.  Asteraceae
004-M Orégano Minthostachis mollis H.B.K. Lamiaceae
005-M Cidrén Aloysia triphylla (L Her) Britton. Verbenaceae
006-M Poleo Mentha pulegium Lamiaceae
007-M Pronto alivio Lippia alba (MIIl) N.E. Brown Verbenaceae
008-M Pronto alivio Lippia alba (MIll) N.E. Brown Verbenaceae
009-M Anisillo Tagetes filifolia Lag. Asteraceae

En la Tabla 24, se relacionan los rendimientos de obtencion de aceite

esencial de las especies colectadas, la parte de la planta utilizada y la

cantidad de material vegetal empleado para la extraccion. Todos los AE se

aislaron por MWHD, bajo las condiciones descritas en la Seccion 4.3.

Tabla 24. Rendimientos (%) de los AE obtenidos por MWHD, de las plantas

colectadas en las diferentes regiones de los municipios de Bolivar, El Pefidén

y Guavata, Santander-Colombia.

Rendimiento

Parte de la Material .
- Cantidad de de
Nombre botanico planta vegetal, . ‘.
la esencia, g extraccion,

empleada g o,

Lepechinia bullata Hojas 405 2,86 0,7

Salvia palaefolia Hojas y flores 64 0,20 0,3

Tanacetum parthenium Hojas, flores 173 0,80 0,5
y tallos

Minthostachis mollis Hojas 155 3,16 2,0

Aloysia triphylla Hojas 234 2,05 0,9

Mentha pulegium Hojas 10 0,07 0,7

Lippia alba Hojas 70 1,27 1,8

Lippia alba Hojas 195 4,78 2,5

Tagetes filifolia Hojas, flores 120 1,92 1,6
y tallos

Los rendimientos de aceites mas altos (1,6 — 2,5 %) se obtuvieron a partir de

las hojas secas de Tagetes filifolia (009-M), Minthostachis mollis (004-M) y

Lippia alba (007-M y 008-M), mientras que Salvia palaefolia (003-M) presento
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el rendimiento mas bajo (0,3 %). Por otro lado, las especies Lepechinia
bullata, Aloysia triphylla, Tanacetum parthenium y Mentha pulegium
exhibieron rendimientos de extraccion intermedios, que varian entre el 0,5 y
0,9%, que son comparables con los de la mayoria de las especies utilizadas

para produccién de esencias.

El contenido de AE en las partes aéreas de la especie Tagetes filifolia, fue
ca. 4 veces mas alto que el reportado por De Feo et al. [156], quienes
aislaron la esencia por hidodestilacién, con rendimiento del 0,47% en base
seca, a partir de material vegetal colectado en el Departamento de Cusco,
Peru. Las diferencias en el contenido de AE, de acuerdo con Zygadlo et al.
[157], se deben, posiblemente a las distintas condiciones ambientales en que

se cultiva la planta.

Para Minthostachys mollis, la informacion disponible acerca de los
rendimientos de su AE es escasa. No obstante, un contenido de esencia del
2% en base seca, a partir de las partes aéreas de la planta, y de un olor
similar al aceite extraido de las especies del género Mentha, hace que la
especie Minthostachys mollis sea una planta aromatica promisoria para su

cultivo en la region.

La Lippia alba presentd variaciones significativas en el contenido de AE, las
cuales pueden estar asociadas a factores intrinsecos (edad y estado de
desarrollo de planta) o extrinsecos (condiciones ambientales y geobotanicas
del cultivo); sin embargo, los rendimientos de extraccion del aceite son
comparables con los reportados por Monsalve et al. (2,5%) [26]. La autora
evaluo el rendimiento y la composicién quimica de los AE de Lippia alba,
provenientes de diferentes regiones de Colombia, entre ellas, Bolivar-
Santander, y observd que el contenido de AE en la especie Lippia alba era
mayor para aquellas plantas que habian sido colectadas en regiones de

mayor altura [26]. Este hecho le confiere al municipio de Bolivar-Santander
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una ventaja competitiva frente a otras regiones del pais, en cuanto a la

produccién y el rendimiento del AE de Lippia alba se refiere.

Con respecto al aceite esencial de Salvia palaefolia, no existen reportes en la

literatura sobre su rendimiento y la composicidén quimica.

La composicion quimica de los aceites esenciales de las especies aromaticas
silvestres colectadas en los municipios de la Subregion de Vélez (Bolivar, El

Penon y Guavata) se muestra en las Tablas 25-30.

Todos los aceites aislados se analizaron por GC-MS, en dos columnas, a
saber: polar, DB-WAX (60 m) y apolar, DB-5 (60 m), bajo las condiciones
descritas en la Seccion 4.4. La identificacion de los analitos se realizd con
base en dos criterios, i.e. cromatografico (ir lk) y espectroscépico (MS, El, 70
eV). Para algunos compuestos mayoritarios se utilizaron los respectivos
patrones, analizados por GC-MS bajo las mismas condiciones operacionales
usadas para el analisis de los AE, comparando sus tg, Ik y los espectros de

masas con los obtenidos para los AE (Anexo 4).

5.1.1 Lepechinia bullatay Salvia palaefolia.

Lepechinia bullata es una planta medicinal, que pertenece a la familia
Lamiaceae (Labiatae), endémica de Colombia y Venezuela [158]; conocida
comunmente como “Salvion” (Figura 28). En la literatura, son pocos los
estudios sobre la composicién quimica de los AE de las especies Lepechinia,
algunos de ellos incluyen a Lepechinia chalepensis, L. floribunda, L.

speciosa, L. graveolens y L. salviae, entre otras [159,160].
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Figura 28. Planta de Lepechinia bullata (Kunth) Epl.

La especie Salvia palaefolia (sinonimia: Salvia scutellarioides) es nativa de
Colombia; crece de forma endémica en las regiones pacifica y andina a
alturas entre 1600 y 3500 m.s.n.m. (Figura 29) [161]. Salvia palaefolia
pertenece a la familia de las Lamiaceae (Labiatae), se llama popularmente
“‘Mastranto” y es utilizada en la medicina tradicional colombiana por sus
efectos antihipertensivos y diuréticos [161]. No existen reportes en la

literatura sobre la composicién quimica de su AE.

Figura 29. Planta de Salvia palaefolia Kunth.

En los AE de Lepechinia bullata y Salvia palaefolia obtenidos por MWHD se
detectaron, por GC-MS, 30 y 23 compuestos, respectivamente, en
cantidades >0,1%; de ellos, se identificaron positivamente, usando Ik
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(columnas polar y apolar) y MS (El, 70 eV) 22 (73%) y 19 (83%) compuestos
(Tabla 25), bajo los parametros de integracién aplicados (umbral de

integracién, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base = 0,1).

En las Figura 30 y 31, se ilustran los perfiles cromatograficos tipicos de los
metabolitos secundarios volatiles aislados por MWHD de Lepechinia bullata y
Salvia palifolia. En la Tabla 25, se muestran la identificacion de los picos y la

cantidad relativa (%) de los compuestos presentes en sus AE.

Los compuestos mayoritarios en el AE de Lepechinia bullata corresponden a
viridiflorol (22,5%), eremofileno + y-cadineno (18,2%), trans-B-cariofileno
(16,6%), y ledol + epoxido de humuleno (7,9%). Por otro lado, el AE de
Salvia palifolia contiene constituyentes mayoritarios trans-fB-cariofileno
(61,5%), oxido de cariofileno (9,9%), selina-3,11-dien-6-a-ol + a-eudesmol
(5,1%) y a-humuleno (3,7%).

De acuerdo con la clase y el contenido de los metabolitos secundarios
mayoritarios en los AE de Lepechinia bullata y Salvia palifolia, aisladas por
MWHD, estas esencias pueden clasificarse como de tipo “sesquiterpenoide”,
como se muestra en la Tabla 31. El contenido de sesquiterpenoides en las
esencias de Lepechinia bullata y Salvia palifolia corresponde a ca. 96 y 97%,

respectivamente.
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Figura 30. Perfil cromatografico tipico del AE de Lepechinia bullata, aislado
por MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Figura 31. Perfil cromatografico tipico del AE de Salvia palaefolia, aislado por
MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Tabla 25. Composicion quimica de los AE (tipo: sesquiterpenoide) de
Lepechinia bullata cod: 001M y Salvia palifolia cod: 002M, aislados por
MWHD.

N° de I° c Cantidad relativa, (%)
Pico? ompuestos
DB-5 DB-WAX 001-M 002-M
1 978 1451 1-Octen-3-ol 0,10
2 996 1397 3-Octanol 0.13
3 1118 1338 Acetato de 3-octilo 0.13 -
4 1398 1595 B-Elemeno 0.29 0.30
5 1417 cis-B-Cariofileno - 0.30
6 1421 1538 a-Gurjuneno 1.03
7 1440 1607 trans-B-Cariofileno 16.58 61.5
8 1442 1582 B-Ylangeno - 0.62
9 1455 1657 Aromadendreno 0.49 -
10 1465 1655 a-Guaieno 5.73 -
11 1475 1679 a-Humuleno 5.19 3.74
12 1479 1655 allo-Aromadendreno 3.55 -
13 1484 1702 y-Muuroleno - 0.63
1952 + (E)-B-lonona -—-
14 1486 1734 a-Selineno 0.38 1.18
15 1498 1703 Viridifloreno 6.05
1728 + Valenceno -
1750 + Biciclogermacreno -
16 1503 1729 B-Selineno 2.21
17 1750 + Eremofileno 18.19 -
1769 + y-Cadineno
18 1528 1764 0-Cadineno 0.59
19 1536 1841 Calameneno 1.73 -
20 1549 a-Cadineno 0.10 2.01
21 1556 1789 Selina-3,7(11)-dieno 1.64
22 1588 1945 Palustrol 1.10
23 1600 2004 Oxido de cariofileno 4.58 9.86
24 2141 Espatulenol -
25 1611 2107 Viridiflorol 22.52 0.50
26 1622 2049 Ledol 7.88
27 1627 2062 Epdxido de humuleno 0.49
28 1654 2325 Cariofila-4(14),8(15)-dien-5,a-ol 0.29 047
29 1657 2336 Cariofila-4(14),8(15)-dien-5,3-ol 0.52 1.92
30 1671 Selina-3,11-dien-6-a-ol -—- 5.06
2244 + a-Eudesmol -
31 1684 2604 trans-9-epi-14-Hidroxicariofileno -—- 3.72
32 1687 2242 Cadaleno 0.17

a Numero de pico en las Figuras 30 y 31
b Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.
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Entre los componentes del AE de Lepechinia bullata, bajo estudio, no se
encontraron los hidrocarburos sesquiterpénicos (-)-espirolepechineno y (-)-
premnaspirodeno, los cuales han sido reportados como los principales
constituyentes de la fraccion volatii de esta planta cultivada en Santo
Domingo (Venezuela) [158]. Segun Eggers et al., el contenido de (-)-
espirolepechineno y (-)-premnaspirodeno en el AE de las hojas de Lepechinia

bullata es 20 y 45%, respectivamente [158].

Aunque los rendimientos de extraccién de los AE de Lepechinia bullata y
Salvia palifolia no fueron bajos (0,7 y 0,3%) respectivamente, las
composiciones quimicas no presentaron mayores atractivos, salvo el alto

contenido de trans-B-cariofileno (61,5%), en el AE de Salvia palifolia.

El trans-B-cariofileno es un hidrocarburo sesquiterpénico presente en la
naturaleza en 3 formas isoméricas, o, B y y-cariofileno; el isémero 3- es el
mas abundante en la naturaleza. Estd presente en muchos AE,
principalmente, en el de clavo, del cual fue originalmente aislado [162]. El
consumo anual en el mundo del trans-p-cariofileno es ca. 4800 kg, éste se
utiliza principalmente como saborizante y aromatizante [162]. Luego, la
planta Salvia palaefolia podria perfilarse como una fuente natural para la

obtencion de los AE, destinados para el aislamiento de trans-p-cariofileno.

5.1.2 Tanacetum parthenium

Tanacetum parthemium es una planta herbacea, erecta, con tallos muy
ramosos de 30-90 cm de altura, hojas blandas alternas, de color verde
amarillento, capitulos planos dispuestos en corimbos terminales, con el
centro amarillento palido y liguas blancas de 1-2,5 cm de diametro, es una

planta muy aromatica (Figura 32).
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Figura 32. Planta de Tanacetum parthemium (L) Sch. Bip.

Pertenece a la familia Asteraceae, se encuentra en Europa, paises del
mediterraneo y también en América, le favorece la exposicién a pleno sol o
semi-sombra y lugares frescos; es una planta sumamente resistente a las
heladas (tolera temperaturas hasta de -15 °C). Se propaga faciimente por

semillas o por esquejes [33].

El nombre botanico de esta planta posee diferentes sinonimias, entre ellas,
Matricaria parthenium (L.), Leucanthemum parthenium (L.) Gren. y Gordon,
Pyrethrum parthenium (L.) Sm., y Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh
[163].

En el AE obtenido por MWHD de Tanacetum parthenium se detectaron, por
GC-MS, 101 compuestos, en cantidades >0,1%; de ellos, se identificaron
positivamente, usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (El, 70 eV), 47
(47%) compuestos (Tabla 26), usando los parametros de integracion
aplicados, i.e. umbral de integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico

en la base =0,1.
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En la Figura 33 se ilustra el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de Tanacetum parthenium, obtenidos por MWHD. En la
Tabla 26, se muestran la identificacion de los picos y la cantidad relativa (%)

de los compuestos presentes el AE de Tanacetum parthenium.

El rendimiento del aceite esencial fue de 0,5%; alcanfor (30,3%), canfeno
(6,9%) y p-cimeno (5,8%) fueron compuestos principales. EI AE de esta
planta se utiliza en fitoterapia y la industria farmacéutica [33].

El AE de Tanacetum parthenium puede clasificarse como de tipo
‘monoterpenoide” por la familia de compuestos mayoritarios (74,9%). En la

Tabla 31, se registra la composicidon del aceite de acuerdo con las familias de

compuestos presentes.
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Figura 33. Perfil cromatografico tipico de los AE de Tanacetum parthenium,
aislado por MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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El rendimiento del AE de Tanacetum parthenium estudiado en el presente
trabajo, fue similar al reportado por Akpulat y colaboradores [164]. Sin
embargo, respecto a la composicidon quimica, se observaron para los
componentes mayoritarios variaciones cuantitativas significativas. Akpulat et
al., reportan que la esencia obtenida por hidrodestilacion de las partes aéreas
de Tanacetum parthenium originaria de Turquia, posee alcanfor (56,9%) y
canfeno (12,7%). La variacion observada respecto al contenido de los
componentes mayoritarios se debe, posiblemente, a las condiciones

climaticas diferentes en las cuales se desarrollaron las plantas.

Tabla 26. Composicion quimica del AE (tipo: monoterpenoide) de

Tanacetum parthenium cod: 003M, aislado por MWHD.

N° de I Car_1tidad
Pico? Compuestos relativa, (%)
DB-5 DB-WAX 003-M
1 827 Etil-5,5-dimetil-1,3-ciclopentadieno 1.84
2 827 Etil-5,5-dimetil-1,3-ciclopentadieno 0.19
(Isdbmero)
3 923 1007 Tricicleno 0.53
4 925 1026 a-Tujeno 0.11
5 935 1021 a-Pineno 1.58
6 956 1065 Canfeno 6.91
7 965 1199 Benzaldehido 0.12
8 977 1120 Sabineno 0.66
9 982 1107 B-Pineno 0.22
10 991 1164 Mirceno 0.26
1 995 Verbeneno 0.22
12 998 1282 1,3,5-Trimetilbenceno 0.69
13 1012 1165 a-Felandreno 0.94
14 1021 1181 a-Terpineno 0.13
15 1027 1338 Trimetilbenceno (Isémero) 0.47
16 1030 1271 p-y o-Cimeno 5.83
17 1036 1199 Limoneno 0.94
18 1038 1210 B-Felandreno 0.15
19 1041 1213 Eucaliptol (1,8-cineol) 0.24
20 1050 1254 trans-3-Ocimeno 0.1
+ acetil benceno
21 1064 1247 y-Terpineno 0.99
22 1079 cis-Hidrato de sabineno 0.40
23 1096 p-Cimeneno 0.37
24 1111 1473 2,2,6-Trimetil-3-ceto-6-vinil-tetrahidro- 0.61
pirano
25 1114 1551 Linalool 0.88
1468 + trans-Hidrato de sabineno
26 1132 1515 Crisantenona 3.27
27 1164 1527 Alcanfor 30.28
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Tabla 26. Continuacion.

28 1175 1579 Pinocarvona 0.26
29 1180 1732 p-Menta-1,5-dien-8-ol 0.75
30 1183 1709 Borneol 0.73
31 1189 1609 Terpinen-4-ol 0.65
32 1192 1854 p-Cimen-8-ol 0.56
33 1216 1756 trans-Piperitol 0.62
1718 + Verbenona
34 1261 cis-Acetato de crisantenilo 0.50
35 2323 Acido 3,4,5,5-tetrametil-1,3- 2.25
ciclopentadienoico
36 1286 1620 cis-Acetato de verbenilo 2.34
37 1293 1587 Acetato de bornilo 5.67
1643 + trans-Acetato de verbenilo
38 1306 2408 Acido 3,4,5,5-tetrametil-1,3- 417
ciclopentadienoico
39 1378 1738 a-Acetato de terpenilo 0.82
40 1391 1876 Isovalerato de bencilo 0.49
+ trans-Acetato de mirtanilo
41 1400 1898 Pentanoato de bencilo 0.44
42 1434 1606 trans-B-Cariofileno 0.35
43 1455 cis-B-Farneseno 0.19
44 1570 1876 Angelato de bornilo 0.94
45 1600 2004 Oxido de cariofileno 0.70
46 1684 2257 Intermedeol* 0.53
47 1717 Pentadecanal 0.18

a Numero de pico en la figura 33

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

* Identificado tentativamente.

De acuerdo con lo reportado en la literartura, el AE aislado de las partes
aéreas de Tanacetum parthenium contiene una compleja mezcla de
monoterpenos y sesquiterpenos, ademas de una serie interesante de espiro-
ceto enoléteres no terpenoides [163]. Algunos de los compuestos que no
fueron posibles identificar, pueden corresponder a una serie compleja de o-
metilenbutirolactonas sesquiterpénicas, las cuales son comunes entre los

miembros de la familia Asteraceae [163].
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5.1.3 Minthostachis mollis y Mentha pulegium

Minthostachis mollis

La especie Minthostachys mollis es una planta que pertenece a la familia
Lamiaceae (Labiatae), es originaria de Suramérica y conocida comunmente,
en los municipios de la sub-region de Vélez, como “Orégano”. El género
Minthostachys presenta una gran distribucién a lo largo de la Cordillera de los

Andes, desde Venezuela y Colombia, hasta la Argentina [4].

La planta es una hierba o subarbusto de 0,30-2 m de altura, muy ramificado,
pubescente y aromatico, hojas ovaladas, de 1-5 cm de largo, flores blancas

dispuestas en inflorescencias mas que las hojas (Figura 34) [4].

Figura 34. Planta de Minthostachys mollis.

La esencia es de un olor muy similar al de las plantas del género Mentha. EIl
aceite esencial contiene mentona, pulegona, isomentona, limoneno y -

pineno como compuestos mayoritarios, que se utilizan en la industria de
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alimentos para la fabricacién de licores y como aromatizantes en muchos
productos industriales. Estudios recientes promueven el uso del AE de

Minthostachys mollis como insecticida [4, 165].

Mentha pulegium.

Mentha pulegium es una planta herbacea muy ramificada 10-60 cm de altura,
hojas opuestas de 1-2 cm, flores pequefias de color lila, rosado o blanco;
conocida comunmente como “Poleo”, distribuida en Europa Central, Oriente
Medio y América(Figura 35). Le favorecen climas templados o templados-

calidos, puede tolerar la sombra y resistir las heladas [33].

La planta puede propagarse por semillas o por esquejes, la densidad 6ptima
de plantacion es de 50.000 plantas/ha, el rendimiento de la planta fresca en
el primer afo seria de 6-10 t/ha y afos sucesivos de 20-27 t/ha; segun la
literatura, el rendimiento de AE es 1,5-1,7% en base seca (12% de humedad)
[33].

Figura 35. Planta de Mentha pulegium
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El AE de Mentha pulegium, se caracteriza por su olor a menta, contiene
como compuesto mayoritario pulegona; ademas de compuestos
monoterpénicos como piperitona, mentona, isomentona, mentol, timol y
carvacrol. Se usa en fitoterapia, en las industrias farmacéutica y licorera, en
preparaciones culinarias como condimento y en la fabricacién de articulos
aromaticos [33,166-168].

En los AE de Minthostachis mollis y Mentha pulegium obtenidos por MWHD
se detectaron, por GC-MS, 31 y 15 compuestos, respectivamente, en
cantidades >0,1%; de ellos, se identificaron positivamente, usando Ik
(columnas polar y apolar) y MS (El, 70 eV) 25 (81%) y 15 (100%)
compuestos (Tabla 27), respectivamente, bajo los parametros de integracién
aplicados (umbral de integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en
la base = 0,1).

En las Figuras 36 y 37, aparecen los perfiles cromatograficos tipicos de los
metabolitos secundarios volatiles de Minthostachis mollis y Mentha pulegium,
obtenidos por MWHD. En la Tabla 27, se muestran la identificacion de los
picos y la cantidad relativa (%) de los compuestos presentes en los AE de

Minthostachis mollis y Mentha pulegium.

Los compuestos mayoritarios en el AE de Minthostachis mollis corresponden
a pulegona (49,6%), iso-mentona (33,2%), trans-p-cariofileno (3%), y iso-
pulegona (2,2%). Asimismo, los compuestos mayoritarios presentes en el AE
de Mentha pulegium corresponden a pulegona (49,4%), mentona (39,4%),

trans-B-cariofileno (4%), e iso-mentona (1,7%).

Los AE de Minthostachis mollis y Mentha pulegium pueden clasificarse como
de tipo “monoterpenoide”, segun el tipo de compuestos mayoritarios. En la
Tabla 31, se registra la composicidn del aceite de acuerdo con las familias de

compuestos presentes. El contenido de monoterpenoides en las esencias
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varia entre 92 y 95%. Adicionalmente, los AE de estas especies se

caracterizan por la ausencia o muy bajo contenido de mentol.

La informacién sobre la composicion del AE de Minthostachis mollis no se
encuentra disponible en la literatura cientifica indexada. Se tienen pocos
estudios sobre esta especie. La esencia tiene un agradable olor a menta y la
composicion presenta altos porcentajes de isomentona y pulegona, que le

confieren su agradable fragancia.

Seria de mucho interés llegar a tecnificar un cultivo de Minthostachys mollis,
puesto que la planta es oriunda de los municipios de la subregion de Vélez,
presenta buenos rendimientos, ca. 2%, una composicién quimica que se
caracteriza por un alto contenido de compuestos oxigenados. Por otro lado,
el AE Minthostachys mollis presenta una particularidad interesante: el
contenido de isomentona es mayor que el de mentona, mientras que para la

mayoria de las plantas del género “Menta” es al revés.

En cuanto al AE de Mentha pulegium, la composicion quimica hallada si

concuerda con la reportada en la literatura [166-168].
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Figura 36. Perfil cromatografico tipico del AE de Minthostachis mollis, aislado
por MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Figura 37. Perfil cromatografico del AE de Mentha pulegium, aislado por
MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Tabla 27. Composicidon quimica de los AE (tipo: monoterpenoide) de
Minthostachis mollis cod: 004M y Mentha pulegium cod: 006M, aislados por
MWHD.

N° de I° Compuestos Cantidad relativa, %
Pico® " DB-5  DB-WAX P 004-M 006-M
1 844 1218 (E)-2-Hexenal 0.13
2 845 1387 3-Hexenol
3 933 1021 a-Pineno 0.64 0.16
4 975 1120 Sabineno 0.23 -
5 981 1107 B-Pineno 0.69 0.20
6 985 1256 3-Octanona 0.29
7 998 1397 3-Octanol 1.40
8 1033 1199 Limoneno 0.69 0.53
9 1038 1211 Eucaliptol (1,8-Cineol) 0.22
10 1048 Acetil benceno 0.10 ---
11 1101 1551 Linalool 0.29 0.38
12 1119 1338 Acetato de 3-octanilo 0.83 -
13 1164 1467 Mentona 1.62 39.40
14 1173 1497 iso-Mentona 33.22 1.68
15 1176 1601 Mentol 1.29
16 1182 1590 iso-Pulegona 2.21 0.89

17 1647 iso-Mentol -—

18 1205 1615 trans-Dihidrocarvona 0.17 -
19 1211 1702 o-Terpineol - -
20 1247 1657 Pulegona 49.63 49.43
21 1261 1738 Piperitona 0.64 0.18
22 1275 1569 Acetato de neo-mentilo -— 0.82
23 1292 1536 Acetato de mentilo - 0.25
24 1349 1939 Piperitenona 0.70 -
25 1357 2177 Eugenol 0.43 -—-
26 1386 1499 o-Copaeno 0.16 ---
27 1397 f—Cubebeno 0.11
28 1432 1607 trans-p-Cariofielno 2.99 3.99
29 1470 1678 a-Humuleno 0.56 0.51
30 1508 1744 Biciclogermacreno 0.32 -
31 1592 2141 Espatulenol 0.13 -—-
32 1599 2004 Oxido de cariofileno 0.24 -

a Numero de pico en las Figuras 35 y 36.
b Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

5.1.4 Aloysia triphylla (L 'Her) Britton.)

La especie Aloysia triphylla es una planta arbustiva que crece hasta 2 m,
tiene hojas vertilicidas, lanceoladas de hasta 7 cm, rugosas, flores pequefias

blanquecinas o blanquecino-violaceas, agrupadas en espigas (Figura 38).
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Figura 38. Planta de Aloysia triphylla (L'Her) Britton.

Pertenece a la familia Verbenaceae y vernaculamente se conoce como
“Cidron”. Es originaria de América y se distribuye por todos los Andes desde

Argentina hasta México.

El AE de Aloysia triphylla tiene una amplia aplicacion en las industrias de
perfumes, cosmeética y alimentos, asi como en sintesis organica fina, debido
a su alto contenido de citral, mezcla de los aldehidos isbmericos, neral y
geranial, que se usan como materia prima para la sintesis de otros
compuestos como iononas y la vitamina A [49]. El citral se usa como agente
antibacteriano y antifungico, para el tratamiento de plantas de aguas, siendo

considerado como un compuesto biodegradable [169].

El aceite esencial de Aloysia triphylla (Cidron) posee actividades biolégicas
muy importantes, se emplea en el area de la farmacologia o como

antiespasmadico, analgésico, antiiflamatorio, antibacteriano, etc [170].

En la Figura 39, aparece el perfil cromatografico tipico de los metabolitos

secundarios volatiles de Aloysia triphylla, obtenidos por MWHD. En la Tabla
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28, se muestran la identificacién de los picos y la cantidad relativa (%) de los

compuestos presentes en el AE de Aloysia triphylla.

Los compuestos mayoritarios en el AE de Aloysia triphylla corresponden a
geranial (22,6%), neral (18,6%), germancreno-D-4-ol + espatulenol (5,8%), y
limoneno (4,8%). Aunque el AE de Aloysia triphylla contiene una mezcla rica
de monoterpenos y sesquiterpenos, puede clasificarse como de tipo
“‘monoterpenoide”, puesto que la mayoria de los constituyentes son de esta
familia (56,67%). En la Tabla 31, se registra la composicion quimica del

aceite de acuerdo con las familias de compuestos presentes.
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Figura 39. Perfil cromatografico del AE de Aloysia triphylla, aislado por
MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).
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Tabla 28. Composicion quimica del AE (tipo: monoterpenoide)

triphylla (005-M), aislado por MWHD.

de Aloysia

N° de I° Combuestos Cantidad relativa, %
Pico® DB-5 DB-WAX P 005-M
1 934 1023 a-Pineno 0.21
2 975 1121 Sabineno 0.68
3 980 1450 Octen-3-ol 0.50
4 985 1339 6-Metil-5-octen-3-ona 0.58
5 990 1160 B-Mirceno 0.15
6 998 1397 3-Octanol 0.38
7 1036 1200 Limoneno 4.81
8 1040 1212 Eucaliptol (1,8-Cineol) 2.05
9 1050 1252 trans-b-Ocimeno 1.50
10 1076 1468 cis-Hidrato de sabineno 0.43
11 1102 1551 Linalool 0.55
12 1106 1152 trans-Hidrato de sabineno 0.13
13 1138 cis-Oxido de limoneno 0.12
14 1154 1512 Fotocitral A 1.01
15 1162 1577 cis-Verbenol 0.28
16 1170 Epdxido de rosefurano 0.29
17 1180 trans-Verbenol 0.36
18 1200 1703 a-Terpineol 1.03
19 1234 1808 Nerol 1.1
20 1250 1686 Neral 18.64
21 1259 1805 Geraniol 0.68
22 1283 1738 Geranial 22.64
23 1341 1469 0-Elemeno 0.16
24 1358 2178 Eugenol 0.31
25 1379 1760 Acetato de geranilo 1.59
26 1386 1497 a-Copaeno 0.50
27 1396 1525 B-Bourboneno 0.52
28 1434 a-Cedreno 2.27

1603 + trans-Cariofileno
29 1470 Propanoato de nerilo 0.48
1682 + a-Humuleno
30 1475 1655 allo-Aromadendreno 0.42
31 1480 B-Acoradieno 0.14
32 1489 1686 y-Muuroleno 3.38
1779 + ar-Curcumeno
33 1495 1720 Germacreno D 212
34 1500 1727 a-Zingibereno 0.50
35 1511 1743 Biciclogermacreno 2.49
36 1516 B-Curcumeno 0.98
37 1525 1717 y-Cadineno 0.16
38 1528 1953 epi-10-Cubebol 0.86
39 1568 2044 trans-Nerolidol 2.18
40 1587 2217 ar-Turmerol 0.53
41 1594 2065 Germacreno D-4-ol 5.84
2140 + Espatulenol
42 1601 2004 Oxido de cariofileno 2.40

a Numero de pico en la Figura 38.

b indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.
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5.1.5 Lippia alba

Figura 40. Planta de Lippia alba (Mlll) N.E. Brown colectada en el minucipio

de Bolivar.

En los AE obtenidos por MWHD de Lippia alba recolectada (Figura 40) en
diferentes lugares (Tabla 22) se detectaron, por GC-MS, 58 y 48
compuestos, respectivamente, en cantidades >0,1%; de ellos, se
identificaron positivamente, usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (El, 70
eV) 44 (76%) y 41 (85%) compuestos, respectivamente (Tabla 29), bajo los
parametros de integracion aplicados (umbral de integracion, Thshd = 17 y

area de rechazo del pico en la base = 0,1).

En la Figura 41, se ilustra el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de Lippia alba, obtenidos por MWHD. En la Tabla 29,
se muestran la identificacion de los picos y la cantidad relativa (%) de los

compuestos presentes en los AE de Lippia alba.
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Figura 41. Perfil cromatografico del AE de Lippia alba (007-M) y (008-M),
aislado por MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).

Tabla 29. Composicion quimica de los AE (tipo: monoterpenoide) de Lippia
alba codigo: (007-M) y codigo: (008-M), aislados por MWHD.

N° de Ik’ Compuestos Cantidad relativa, %

Pico' DB-5 DB-WAX P 007-M 008-M
1 845 1220 2-Hexenal 0.12 0.17
2 939 1023 a-Pineno 0.11 0.10
3 952 1065 Canfeno 0.28 0.20
4 990 1164 B-Mirceno 0.74 0.66
5 1018 Isobutirato de isoamilo 0.10 -
6 1040 1202 Limoneno 28.72 28.59
7 1050 1252 trans-p-Ocimeno 0.53 0.61
8 1102 1550 Linalool 0.83 0.71
9 1127 1635 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.31 0.22
10 1138 cis-Oxido de limoneno 0.20 0.15
11 1142 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0.21 0.14
12 1179 1710 Borneol 0.97 0.74
13 1209 trans-Dihidrocarvona 0.14 0.25
14 1240 cis-Carveol 0.60
15 1746 Carvona 38.30 38.25
16 1270 Epodxido de piperitona 0.89 3.24
17 1272 1738 Piperitona 1.97
18 1274 1804 cis-Oxido de carvona 0.22 0.21
19 1280 p-Menta-1,8-dien-3-ona 0.10 0.12
20 1284 trans-Oxido de carvona 0.21 0.16
21 1294 2189 Timol 0.26 0.29
22 1335 trans-Acetato de carvilo 0.22 0.16
23 1351 1939 Piperitenona 3.45 4.26
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Tabla 29. Continuacion.

24 1357 2180 Eugenol 0.1 0.16
25 1386 1498 a-Copaeno 0.10 0.14
26 1390 1597 -Elemeno (Isémero) 0.10 0.1
27 1396 1526 -Bourboneno 2.89 2.74

1594 + B-Elemeno
2020 + Metil eugenol

28 1431 1582 B-Ylangeno 0.31 0.29
29 1434 1603 trans-f-Cariofileno 0.71 0.83
30 1443 1598 3-Copaeneo 0.39 0.39
31 1456 1669 cis-B-Farneseno 0.98 0.91
32 1474 1655 allo-Aromadendreno 0.38 0.45
33 1482 cis-Murola-4(14),5-dieno 0.20 0.19
34 1487 trans-B-lonona 0.16 0.21
35 1497 1718 Germacreno D 6.59 8.57
36 1508 epi-Cubebol 0.57 0.71
1736 + a-Muuroleno
1748 + Biciclogermacreno
37 1529 1952 epi-10-Cubebol 1.48 1.17
38 1546 trans-iso-y-Bisaboleno 0.27 0.31
39 1591 2065 Germacreno D-4-ol 0.66 0.38
2141 + Espatulenol
40 1599 Glenol 0.26 0.12
2006 + Oxido de cariofileno
41 1700 Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol 0.36 0.22
42 1706 Eudesma-4(15),7-dien-1b-ol 0.18 -—-
43 1717 n-Pentadecanal 0.15 -
44 2112 Fitol 0.13

a Numero de pico en la figura 39.

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

Los siguientes fueron compuestos mayoritarios presentes en los AE de Lippia
alba, codigos 008-M y 009-M carvona (38,3 y 38,3%), limoneno (28,7 vy
28,6%), germancreno D (6,6 y 8,6%) y piperitenona (3,5 y 4,3%),
respectivamente. EI AE de Lippia alba puede clasificarse como tipo
“‘monoterpenoide”, puesto que el contenido de hidrocarburos monoterpénicos
y de monoterpenos oxigenados alcanza ca. 80% en la esencia, tal como se

puede ver en la Tabla 31.

La Lippia alba, como se mencioné anteriormente, fue la especie que exhibid
los rendimientos de extraccion mas altos (1,8-2,5%). Respecto a la
composicion quimica de sus AE, la relacidon limoneno/carvona (ca. 0,75), es
similar a la encontrada en las esencias, de la misma especie, colectadas en

otras regiones del pais [26].
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5.1.6 Tagetes filifolia

Tagetes filifolia es una planta herbacea, anual, erecta, que crece hasta 50 cm
de alto, pero generalmente no supera los 25 cm. Posee un tallo bastante
ramificado, hojas opuestas, divididas en segmentos muy delgados;
cabezuelas con pequenas flores sésiles de color amarillo y un agradable olor
a anis [171] (Figura 42).

Figura 42. Planta de Tagetes filifolia Lag.

La especie Tagetes filifolia pertenece a la familia Asteraceae (Compositae),
es originaria de América y se distribuye desde México hasta Argentina; crece
en lugares de suelo humedo y en alturas que varian entre 600 y 2400 msnm
[171].

La densidad de plantacion recomendada para esta especie es de 20 x 20 cm,
para una produccion de 250,000 plantas/ha, el rendimiento de la esencia
varia entre 0,47 y 1,68% en base seca [156,172]. Los fenilpropanoides

representan la mayor parte de los componentes quimicos del aceite esencial
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de Tagetes filifolia, entre ellos, el cis-anetol y el estragol [156,172], aunque

también se ha registrado trans-anetol [157].

En el AE de Tagetes filifolia obtenido por MWHD se detectaron, por GC-MS,
7 compuestos en cantidades >0,1%; de ellos, se identificaron positivamente,
usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (El, 70 eV) 4 compuestos (99,0 %),
bajo los parametros de integracion aplicados (umbral de integracién, Thshd =

17 y area de rechazo del pico en la base = 0,1).

En la Figura 43, aparece el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de Tagetes filifolia, obtenidos por MWHD. En la Tabla
30, se muestran la identificacion de los picos y la cantidad relativa (%) de los
compuestos presentes en el AE de Tagetes filifolia.
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Figura 43. Perfil cromatografico del AE de Tagetes filifolia codigo: (009-M),
aislado por MWHD. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70 eV).

Los compuestos mayoritarios en el AE de Tagetes filifolia corresponden a
trans-anetol (70,6%) y estragol (27,4%). EI AE de Tagetes filifolia puede
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clasificarse como de tipo “fenilpropaniode” ca. (98%). En la Tabla 31, se
registra la composicion del aceite de acuerdo con las familias de compuestos
presentes.

Tabla 30. Composicion quimica del AE (tipo: fenilpropanoide) de Tagetes
filifolia, cod: 009-M, aislado por MWHD.

o b Cantidad
';ic'ii Ik Compuestos relativa, %
DB-5 DB-WAX 009-M
1 1206 1681 Estragol 27.41
2 1255 1761 cis-Anetol 0.33
3 1268 p-Anisaldehido 0.71
4 1306 1844 trans-Anetol 70.58

a Numero de pico en la Figura 41.
b Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

El AE de Tagetes filifolia posee el trans-anetol, como compuesto mayoritario.
Esta esencia puede ser utilizada en la industria de alimentos y licores, por su

fragancia dulce y anisada, similar al aceite de anis.

La clasificacion de los AE de las especies silvestres bajo estudio, con base
en el tipo y el contenido de los compuestos presentes en cada uno, se
muestra en las Tablas 31 y 32. En la Tabla 33, se muestran los porcentajes
de identificacion de los constituyentes de los AE estudiados, teniendo en

cuenta las areas de sus picos cromatograficos (>0.1%).

Tabla 31. Clasificacion de los AE de las especies silvestres bajo estudio, de

acuerdo con la familia de compuestos mayoritarios presentes.

Especie HM MO HS SO FP Otros Clasificacion

Lepechinia bullata - - 59.5 36.9 - 0.4 Sesquiterpenoide
Salvia palaefolia - - 747 22.0 - - Sesquiterpenoide
Tanacethum parthemium 20 55 0.5 2.2 - 45 Monoterpenoide
Minthostachys mollis 26 89.7 4.1 0.3 0.4 1.6 Monoterpenoide
Aloysia triphylla 7.4 49.3 16 1.8 03 1.4 Monoterpenoide
Mentha pulegium 0.9 94.3 4.5 - - 0.3 Monoterpenoide
Lippia alba 312 481 135 3.1 0.1 0.5 Monoterpenoide
Lippia alba 303 496 157 2.1 0.2 0.2 Monoterpenoide
Tagetes filifolia -—- - - - 98.3 0.7 Fenilpropanoide

HM = Hidrocarburos monoterpénicos, MO = Monoterpenos oxigenados, HS = Hidrocarburos
sesquiterpénicos, SO = Sesquiterpenos oxigenados, FP = Fenilpropanoides.
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Tabla 32. Clasificacion de los AE de las especies silvestres bajo estudio, de

acuerdo con los grupos funcionales de compuestos presentes.

Cdédigo Especie AC ALC ALD CE ET ES HD
001-M  Lepechinia bullata -—- 371 - -—- - 0,1 59,5
002-M  Salvia palaefolia - 11,7 - - 10,4 -—- 74,7
003-M  Tanacethum parthemium 6,4 359 03 3,3 1,4 11,2 237
004-M  Minthostachys mollis -— 2,7 0,2 88,2 0,2 0,8 6,4
005-M  Aloysia triphylla 172 423 0,6 2,8 - 23,1
006-M  Mentha pulegium - 1,7 - 91,9 - 1,1 54
007-M  Lippia alba 6,4 0,3 454 0,2 0,3 439
008-M Lippia alba 4,8 0,2 46,7 0,2 0,2 45,9
009-M  Tagetes filifolia -- -—- 0,7 - 98,3 - --

AC = Acidos, ALC = Alcoholes, ALD = Aldeh|dos CE = Cetonas, ET = Eteres, ES = Esteres
HD = Hidrocarburos.

Tabla 33. Porcentaje de compuestos identificados positivamente, presentes

en aceites esenciales bajo estudio.

Compuestos Compuestos Porcentaje
Cédigo de E . . identificados de
specie registrados i . e
colecta > 0.1% Positivamente identificacion,
; >0.1% %
001-M Lepechinia bullata 30 22 73
002-M Salvia palaefolia 23 19 83
003-M Tanacethum parthemium 101 47 47
004-M Minthostachys mollis 31 25 81
005-M Aloysia triphylla 93 42 45
006-M Mentha pulegium 15 15 100
007-M Lippia alba 58 44 76
008-M Lippia alba 48 41 85
009-M Tagetes filifolia 7 4 57

Se encontrd, que la composicién quimica de los AE estudiados fue variada.

Aunque la mayoria de ellos contiene metabolitos secundarios volatiles

comunes, éstos difieren en sus cantidades relativas.
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5.2 EVALUACION DE LOS RENDIMIENTOS Y LA COMPOSICION
QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE LAS ESPECIES
CULTIVADAS EN LOS MUNICIPIOS DE LA SUB-REGION DE VELEZ

Con la finalidad de aportar conocimiento a la base tecno-cientifica que se
esta construyendo con respecto a la produccion de las especies vegetales
aromaticas promisorias y con el proposito de desarrollar las potencialidades
de la regién, se cultivaron seis especies vegetales (Anexos 1y 2) a escala
semi-industrial. Se evaluaron aspectos como su adaptacion, rendimientos de
los AE, composicion quimica de las esencias y propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas de las mismas. En la Tabla 34 se muestran las especies vegetales
bajo estudio, los rendimientos de extraccion de AE y la produccién de

biomasa por hectarea.

Tabla 34. Datos de produccion de aceites esenciales aislados por destilaciéon

con agua-vaporde las especies cultivadas bajo estudio.

Cantidad de la Rendimientos de
) Parte de la planta esencia, kg/ha extraccion, %

Especie empleada para la Base seca (n=2), Base seca

extraccion . .

min max min max
Rosmarinus officinalis Hojas 36 59 1.45 2.34
Cymbopogon citratus Hojas 98 140 0.77 1.10
Tagetes lucida Hojas y flores 115 128 0.33 0.77
Lippia alba Hojas, tallos y flores 68 85 1.63 2.04
Lippia dulcis Hojas y flores 1.2 1.8 0.09 0.15

Las siguientes fueron especies aromaticas que presentaron los rendimientos
mas altos, a saber: Rosmarinus officinalis (1,45-2,34%) y Lippia alba (1,63-
2,04%), seguidos de Cymbopogon citratus (0,77-1,10%) y Tagetes lucida
(0,69-0,77%). El rendimiento de extraccibn mas bajo fue el de la especie
Lippia dulcis (0,09-0,15%). Para la especie Ocimum basilicum no se reporto
ningun dato, debido a que la planta no se adapté a las condiciones climaticas

de ninguno de los tres municipos de la Subregion de Veléz, los cultivos se

131



ubicaron en las parcelas No. 20,30,48 (Anexo 2) y no se obtuvo material

vegetal.

La composicion quimica de los aceites esenciales de las especies aromaticas
cultivadas y colectadas en los municipios de la Sub-region de Vélez (Bolivar,

El Pefdn y Guavatd) se muestra a continuacion (Tablas 35-39).

5.2.1 Rosmarinus officinalis

Figura 44. Cultivo de Rosmarinus officinalis establecido en la parcela 28

situada en el municipio de Guavata.

Los rendimientos de extraccion de los AE de Rosmarinus officinalis cultivado
en los municipios de Bolivar, El Pefion y Guavata son significativamente mas

altos que los encontrados en la literatura [33,37,45,46].
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Algunos autores reportan que el rendimiento del aceite de romero extraido
por hidrodestilacion varia entre 0,14 y 0,71 %, dependiendo del origen, la
parte de la planta empleada y el estado del material vegetal (fresco o seco)
[37,45,46], no obstante, hay quienes afirman que el contenido minimo de AE
sobre material vegetal seco es de 0,5%, mientras que, sobre base fresca, el
contenido de esencia puede variar entre 0,8 y 1,7%, con un valor promedio
de 1,4% [33].

En la literatura evaluada, no existe ningun reporte sobre un rendimiento de
extraccion de AE de romero tan alto, como el encontrado experimentalmente
en las plantas cultivadas en la sub-regién de Vélez (Figura 44). Este hecho,
le confiere a la region una ventaja competitiva, en cuanto a la produccion vy el

rendimiento de AE de Rosmarinus officinalis se refiere.

En el AE de Rosmarinus officinalis obtenido por destilacion con agua-vapor
se detectaron, por GC-MS, 33 compuestos en cantidades >0,1%; de ellos, se
identificaron positivamente, usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (EI, 70
eV) 32 compuestos (97%), bajo los parametros de integracion aplicados
(umbral de integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base =
0,1).

En la Figura 45, se ilustra el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de Rosmarinus officinalis, obtenidos por destilacién con
agua-vapor. En la Tabla 35, se muestran la identificacion de los picos y la
cantidad relativa (%) de los compuestos presentes en el AE de Rosmarinus

officinalis.
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Figura 45. Perfil cromatografico tipico del AE de Rosmarinus officinalis,
aislado por destilacion con agua-vapor. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD
(El, 70 eV).

En el AE de Rosmarinus officinalis, se identificaron principalmente
metabolitos secundarios caracteristicos de tres grupos de familias de
compuestos, a saber (Tabla 40): hidrocarburos monoterpénicos (68,41%),
constituidos princiaplemente por a-pineno (15,67%), canfeno (8,65%), B-
pineno (5,30%) y a-felandreno (4,50%); monoterpenos oxigenados (25,41%),
entre los cuales se destacan el 1,8-cineol (23,08%) y alcanfor (13,24%) v,
finalmente, los hidrocarburos sesquiterpénicos (5,53%), cuyo principal
representante fue el frans-B-cariofileno (4,90%). De acuerdo con lo anterior,
el AE de Rosmarinus officinalis se clasifica como de tipo “monoterpenoide”
(93,83%).
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Tabla 35. Composiciéon quimica tipica del AE de Rosmarinus officinalis,

aislado por destilacion con agua-vapor.

N° de Canti.dad L
Pico® DB-5 DB-WAX Compuestos relzg:va, Nota odorifera
1 922 1004 Tricicleno 0,59
2 924 1024 a-Tujeno 0,64 Madera
3 937 1023 a-Pineno 15,67 Pino, trementina
4 954 1063 Canfeno 8,65 Alcanforada
5 956 1120 Thuja-2,4(10)-dieno 0,38
6 975 1117 Sabineno 0,22 Pimienta
7 983 1104 B-Pineno 5,30 Pino, trementina
8 990 1162 B-Mirceno 1,95 Balsamica
9 1008 N.I. 0,15
10 1011 1162 a-Felandreno 4,50 Trementina
11 1021 1176 a-Terpineno 1,78 Limon
12 1031 1267 p-Cimeno 1,22 Gasolina
13 1042 1197 Limoneno 23,08 Limén
1213 + A3-Careno
1213 + Eucaliptol (1,8-Cineol) Menta
14 1063 1244 y-Terpineno 2,79 Gasolina
15 1075 1552 cis-Hidrato de sabineno 0,46
16 1090 1281 Terpinoleno 1,49
17 1102 1545 Linalool 0,28 Flores de
lavanda
18 1107 trans-Hidrato de sabineno 0,14
19 1127 Crisantenona 0,25
20 1159 1526 Alcanfor 13,24 Alcanforada
21 1169 1574 Pinocarvona 0,22
22 1176 1615 O-Terpineol 0,27
23 1181 1709 Borneol 2,30 Alcanforada
24 1183 cis-3-Pinanona 0,13
25 1186 1611 Terpinen-4-ol 0,96
26 1199 1705 a-Terpineol 1,78 Aceite de anis
27 1214 1720 Verbenona 2,37
28 1289 1587 Acetato de bornilo 3,15 Alcanforada
29 1400 1401 Metil eugenol 0,18 Clavel
30 1434 1608 trans-B-Cariofileno 4,90 Madera
31 1469 1681 a-Humuleno 0,63 Madera
32 1598 2006 Oxido de cariofileno 0,13 Hierba dulce

a Numero de pico en la Figura 42.

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

¢ Ref. Bibl. [173,174].
N.I. No identificado.
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La mayor parte de los metabolitos secundarios presentes en el AE de
Rosmarinus officinalis fueron los hidrocarburos monoterpénicos vy

sesquiterpénicos.

La composicidon quimica de los AE de Rosmarinus officinalis, plantas
cultivadas en las 4 parcelas evaluadas No.14,37,28,56 (Anexo 2) no mostré
variaciones estadisticamente significativas en los componentes mayoritarios
presentes en las esencias, aisladas por destilaciéon con agua-vapor, (Figura
46).
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Figura 46. Componentes mayoritarios presentes en el AE de Rosmarinus
officinalis, cultivado en la Subregion de Vélez en las parcelas evaluadas

No14,37,28,56, cuya ubicacion se encuentra en el Anexo 2.

Los AE de romero, que presentan en su composicion contenidos de
eucaliptol superiores al 40%, son caracteristicos de paises como Marruecos,
Tunez, Turquia, Grecia, antigua Yugoslavia, Italia y Francia. Sin embargo, las

condiciones climaticas de temperatura (calido, templado, frio) pueden afectar
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el contenido de eucaliptol, en las esencias de una misma region [47]. En
regiones frias, el contenido de eucaliptol en las esencias de Rosmarinus
officinalis es menor, que en las plantas cultivadas en las regiones calidas
[47].

5.2.2 Lippia alba

Figura 47. Cultivo de Lippia alba establecido en la parcela 23 situada en el

municipio de Bolivar.

La especie Lippia alba cultivada (Figura 47) en las parcelas No. 28 y 23
(Anexo 2) mostro rendimientos de los AE similares a los encontrados en las
especies silvestres evaluadas previamente. Aunque los rendimientos fueron
ligeramente mas bajos, esto puede atribuirse, tal vez, a la técnica de
extraccion empleada. De acuerdo con Mosalve [26], la técnica MWHD es
mas efectiva en la extraccion de los metabolitos secundarios volatiles que la
destilacion con agua-vapor, presenta algunas ventajas destacables en cuanto

a disminucion de tiempo y uso de agua, calentamiento efectivo y tamafno de
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equipo reducido. Sin embargo, la destilacibn agua-vapor es un método
sencillo, reproducible, econémico y, sobre todo, ampliamente utilizado en la
industria.

En el AE de Lippia alba obtenido por destilacion con agua-vapor se
detectaron, por GC-MS, 35 compuestos en cantidades >0,1%; de ellos, se
identificaron positivamente, usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (El, 70
eV) 34 compuestos (97 %), bajo los parametros de integracién aplicados
(umbral de integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base =
0,1).

En la Figura 48, se ilustra el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de Lippia alba, obtenidos por destilacion con agua-
vapor. En la Tabla 36, se muestran la identificacion de los picos y la cantidad

relativa (%) de los compuestos presentes en el AE de Lippia alba.

6
20
34
21
28
4 26
2 [ 1518 9-33
1 5 |1OJ | Eff36

150 200 250 30.0 350 400 450 50.0 550 60.0 650 70.0
Figura 48. Perfil cromatografico tipico del AE de Lippia alba, aislado por
destilacion con agua-vapor. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (El, 70
eV).
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Tabla 36. Composicion quimica tipica del AE de Lippia alba, aislado por

destilacion con agua-vapor.

N° de I’ Cantidad .
Pico® DB-5 DB-WAX Compuestos relaoz)lva, Nota odorifera
1 933 1018 o-Pineno 0,28 A pino
2 952 1060 Canfeno 0,71 Alcanforada
3 981 1108 B-Pineno 0,14 A pino
4 990 1161 B—Mirceno 1,54 Balsamica
5 1009 N.I. 0,26
6 1041 1203 Limoneno 35,72 Citrica, frutal
7 1050 1249 (E)-B-Ocimeno 0,99 Herbacea
8 1090 1286 o—Terpinoleno 0,08
9 1102 1544 Linalol 1,10 Floral, dulce
10 1128 1634 (Z)-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0,38
1 1135 trans-Hidrato de pineno 0,10
12 1139 1448 cis-Oxido de limoneno 0,21 Frutal, citrica
13 1143 1630 (E)-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0,61
14 1153 1526 Alcanfor 0,13 Alcanforada
15 1177 1708 Borneol 1,26 alcanforada
16 1201 cis-Dihidrocarvona 0,40 A madera
17 1207 1634 trans-Dihidrocarvona 0,45 Alcaravea
18 1229 1812 neoiso-Dihidrocarveol 0,17
19 1257 1750 Carvona 36,74 A hierba fresca
20 1267 Epodxido de piperitona 4,72
1739 + Piperitona Amentolada
21 1270 cis-Oxido de carvona 0,56
22 1276 p-Menta-1,8-dien-3-ona 0,15
23 1281 trans-Oxido de carvona 0,18
24 1332 1678 Acetato de carvilo 0,16
25 1347 1939 Piperitenona 4,09
26 1383 1399 a-Copaeno 0,07 A madera
27 1393 1526 B-Bourboneno 2,52 Herbacea
1595 B-Elemeno A madera
1,5-di-epi-p-Bourboneno
28 1427 1582 B-Ylangeno 0,28
29 1431 1606 trans-p-Cariofileno 0,10 A madera
30 1439 1691 B-Copaeno 0,25
31 1451 cis-p-Farneseno 0,37
1710 Aromadendreno A madera
32 1471 1657 allo-Aromadendreno 0,24 A madera
33 1492 1725 Biciclosesquifelandreno 3,73 A madera
34 1505 1748 Biciclogermacreno 0,18 A madera

a Numero de pico en la Figura 44.
b Indices de Kovats determinados experimentalmente en las columnas DB-5 y DB-WAX.

¢ Ref. Bibl. [173,174].

N.I. No identificado.
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Los siguientes fueron compuestos mayoritarios presentes en el AE de Lippia
alba: limoneno (35,72%), carvona (36,74%), piperitona (4,72%), piperitenona
(4,09%) y biciclosesquifelandreno (3,73%). En general, el contenido de los
componentes mayoritarios en los AE de Lippia alba, cultivada en las parcelas
No 28 y 23 (Anexo 2) de la sub-region de Vélez, no presentd diferencias
significativas con lo reportado previamente [26,30,85,122]. Sin embargo, se
encontré que la relacion limoneno/carvona fue muy cercana a 1, diferente a
lo observado por Monsalve [26] y hallado previamente en las especies
silvestres. Las diferencias podrian ser atribuidas al estado de desarrollo de la

planta o a la edad de la misma.

Los metabolitos secundarios presentes en los AE de Lippia alba se pueden
clasificar en 3 familias de compuestos, a saber: hidrocarburos
monoterpénicos (39,46%), monoterpenoides oxigenados (51,65%) e
hidrocarburos sesquiterpénicos (7,74%). De acuerdo con lo anterior, la
esencia de Prontoalivio, puede clasificarse como tipo monoterpenoide (Tabla
40).

La composicidon quimica de los AE de Lippia alba, plantas cultivadas en las 2
parcelas evaluadas (No 28,23), no mostrd variaciones estadisticamente
significativas en los componentes mayoritarios presentes en las esencias,

aisladas por destilacién con agua-vapor (Figura 49).
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Figura 49. Componentes mayoritarios presentes en el AE de Lippia alba,

cultivada en las parcelas No 28,23 (Anexo 2) en la Subregion de Vélez.

5.2.3 Cymbopogon citratus

El contenido de AE de la especie Cymbopogon citratus cultivada (Figura 50)
en las parcelas No 27,32,34,39 (Anexo 2) de la sub-regién de Vélez, varia
entre 0,77 y 1,10%, en base seca. Estos resultados son comparables a los
reportados por otros autores, que han obtenido rendimientos de extraccion
comprendidos entre 0,68 y 0,73% [61,175,176]. No obstante, estos valores
son superiores a los descritos en otros trabajos sobre el AE de Cymbopogon
citratus [59,107], concretamente, por Mora [59] y Guenther [107], quienes
reportan que los rendimientos de aceite de limonaria no superan el 0,4%, en
base seca, y sbélo, como un caso excepcional, se reporta un rendimiento de
3,0% [62].
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Figura 50. Cultivo de Cymbopogon citratus establecido en la parcela 27

situada en el municipio de Guavata.

En el AE de Cymbopogon citratus obtenido por destilacién con agua-vapor se
detectaron, por GC-MS, 29 compuestos en cantidades >0,1%; de ellos, se
identificaron positivamente, usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (El, 70
eV) 23 compuestos (79%), bajo los parametros de integracion aplicados
(Umbral de integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base =
0,1).

En la Figura 51, se ilustra el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de Cymbopogon citratus, obtenidos por destilacién con
agua-vapor. En la Tabla 37, se muestran la identificacion de los picos y la
cantidad relativa (%) de los compuestos presentes en el AE de Cymbopogon

citratus.
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Figura 51. Perfil cromatografico tipico de los AE de Cymbopogon citratus,
aislados por destilacion con agua-vapor. Columna DB-5 (60m), split 1:30,
MSD (El, 70 eV).

Los compuestos mayoritarios presentes en el AE de Cymbopogon citratus
corresponden a geranial (34,26%), neral (29,05%), mirceno (14,19%) y 6-
metil-5-hepten-2-ona (2,09%).

La calidad del aceite esencial de Cymbopogon citratus se evalua con base en
el contenido de citral, mezcla de los aldehidos isoméricos, neral y geranial,
presentes en la esencia. Los aceites que poseen un contenido de citral >75%
se consideran de alta calidad y, la mayor parte de éstos, se destinan para el
aislamiento de dicha sustancia. Otro factor, que influye sobre la calidad de
las esencias de Cymbopogon citratus es la presencia de B-mirceno. Los
aceites, que poseen [B-mirceno en su composicidon son poco solubles en
etanol, forman soluciones opalescentes, lo que es una limitante para su uso

en la industria perfumistica.
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Tabla 37. Composicion quimica del AE de Cymbopogon citratus, aislado por

destilacion con agua-vapor.

N° de I’ Compuestos Cantidad e c
Pico° DB-5 _ DB-WAX relativa% \ota odorifera

1 986 1338 6-Metil-5-hepten-2-ona 2.09

2 993 1163 B-Mirceno 14.19 Balsamica

3 1033 1197 Limoneno 0.11 Limoén

4 1037 1229 cis-B-Ocimeno 0.96 Citrica

5 1048 1251 trans-B-Ocimeno 0.61 Hierba dulce

6 1092 6,7-Epoximirceno 0.72

7 1101 Perileno 2.22

1548 + Linalool Flores de lavanda

8 1105 Nonanal 0.29 Grasa

9 1153 1510 epi-Fotocitral A 1.31

10 1161 1689 trans-Verbenol 2.62

11 1169 1603 Epodxido de rosefurano 0.31

12 1179 1548 cis-Verbenol 2.98

13 1232 1819 Nerol 0.10 Dulce

14 1248 1690 Neral 29.05 Limon

15 1258 1901 Geraniol 0.13 Rosa, geranio

16 1261 1743 Piperitona 0.23 Menta

17 1279 1729 Geranial 34.26 Limoén

18 1293 2-Undecanona 1.24

19 1297 1701 Formiato de geranilo 0.14

20 1376 1750 Acetato de geranilo 1.42

21 1432 1603 trans-B-Cariofileno 0.33 Madera

22 1439 1592 trans-a-Bergamoteno 0.26

23 1497 2-Tridecanona 0.68

a Numero de pico en la Figura 44.

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

C Ref. Bibl. [173,174].

El AE de Cymbopogon citratus cultivado en la sub-region de Vélez, presenta
un alto contenido de citral (63,31%), sin embargo, no es suficiente para
clasificarlo como una esencia de alta calidad; aunque, esta “deficiencia” es
superada con creces, si se tienen en cuenta los rendimientos de extraccion.
Por otro lado, la esencia presenta un alto contenido de mirceno, lo que afecta
su solubilidad en etanol, y, por ende, la posibilidad de ser empleado,

satisfactoriamente, en la industria perfumistica.

El AE de Cymbopogon citratus puede clasificarse como de tipo
“‘monoterpénoide” (89,97%), como se muestra en la Tabla 40, en la cual se
registra la composicion del aceite, de acuerdo con las familias de

compuestos presentes.
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La composicion quimica de los AE de Cymbopogon citratus, plantas
cultivadas en las 4 parcelas evaluadas No0.27,32,34,39 (Anexo 2), no mostro
variaciones estadisticamente significativas en los componentes mayoritarios
presentes en las esencias, aisladas por destilacion con agua-vapor (Figura
52).
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Figura 52. Componentes mayoritarios presentes en el AE de Cymbopogon
citratus, cultivado en las parcelas No 27,32,34,39 (Anexo 2), Sub-region de

Vélez.

5.2.4 Tagetes lucida

Los AE de fueron asilados de material cultivado (Figura 53) de Tagetes
lucida, fresco o semiseco, proveniente de las 3 parcelas evaluadas No 3,7,54
(Anexo 2), con rendimientos de extraccion que variaron entre 0,33 y 0,77%.
Aunque son pocos los trabajos sobre el AE de Tagetes lucida, se han
reportado valores de rendimiento entre 0,07 y 0,6% [68,77]. Los

rendimientos, relativamente bajos, pueden ser atribuidos al estado del
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material vegetal (semiseco o0 seco), puesto que, en algunas experiencias
preliminares se observo, que el contenido de AE disminuia durante el secado

de la planta.

Figura 53. Cultivo de Tagetes lucida establecido en la parcela 54 situada en

el municipio de Guavata.

En el AE de Tagetes lucida obtenido por destilacion con agua-vapor se
detectaron, por GC-MS, 9 compuestos en cantidades >0,1%; de ellos, se
identificaron positivamente, usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (EI, 70
eV) 6 compuestos (67%), bajo los parametros de integracion aplicados
(umbral de integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base =
0,1).

En la Figura 54, se ilustra el perfil cromatografico tipico de los metabolitos

secundarios volatiles de Tagetes lucida, obtenidos por destilacion con agua-
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vapor. En la Tabla 38, se muestran la identificacién de los picos y la cantidad

relativa (%) de los compuestos presentes en el AE de Tagetes lucida.

Los compuestos mayoritarios presentes en el AE de Tagetes lucida
corresponden a estragol (91,41%), B-mirceno (3,59%), (E)-p-ocimeno
(2,19%), y 7-metoxicumarina (0,74%). El AE de Tagetes lucida se destaca,
porque mas del 90% de la esencia esta representada por un unico

componente (estragol), que pertenece a la familia de los fenilpropanoides.
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Figura 54. Perfil cromatografico del AE de Tapetes lucida, aislado por

destilacion con agua-vapor. Columna DB-5 (60m); split 1:30, MSD (El, 70
eV).

El estragol, por su olor a anis, se utiliza en la industria de alimentos para la
fabricacion de confites y licores. Actualmente, su uso se encuentra
restringido, puesto que se considera posible cancerigeno [162]. Sin embargo,
a partir del estragol se puede obtener trans-anetol, que es ampliamente

utilizado en la industria de bebidas y licores [49].

147



Tabla 38. Composicion quimica tipica del AE de Tagetes lucida, aislado por

destilacion con agua-vapor.

N° de I Cantidad .
Pico® DB-5 DB-WAX Compuestos rela:,;:va, Nota odorifera

1 991 1162 B-Mirceno 3,59 Balsamica

2 1049 1249 (E)-B-Ocimeno 2,19

+ Acetil benceno

3 1097 1544 Linalool 0,66 Flores de lavanda

4 1210 1681 Estragol 91,41 Anis

5 1504 1748 (E,E)-a-Farneseno 0,39

6 1756 7-Metoxicoumarina 0,74

a Numero de pico en la Figura 48.

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

¢ Ref. Bibl. [173,174].

La composicion quimica de los AE de Tagetes lucida, plantas cultivadas en
las 3 parcelas evaluadas (No 3,7,54), no mostro variaciones estadisticamente
significativas en los componentes mayoritarios presentes en las esencias,

aisladas por destilacién con agua-vapor (Figura 55).
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Figura 55. Componentes mayoritarios presentes en el AE de Tagetes lucida,

cultivado en las parcelas No 3,7,54 (Anexo 2) de la Sub-region de Vélez.
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5.2.5 Lippia dulcis

o g e E i — S

Figura 56. Cultivo de Lippia dulcis establecido en la parcela 6 situada en el

municipio de Bolivar.

Para la planta de Lippia dulcis cultivada (Figura 56) en las parcelas N° 6 y 13
(Anexo 2), se obtuvieron rendimientos de extraccion muy bajos, pero

similares a los reportados en la literatura [83,85].

En el AE de Lippia dulcis obtenido por destilacion con agua-vapor se
detectaron, por GC-MS, 74 compuestos en cantidades >0,1%; de ellos, se
identificaron positivamente, usando Ik (columnas polar y apolar) y MS (El, 70
eV) 49 compuestos (66%), bajo los parametros de integracion aplicados
(umbral de integracion, Thshd = 17 y area de rechazo del pico en la base =
0,1).
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En la Figura 57, se ilustra el perfil cromatografico tipico de los metabolitos
secundarios volatiles de Lippia dulcis, obtenidos por destilacion con agua-
vapor. En la Tabla 39, se muestran la identificacion de los picos y la cantidad

relativa (%) de los compuestos presentes en el AE de Lippia dulcis.

En los AE de Lippia dulcis, se identificaron principalmente metabolitos
secundarios caracteristicos de dos grupos de familias de compuestos, a
saber (Tabla 40): hidrocarburos sesquiterpénicos (59,3%), representados
princiaplemente, por el trans-f-cariofileno (9,4%), a-copaeno (8,9%), ©-
cadineno (7,9%), a-muroleno + biciclogermacreno (6,2%) y trans-muurola-
4(14), 5-dieno (5,9%) vy, los sesquiterpenos oxigenados (19,3%), entre los

cuales se destacan el a-bisabolol (6,6%) y el 6xido de cariofileno (4,6%).
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Figura 57. Perfil cromatografico tipico de los AE de Lippia dulcis, aislados
por destilacién con agua-vapor. Columna DB-5 (60m), split 1:30, MSD (EI, 70
eV).
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Tabla 39. Composicién quimica del AE de Lippia dulcis, aislado por

destilacion con agua-vapor.

o b f
'I;li c?ﬁ DB5 IKDB-W AX Compuestos gfa'::ga% Nota odorifera®

1 986 1338 6-Metil-5-hepten-2-ona 2,09 Picante
2 990 1163 B-Mirceno 0,27

3 1033 1191 Limoneno 0,10 Limon
4 1061 1612 3-Metil-2-ciclohexen-1-ona 1,44

5 1102 1548 Linalool 1,29 Floral, dulce

+ 2-Metilbutilato de 2-
metilbutilo

6 1106 Nonanal 0,17 Grasa
7 1108 n-Amilisovalerato 0,10

8 1153 1475 Citronelal 0,21

9 1192 Tiglato de isoamilo 0,31

10 1200 1681 Estragol 0,12 Anis
11 1238 1688 Neral 0,31 Floral
12 1268 1737 Geranial 0,42 Rosa
13 1339 1482 Bicicloelemeno 0,32

14 1354 1464 a-Cubebeno 0,36 Citrica
15 1381 1553 Ciclosativeno 0,11

16 1388 1502 o-Copaeno 8,96 Madera
17 1396 1521 B-Bourboneno 2,36

18 1399 Bourboneno (isomero) 0,22

19 1416 cis-p-Cariofileno 0,09

20 1419 1541 a-Gurjuneno 0,25

21 1437 1613 trans-B-Cariofileno 9,43 Madera
22 1440 1594 trans-o-Bergamoteno 0,95 Madera
23 1442 1691 B-Copaeno 0,41

24 1447 1654 cis-Farneseno 0,54

25 1456 1669 trans-Farneseno 2,54 A pasto
26 1460 1652 Sesquisabineno B 2,53

27 1470 1685 a-Humuleno 0,96 Madera
28 1474 1655 allo-Aromandendreno 1,50 Madera
29 1482 1505 y-Amorfeno 0,35

30 1486 1702 y-Muuroleno 1,73 Hierba
31 1496 1605 trans-Murola-4(14), 5-dieno 5,87

32 1502 n-Pentadecano 0,40

1733 + Viridifloreno
33 1509 1736 a-Muuroleno 6,23 Madera
1752 + Biclicogermacreno Herbacea

34 1515 1737 B-Bisaboleno 2,78 Dulce
35 1531 1773 0-Cadineno 7,89 A tomillo
36 1534 1844 trans-Calameneno 0,38

37 1546 1782 trans-a-Bisaboleno 0,91 Balsamica
38 1554 1935 a-Calacoreno 0,66

39 1564 2-Metilpentadecano 0,82

40 1567 2042 (E)-Nerolidol 1,23 Dulce
41 1574 1978 3-Calacoreno 0,91
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Tabla 39. Continuacion.

42 1580 1a,10a-epoxi-Amorf-4-eno 0,79
43 1594 2067 Germacreno D-4-ol 1,33 Herbacea

2143 + Espatulenol Herbacea
44 1600 2012 Oxido de cariofileno 4,61 Citrica
45 1640 Muurola-4,10(14)-dien-1-b-ol 1,82
46 1676 2111 cis-Atlantona 2,18
47 1699 2231 a-Bisabolol 6,61 Flores
48 1759 2413 Hernandulcin 0,75
49 1848 6,10,14-Trimetil-2- 0,17

pentadecanona

a Numero de pico en la Figura 48.

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

c Ref. Bibl. [173,174].

La composicion quimica de los AE de Lippia dulcis cultivado en las 2
parcelas evaluadas (N° 6 y 13), no mostré variaciones estadisticamente
significativas en los componentes mayoritarios presentes en las esencias,

aisladas por destilacién con agua-vapor (Figura 58).
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Figura 58. Componentes mayoritarios presentes en el AE de Lippia dulcis,

cultivada en las parcelas N° 6 y 13 (Anexo 2), de la Subregién de Vélez.
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La importancia de la esencia de Lippia dulcis radica en la presencia de un
edulcorante, 1000 veces mas dulce que la sacarosa, llamado hernandulcin, el
cual fue reportado como compuesto mayoritario en el AE (ca. 80%), aislado

de material vegetal colectado en Puerto Rico [83].

En general, la composicion quimica del AE de Lippia dulcis es igual a la
reportada por Celis [85], con la principal diferencia, de que fue posible
identificar el hernandulcin, sin realizar procedimientos de derivatizacion,

previos al analisis cromatografico.

La cantidad relativa de hernandulcin en la esencia extraida del material
vegetal cultivado en la subregion de Vélez, alcanza tan solo el 0,75%, o sea,
hay pocas posibilidades para que esta planta entre a competir en el mercado
de los edulcorantes naturales.

También se reportd en la literatura la existencia de un quimiotipo de Lippia
dulcis, que posee un alto contenido de alcanfor, y diferentes propiedades
organolépticas [83]. Sin embargo, el alcanfor no se encontré en el AE bajo
estudio, lo que sugiere, que la Lippia dulcis originaria de Colombia, es un

quimiotipo diferente a los dos descritos en la literatura [83].

Finalmente, la clasificacion de los AE de las especies cultivadas bajo estudio,
con base en el tipo y contenido de los compuestos presentes en cada
esencia, se muestra en las Tablas 40 y 41. En la Tabla 42, se muestran los
porcentajes de identificacion de los componentes, teniendo en cuenta tr trr
Ik en dos columnas (polar y apolar), espectros de masas (El, 70 eV) Y

patrones (Anexo 4).
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Tabla 40. Clasificacion de los AE de las especies cultivadas bajo estudio, de

acuerdo con la familia de compuestos mayoritarios presentes.

Especie HM MO HS SO FP Otros Clasificacion
Rosmarinus officinalis 68,4 25,4 55 0,1 - - Monoterpenoide
Cymbopogon citratus 15,9 741 2,0 - - 4,3 Monoterpenoide
Tagetes lucida 6,4 - 0,4 - 92,2 - Fenilpropanoide
Lippia alba 39,5 51,7 7,7 - - - Monoterpenoide
Lippia dulcis 2,7 0,9 593 19,3 01 55 Sesquiterpenoide

HM = Hidrocarburos monoterpénicos, MO = Monoterpenos oxigenados, HS = Hidrocarburos
sesquiterpénicos, SO = Sesquiterpenos oxigenados, FP = Fenilpropanoides.

Tabla 41. Clasificacion de los AE de las especies cultivadas bajo estudio, de

acuerdo con los grupos funcionales de compuestos presentes.

Especie ALC ALD CE ET ES HD Compuestos
predominantes
Rosmarinus officinalis 19,3 - 3,0 23,2 3,2 50,9 Hidrocarburos
Cymbopogon citratus 5,1 66,8 4,0 3,1 1,2 17,3 Oxigenados
Tagetes lucida 0,7 - - 92,1 - 6,2 Oxigenados
Lippia alba 3,8 - 47,3 0,2 0,2 47,5
Lippia dulcis 14,1 - 59 52 0,4 61,8  Hidrocarburos

AC = Acidos, ALC = Alcoholes, ALD = Aldehidos, CE = Cetonas, ET = Eteres, ES = Esteres,

HD = Hidrocarburos.

Tabla 42. Porcentaje de compuestos identificados positivamente, presentes

en aceites esenciales bajo estudio.

Compuestos Compuestos  Porcentaje de
Especie o identificados identificacion,
(> 0.1%) . o

positivamente (%)
Rosmarinus officinalis 33 32 97
Cymbopogon citratus 29 23 97
Tagetes lucida 9 6 79
Lippia alba 35 34 67
Lippia dulcis 74 49 66
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5.3 EVALUACION DEL GRADO DE ADAPTACION DE LAS ESPECIES
CULTIVADAS BAJO ESTUDIO, A LAS CONDICIONES AMBIENTALES DE
LA SUB-REGION DE VELEZ

Los municipios de la sub-region de Vélez (Bolivar, El Pefidn y Guavata),
donde se llevé a cabo este Proyecto, se encuentran ubicados a diferentes
niveles altitudinales, ie. 1800-2200, 2300-2500, >2600 m.s.n.m.,

respectivamente, lo que les confiere disimiles condiciones climaticas.

El municipio de Bolivar se encuentra ubicado a 234 km de Bucaramanga,
capital del Departamento de Santander, Colombia, que son recorridos en un
viaje aproximado de 6 a 7 horas, via terrestre. Se encuentra a una altura
promedio de 2300 m.s.n.m. Presenta un clima templado-frio con una

temperatura ambiente que varia entre 18 y 20 °C.

El municipio de El Peidn se encuentra ubicado a 28 km de Bolivar,
aproximadamente, a una hora y media de viaje por tierra. Las veredas que
hicieron parte del estudio se encuentran a una altura promedio de 2600
m.s.n.m. La regidn presenta un clima frio, caracterizado por cielos parcial o
completamente nubados y una temperatura ambiente que varia entre 13 y
15°C.

El municipio de Guavatda, ubicado a 41 km de Bolivar, aproximadamente, a
dos horas de viaje por tierra, se encuentra a una altura promedio de 1900
m.s.n.m., posee un clima templado-calido, seco y una temperatura ambiente
promedio de 26 °C.

Todas las especies aromaticas bajo estudio, Rosmarinus officinalis, Lippia
alba, Cymbopogon citratus, Tagetes Iucida, Lippia dulcis y Ocimum
basilicum, fueron sembradas en los tres municipios, sin embargo, no todas se

adaptaron a las condiciones climaticas y geobotanicas de las diferentes
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regiones. Otras, aunque se adaptaron, no presentaron el desarrollo

fisiologico ideal.

En el municipio de Bolivar, se adaptaron las especies Rosmarinus officinalis,
Cymbopogon citratus, Tagetes lucida y Lippia dulcis, sin embargo, las
condiciones climaticas extremas durante el verano (enero-marzo) y el
invierno (abril-junio) del 2006, afectaron algunos cultivos; cabe resaltar que la
especie Rosmarinus officinalis soportd las extremas heladas. Los cultivos
sembrados por encima de los 2500 m.s.n.m en este municipio, aunque se

adaptaron, no tuvieron buen desarrolllo foliar.

Las temperaturas bajas y los cortos periodos de plena exposicion solar en el
municipio de EI Pendn, fueron los factores, posiblemente, que mas
negativamente afectaron el desarrollo fisioldgico y la adaptacion de las
plantas cultivadas en esta region, ninguna de las especies cultivadas se

adapto a este municipio.

Por el contrario, en el municipio de Guavata, las condiciones climaticas
favorecieron la adaptabilidad del material vegetal cultivado. Especies como
Cymbopogon citratus, Tagetes lucida, Rosmarinus officinalis y Lippia alba

desarrollaron cantidad de biomasa grande y se adaptaron favorablemente.

La especie Ocimum basilicum no logré adaptarse a ninguna de las regiones,
no obstante, todos estos inconvenientes y observaciones son importantes y
necesarios conocerlos y superarlos en una etapa experimental, para mas

adelante, no correr riesgos en una etapa productiva.
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5.4 ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE MASAS DE DIFERENTES
COMPONENTES CON GRUPOS FUNCIONALES DIVERSOS,
PRESENTES EN LOS AE BAJO ESTUDIO.

La caracterizacion quimica de los AE se llevdo a cabo utilizando criterio
cromatografico: tiempos de retencion (tr) e indices de Kovats (lk) en dos
columnas de diferente polaridad, y espectroscépico, basado en el estudio de
espectros de masas, obtenidos experimentalmente y comparados con

diferentes bases de datos (Seccion 4.4).

El estudio de los espectros de masas analiza rutas de fragmentacion, con
base en la estructura y los grupos funcionales presentes en las moléculas
analizadas. La importancia de estos analisis se fundamenta en el hecho de
que permiten que el analista adquiera destreza en la interpretacién de un
espectro de masas, y, en caso tal, pueda llegar a conjeturar una posible
estructura molecular, a partir de un espectro de masas de un compuesto

desconocido.

Algunas de las moléculas analizadas presentes, a continuacion, fueron
seleccionadas por su diversidad estructural y por los distintos grupos
funcionales presentes. Los espectros de masas estudiados corresponden a
las siguientes moléculas: a-felandreno, &-cadineno, mentona y estragol. La
gran mayoria de otras moléculas y sus espectros de masas, presentes en los
aceites esenciales bajo estudio, fueron analizados y descritos en muchos

otros trabajos de grado desarrollados en el Laboratorio de Cromatografia.

El espectro de masas y las posibles rutas de fragmentacion, obtenido del a-

felandreno se ilustran en las Figuras 59 y 60, respectivamente.
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Figura 59. Espectro de masas del a-felandreno (MS, El, 70 V), presente en

los AE de Tanacetum parthenium y Rosmarinus officinalis.

El ion molecular del a-felandreno en m/z 136 (12%) elimina el radical metilo,
lo que conduce a la formacion del ion en m/z 121 (4%). La ruptura simple del
sustituyente mas voluminoso, iso-propilo, a partir del ion molecualr en m/z
136, produce la formacion del ion pico de base, en m/z 93 (100%). A partir de
éste y sufriendo consecutivamente la eliminacién de un radical metilo y de

etino, se forman los iones en m/z 77 (32%) y 51 (3%), respectivamente.
Adicionalmente, el ion pico de base en m/z 93, elimina dos atomos de

hidrégeno, produciendo el fragmento en m/z 91(53%), el cual,

sucesivamente, pierde etino generando el ion CsHs ™, en m/z 65 (4%).

158



m/z 121 (4 %)

C9H13+
-C3H7
—
M- m/z 136 (12 %)
CioHis"™ m/z 91 (53 %)
m/z 93 (100 %) C,H,*

CH,"

l_CHS. l—Csz

[((M-C3H,)-2H)-C,H,]*

m/z 65 (4 %)
CsHs*

m/z 77 (32 %)
CeHs"

l'Csz

[(M-C;H,)-CH, H)-CHT*

m/z 51 (3 %)
("'4H3+

Figura 60. Posibles rutas de fragmentacion del o-felandreno (MS, El, 70 eV).

El siguiente compuesto bajo estudio es el 6-cadineno. El espectro de masas

y las posibles rutas de fragmentacion, se ilustran en las Figuras 61 y 62,

respectivamente.
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Figura 61. Espectro de masas del &-cadineno (MS, El, 70 eV), presente en

los AE de Salvia palaefolia 'y Lippia dulcis.

El ion molecular en m/z 204 (65%), sufre una ruptura retro-Diels-Alder (RDA),
que conduce a la formacién del catién-radical en m/z 134 (51%), el cual
elimina paralelamente radicales metilo y etilo dando origen a los iones en m/z
119 (48%) y 105 (36%), respectivamente. Adicionalmente, el ion molecular
elimina, por ruptura simple, el radical metilo, formando el ion en m/z 119
(48%).

El ion pico de base en m/z 161 (100%), se forma a partir de la eliminacién del
radical iso-propilo del ion molecular.
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Figura 62. Posibles rutas de fragmentacion del 6-cadineno (MS, El, 70 eV).

La mentona es un monoterpeno oxigenado tipo cetona, uno de los

componentes mayoritarios presentes en los AE de Minthostachys mollis y

Mentha pulegium. Su espectro de masas vy

las posibles rutas de

fragmentacion, segun su MS (70 eV, El) obtenido, se ilustran en las Figuras

63 y 64.
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Figura 63. Espectro de masas de la mentona (MS, El, 70 eV), presente en

los AE de Minthostachis mollis y Mentha pulegium.

La mentona presenta en su espectro de masas el ion molecular en m/z 154
(34%), el cual, por eliminacion del radical iso-propilo forma el fragmento en
m/z 111 (24%); que, por sucesiva pérdida de monoxido de carbono, da
origen al ion en m/z 83 (15%). Adicionalmente, la expulsidon del radical metilo
por ruptura simple del ion molecular en m/z 154, produce el ion en m/z 139
(45%).

El ion pico de base en m/z 112(100%), se genera después de un
reordenamiento de tipo McLafferty intramolecular y eliminacion de propeno a
partir del ion molecular; posteriormente, a través de una ruptura tipo retro-
Diels-Alder (RDA) se genera el ion en m/z 70(18%).

Reordenamientos intramoleculares producen iones en m/z 97(26%) y
69(39%). La pérdida de monoxido de carbono del ion en m/z 97 conduce a la
formacion del ion isobarico en m/z 69(39%), que sucesivamente elimina

eteno para generar el ion alilo en m/z 41(23%).
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Figura 64. Posibles rutas de fragmentacion de la mentona (MS, El, 70 eV).
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El espectro de masas y las posibles rutas de fragmentacion segun su MS (70
eV, El) obtenido del estragol se ilustran en las Figuras 65 y 66,

respectivamente
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Figura 65. Espectro de masas del estragol (MS, El, 70 eV), presente en los

AE de Tagetes filifolia, Tagetes lucida y Lippia dulcis.

En el espectro de masas del estragol, el ion pico de base es el mismo ion
molecular en m/z 148 (100%), a partir de él, se eliminan los radicales de
hidrégeno, metilo y etilo, formando los iones en m/z 147 (51%), 133 (21%) y
121 (33%), respectivamente. Adicionalmente, el ion molecular, por
eliminacion del radical metilo, forma el fragmento en m/z 133(21%), a través
de la sucesiva pérdida de monodxido de carbono, se genera el ion en m/z
105(18%);

El ion en m/z 121, sufre reordenamiento de hidrogeno y salida de

formaldehido, que conducen a la formacion del ion tropilio en m/z 91 (15%),

que por sucesiva eliminacion de etino, produce el ion CsHs™ en m/z 65 (4%).
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Figura 66. Posibles rutas de framentacion del estragol (MS, El, 70 eV).
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5.5 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS
AE

La medicién de las propiedades fisico-quimicas, tales como indice de
refraccion, densidad, poder rotatorio, solubilidad en etanol, indices de acidez,
entre otros, permite elaborar una ficha técnica propia de cada aceite, siendo
ésta de gran importancia en el momento de la comercializacién del mismo.
Por ejemplo, la determinacion de la solubilidad es un parametro importante si
se considera que el AE es extraido con el objeto de ser aplicado en la
industria de perfumes, en la cual, generalmente, el etanol es el solvente mas

utilizado.

La Tabla 43 reporta los datos obtenidos de las propiedades fisico-quimicas
de los AE de las especies cultivadas. Las mediciones de densidad, indice de
refraccion y solubilidad en etanol, se realizaron bajo los procedimientos
descritos en las Normas ISO 279:1998 (E), ISO 280:1998 (E) e ISO 875:1999

(E), respectivamente.

Tabla 43. Propiedades fisico-quimicas de los AE extraidos de las plantas

cultivadas en la Subregion de Vélez.

] Densidad indice de Solubilidad en etanol, %
Especie (g/mL) re:;‘:%‘(’:')"“ 60 70 80 90
Lippia alba 0,90 1,4891 X <0,7mL | >2,0mL N
Cymbopogon citratus 0,88 1,4886 X <0,8mL | <1,0mL <1,2mL
Rosmarinus officinalis 0,91 1,4801 X <0,7mL | >1.0mL \/
Tagetes lucida 0,98 1,5245 X <0,7mL | >24mL N
Lippia dulcis - 1,5050 - - - v

X-Es insoluble, V-Completamente solubles

La prueba de solubilidad en etanol se realizé con soluciones agua-etanol del
60, 70, 80 y 90%. En la Tabla 43, los datos que se reportan en sobre
solubilidad corresponden a los volumenes de las mezclas agua-etanol en los

cuales los aceites esenciales fueron solubles.
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En alcohol absoluto de 99,8% los aceites esenciales de Rosmarinus
officinalis, Lippia alba y Tagetes lucida fueron completamente solubles. El
aceite de Cymbopogon citratos presento opalescencia después de la adicidon

de 1,6 mL de etanol absoluto.

5.6 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS AE

5.6.1 Actividad antioxidante

Los compuestos hidrofilicos tales como la vitamina C, tioles y flavonoides,
asi, como compuestos lipofilicos, tales como las vitaminas E y A,
carotenoides y ubiquinoles, son antioxidantes naturales bien conocidos [141].
Muchos de estos compuestos son de especial interés por su habilidad para
reducir el peligro causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrogeno (RNS) y han sido asociados con la disminucion del riesgo de
enfermedades cardiovasculares y otras dolencias relacionadas con el estrés
oxidativo [141,177].

Las principales especies reactivas de oxigeno (ROS), de relevancia
fisiologica en el hombre, son los radicales hidroxilo (OH) y superéxido (O2")
[2], formados durante el proceso de respiracion. Las ROS estan involucradas
en diferentes patologias degenerativas del sistema nervioso central, e.g. la

enfermedad de Alzheimer [177].

Practicamente, todos los compuestos antes mencionados son consumidos
por el hombre a través de su dieta, por ingestion de productos naturales
como frutas y vegetales, nueces, aceites vegetales e infusiones de plantas

aromaticas y medicinales.
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La medicion de la actividad antioxidante total, de sustancias puras, extractos,
y fluidos bioldgicos, por el ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™
ha sido ampliamente utilizada [143]. No obstante, son pocos los trabajos
reportados en la literatura, acerca de la evaluacion por este método de la

actividad antioxidante total de los AE.

La determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo de decoloracion
del catién-radical ABTS™", se basa en la desaparicion del radical croméforo,
el cual es reducido y neutralizado por la ganancia de un e, que es facilmente
donado por la sustancia antioxidante (Figura 67). Experimentalmente, se
observa una disminucién de la absorbancia, medida en 734 nm, debido a la

reduccion del catidon-radical.

Generalmente, el cation-radical ABTS™ es generado directamente a partir de
su precursor en medio acuoso por reaccidén quimica, e.g. didxido de
manganeso, ABAP, persulfato de potasio, o por una reaccidén enzimatica, e.g.

peroxidasa, hemoglobina, met-mioglobina.

La capacidad de atrapamiento de radicales por el ensayo de decoloracién del
cation-radical ABTS™ se expresa como capacidad antioxidante equivalente al
Trolox® (TEAC), para el caso de sustancias puras, o como actividad

antioxidante total (TAA), para el caso de mezclas de sustancias.

En este trabajo, el Trolox® se usé como estandar y la vitamina E, el BHA
(terc-butilhidroxianisol) y el BHT (di-terc-butilhidroxitouleno), como sustancias
de control. La capacidad antioxidante de los AE y las sustancias control se
determinaron, respectivamente, como TAA, expresado como mmol de
Trolox® por kg de AE y TEAC, expresado como mmol de Trolox® por mmol de

sustancia.
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La Figura 67 muestra la capacidad antioxidante del Trolox® medida en el
ensayo con el cation-radical ABTS™; se observa la relacion lineal entre la

concentracion de Trolox® y el porcentaje de inhibicién.
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Figura 67. Grado de inhibicion del catién-radical ABTS™, en funcion de la

cantidad (mM) de Trolox®.

Por otro lado, la Figura 68 muestra el efecto de la duracion de interaccion, de
las sustancias antioxidantes de control, sobre la disminucion de Ila

absorbancia del catién-radical ABTS™.

Los resultados revelan, que las velocidades de reaccién con el cation-radical
ABTS™ de las sustancias antioxidantes de control, son diferentes. En el
primer minuto, la reaccion es completa para la vitamina E; en el segundo

minuto, para el BHA y por encima del sexto minuto para el BHT.
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Considerando las estructuras moleculares de la vitamina E, el BHA y el BHT
(Figura 69), se puede suponer, que la velocidad de reduccion del catidn-
radical ABTS™ depende de la presencia de sustituyentes electro-donadores,
como el grupo hidroxilo (-OH), y su disponibilidad para ceder electrones. De
esta manera, la velocidad de reaccion lenta del BHT podria explicarse por el
impedimento estérico de los grupos ter-butilo, dispuestos en posiciones orto,

con respecto al grupo hidoxilo.

En la Tabla 44 se muestran, respectivamente, los valores de TEAC y TAA
obtenidos para las sustancias control y los AE evaluados. Los valores de
TEAC hallados experimentalmente, para las sustancias control, concuerdan
con los reportados en la literatura [122,143,178,179].

Tabla 44. Capacidad de atrapamiento del cation-radical ABTS" de las

sustancias antioxidantes BHA, BHT, vitamina E y los AE estudiados.

TEAC TAA
Sustancias (mmol de Trolox®/mmol (mmol de Trolox®/kg de

de sustancia)* sustancia)*
BHA 1.02 + 0.02 5700 + 225
Vitamina E 1.01 + 0.007 2350 + 57
BHT 0.26 + 0.04 1160 + 30
Tagetes lucida Valores disponibles sélo 3.9+0.41
Lippia dulcis para sustancias puras 3.6+£0.1
Rosmarinus officianlis 3.0+0.1
Lippia alba 27+0.2
Minthostachys mollis 1.9+0.1
Tagetes filifolia 1.5+£0.1
Lepechinia bullata <01
Tanacetum parthenium <041
Cymbopogon citratus N.D

* Promedio de las tres mediciones + s

N.D: No determinado

La actividad antioxidante total del AE de Cymbopogon citratus, evaluada por
el método de decoloracion del cation-radical ABTS™, no pudo ser
establecida, puesto que el AE no fue soluble en el solvente de trabajo

(etanol), ya que formaba una solucion opalescente, que no permitié obtener
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valores correctos de absorbancia. Sin embargo, cualitativamente se observa
que el AE de Cymbopogon citratus reduce al cation-radical ABTS™, de forma

similar como lo hace el AE de Lippia alba.

En términos generales, se puede concluir, que los AE de Tagetes lucida,
Lippia dulcis, Rosmarinus officianlis, Lippia alba, Minthostachys mollis,
Tagetes filifolia, Lepechinia bullat, y Tanacetum parthenium, evaluados por el
método de decoloracion del cation-radical ABTS™ no son mezclas de

antioxidantes eficientes.

La evaluacion de la actividad antioxidante por el método de decoloraciéon del
cation-radical ABTS™, es una técnica de screening efectiva, para la busqueda
de nuevas sustancias o mezclas antioxidantes, sin embargo, la efectividad de
un antioxidante depende de una variedad de factores, incluyendo, la
polaridad, solubilidad y la actividad quelante de metales, entre otros. Por esta
razon, es necesario evaluar las posibles sustancias antioxidantes por
diferentes metodologias, entre ellas, aquellas que implican directamente un

sustrato.

5.6.2 Actividad antimicoética de los AE

La Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de los AE contra Candida
parapsilosis, Candida krusei, Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus, fue
evaluada por el Grupo de Investigacion en Infeccion y Cancer de la
Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia), por los doctores Juan Gabriel
Bueno, Jehidys Montiel, Ana Cecilia Mesa y otros colaboradores, empleando
las técnicas de microdilucion en caldo AFST-EUCAST para levaduras
fermentadoras de glucosa y la M38-A CLSI para hongos filamentosos. Los

resultados se reportan en la Tabla 45.
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Entre los 7 AE estudiados, se encontrd sélo uno de presenté actividad contra
C. parapsilosis, 3 contra C. krusei, y ninguno contra A. flavus, un aceite
contra A. fumigatus, como se muestra en la Tabla 45. No obstante, la
efectividad de los AE fue mas baja que la de la sustancia de referencia

(itraconazol).

Las sustancias que son mas activas hacia los microorganismos muestran
valores bajos de MIC [137]. De acuerdo con Rojas et al. [180], existe
actividad bioldgica relevante cuando la MIC, para una mezcla, esta por
debajo de 100 pg/mL. En este estudio, ninguno de los AE evaluados
presentdé una MIC menor que 100 ug/mL, por lo tanto, estas esencias no

poseen actividad antimicotico, ni antifungica promisoria.

Tabla 45. Concentracion minima inhibitoria (MIC) de los AE contra Candida

parapsilosis, Candida krusei, Aspergillus flavus, y Aspergillus fumigatus.

MIC, ng/mL
Sustancias Candida Candida Aspergillus  Aspergillus
parapsilosis krusei flavus fumigatus
Lepechinia bullata > 500 > 500 > 500 > 500
Minthostachys mollis > 500 > 500 > 500 > 500
Aloysia Triphila 500 250.0 > 500 99.21
Rosmarinus officinalis > 500 > 500 > 500 > 500
Cymbopogon citratus > 500 379.8 > 500 > 500
Lippia alba > 500 > 500 > 500 > 500
Tagetes lucida > 500 500 > 500 > 500
Itraconazol 0.107 0.125 0.25 0.125

La efectividad antimicotica, aunque escasa, de los AE de Aloysia triphila y
Cymbopogon citratus contra Candida krusei, puede ser atribuida,
posiblemente, al alto contenido de neral y geranial, puesto que los aldehidos,
se caracterizan por su fuerte accidén antimicrobial. No obstante, la efectividad
antimicrobial de los AE no sélo depende de la composicion quimica de los
mismos, también influyen el método de la medicion, el tipo de
microorganismo y las condiciones de su cultivo, ademas de otra serie de

factores como el solvente, la presencia de agentes surfactantes o el

173



mecanismo de accion [115]. Sin embargo, este ultimo es complejo, aun no ha

sido establecido y puede ser casi exclusivo para cada tipo de sustancia.

5.6.3 Citotoxicidad de los AE

La Concentracion Letal Media (CLso) de los AE frente a Artemisa franciscana
fue determinada por el Grupo de Quimica Ambiental y Computacional de la
Universidad de Cartagena (Cartagena, Colombia), dirigido por el Dr. Jesus

Olivero. Los resultados se muestran en la Tabla 46.

Tabla 46. Concentracién Letal Media (CLso) de los AE bajo estudio contra

Artemia franciscana.

Aceite esencial e;(r;ir:ir::(i,c’):? h :;II';:L %I::; ((i‘; T‘))I Toxicidad
Lepechinia bullata 4213 f:gg 251 Alta
Minthostachys mollis o i 148 Baja

Aloysia triphila . o 2.21 Media

Rosmarinus officinalis ig gggg 1.19 Baja
Cymbopogon citratus ig gjgg 1.20 Baja
Lippia alba ig gggg 1.19 Baja
Tagetes lucida ig g] ;g 1.31 Baja

Todos los AE evaluados presentaron valores de CLsy entre 2,55 y 76,77
ug/mL después de 24 h de exposicién y entre 1,02 y 51,55 ug/mL, después

de 48 h de exposicion frente a Artemia franciscana.

Los AE con una CLsg entre 0 y 10,0 ug/mL después de 24 h de exposicion se
clasificaron de toxicidad alta, en este grupo, soélo se ubicé 1 de los 7 AE bajo
estudio. EI AE de Lepechinia bullata exhibio la toxicidad mas alta de todos

estudiados frente Artemia franciscana (1,02 pg/mL).
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Asi mismo, los AE con una CLsg entre 10,01 y 20,00 ng/mL después de 24 h
de exposicion, se clasificaron como AE de toxicidad media; en este grupo se
situdé el AE de Aloysia triphila, que presentd toxicidad media contra Artemia

franciscana con un valor de 16,04 ng/mL.

Por ultimo, los AE que presentaron una CLsg superior a 20,01 ug/mL después
de 24 h de exposicidn, se clasificaron como AE de toxicidad baja, a este
grupo corresponden 5 de los 7 AE bajo estudio. La toxicidad mas baja contra
Artemia franciscana la mostraron los AE de Minthostachys mollis (76.55
ug/mL), seguido de Tagetes lucida (41,78 ug/mL), Lippia alba (38,23 pug/mL),
Rosmarinus officinalis (36,37 ug/mL) y Cymbopogon citratus (29,35 ug/mL).

De acuerdo con el resultado de la relacion entre los valores de CLsy después
de 24 y 48 h de exposicion (Tabla 46), se puede concluir, que los crustaceos
de Artemia franciscana fueron mas sensibles a los AE de Lepechinia bullata y
Aloysia triphila, cuyos valores de CLso (24 h)/ CLsg (48 h) fueron 2,51 y 2,21,

respectivamente.

La toxicidad alta del AE de Lepechinia bullata, posiblemente, se debe al alto
contenido de sesquiterpenoides (96,33%), presentes en la esencia, i.e.
hidrocarburos sesquiterpénicos (59,49%) y sesquiterpenos oxigenados
(36,84%). Esta podria ser, también, la explicacién al porqué los crustaceos
de Artemia franciscana fueron mas sensibles al AE de Aloysia triphila que al
de Cymbopogon citratus. EI AE de Aloysia triphila posee un 28,82% de
compuestos sesquiterpénicos, mientras que el aceite de Cymbopogon
citratus contiene apenas un 2,01%. Asimismo, las esencias de Minthostachys
mollis, Rosmarinus officinalis y Lippia alba, presentan un contenido de
sesquiterpenoides y una citotoxicidad contra Artemia franciscana, similar al

AE de Cymbopogon citratus.
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1.

6. CONCLUSIONES

En la expedicidén botanica por la Subregion de Veléz se recolectaron 9
especies silvestres, a saber: Salvion, Mastranto, Manzanilla, Orégano,
Cidrén, Poleo, Pronto alivio y Anisillo, que se identificaron
taxondomicamente asi: Lepechinia bullata (Kunth) Epl.,, Salvia
palaefolia Kunth, Tanacetum parthenium (L) Sch. Bip., Minthostachis
mollis H.B.K., Aloysia triphylla (L'Her) Britton., Mentha pulegium,
Lippia alba (MIIl) N.E. Brown y Tagetes filifolia Lag., respectivamente.
Sus aceites esenciales se aislaron por MWHD; las especies
Minthostachis mollis H.B.K., Lippia alba (MIll) N.E. Brown y Tagetes
filifolia Lag., presentaron los mayores rendimientos con valores entre
1,6-2,5%, mientras que las demas especies exhibieron rendimientos
inferiores a 1.0%. Los AE de Salvia palaefolia Kunth., Minthostachis
mollis H.B.K., Mentha pulegium y Tagetes filifolia Lag. mostraron
dentro de su composicién quimica, metabolitos secundarios volatiles

de interés cientifico y econémico.

De las nueve plantas silvestres recolectadas en la Subregion de Velez
seria promisoria la tecnificacion de cultivos de las especies de
Minthostachis mollis H.B.K., Mentha pulegium y Tagetes filifolia, que
poseen altos rendimientos y metabolitos secundarios volatiles de
interés para la industria saborizante y aromatizante. La especie Salvia
palaefolia, aunque tiene bajo rendimiento de aceite, podria perfilarse
como una fuente natural del frans-pB-cariofileno, compuesto mayoritario
del AE (ca. 62%).
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3. Las especies vegetales, a saber: Rosmarinus officinalis, Cymbopogon
citratus, Lippia alba, Ocimum basicilicum, Lippia dulcis y Tagetes
lucida, fueron sembradas en una extension equivalente a 26.000 m?
distribuidas en 52 parcelas ubicadas en diferentes niveles altitudinales
de la Subregion de Veléz, comprendidos entre 1800 y 2800 m.s.n.m.;
la zona mas baja era Guavata, ubicada entre 1800 y 2200 m.s.n.m., la
zona media era Bolivar, entre 2200 y 2600 m.s.n.m. y la zona mas alta
era El Pefion, entre 2500 y 2800 m.s.n.m. No obstante, s6lo fueron
evaluadas 16 parcelas, de las cuales se obtuvo la informacion agricola
suficiente, asi como sobre los rendimientos de obtencién de AE
aislados por destilacion agua-vapor, su composicion quimica y
propiedades fisicas y biolégicas. La presencia de la especie Lippia
alba (MIll) N.E. Brown, en la region en forma silvestre, permitié a la

misma tener una gran ventaja para la tecnificacion de su cultivo.

4. La composicion quimica y los rendimientos de extraccion de los AE
aislados de las especies cultivadas Rosmarinus officinalis,
Cymbopogon citratus, Lippia alba, Lippia dulcis y Tagetes lucida, no
presentaron variaciones estadisticamente significativas en funcién del

sitio de su cultivo (Anexos 1y 2).

5. Con base en el grado de adaptacién de las especies bajo estudio, i.e.
Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus, Ocimum basilicum,
Lippia alba, Lippia dulcis y Tagetes Iucida, a las condiciones
geobotanicas y medioambientales de los municipios de la Subregion
de Vélez, las siguientes pueden ser seleccionadas para una segunda
fase del proyecto: Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus, Lippia
alba y Tagetes lucida, para los municipios de Bolivar y Guavata; las
condiciones climaticas del municipio EI Pefion no permitieron la

adaptabilidad de ninguna especie.
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6. En la determinacion de la actividad antioxidante se evaluaron los AE
de Tagetes lucida, Lippia dulcis, Rosmarinus officianlis, Lippia alba,
Minthostachys mollis, Tagetes filifolia, Lepechinia bullata y Tanacetum
parthenium por el método de decoloracion del catién-radical ABTS™,
ninguno de estos aceites resultdé ser una mezcla eficiente como

antioxidante (atrapamiento de radicales).

7. Entre los siete AE, a saber: Lepechinia bullata, Minthostachys mollis,
Rosmarinus officinalis, Aloysia triphylla, Cymbopogon citratos, Lippia
alba y Tagetes lucida, estudiados para la determinacién de actividad
antimicotica, se encontré que Aloysia triphylla presenté actividad
contra Candida parapsilosis, Candida krusei y Aspergillus fumigatus,
que Lippia alba y Cymbopogon citratus presentaron actividad contra
Candida krusei y ningun aceite fue efectivo contra Aspergillus flavus.
No obstante, la efectividad de los AE fue mas baja que la de la

sustancia de referencia (itraconazol).

8. De los siete AE estudiados, Lepechinia bullata, Minthostachys mollis,
Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus, Aloysia triphylla, Lippia
alba y Tagetes lucida, los AE de Lepechinia bullata y Aloysia triphylla,
exhibieron toxicidad alta y media frente Artemia franciscana; mientras

que otros fueron de toxicidad baja.
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7. RECOMENDACIONES

e Debido a las condiciones climaticas extremas poco favorables, como
las épocas secas que se presentan en cierta época del afio en la
Subregion de Veléz, algunos cultivos sufren dafos irreversibles, para
ello, seria necesario implementar un riego artificial, de tal forma, que

se pueda suplir las necesidades hidricas que requieren las plantas.

e El material vegetal que queda después de la extraccion del aceite
esencial, puede ser usado para la elaboracion de compost, y asi
contribuir al proceso de agricultura organica, que la Asociacion de

campesinos Morelia siempre ha manejado.
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Anexo 1. Ubicacion geografica de las 53 parcelas cultivadas y su
correspondiente numero de parcela.
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Anexo 1-Tabla 1. Ubicacién geografica de las parcelas cultivadas.

No. de Beneficiario m.s.n.m  Vereda Municipio
parcela
1 Ana Cepeda 2550 Pefia Negra Bolivar
3 Emelina Barrera 2530 Pefia Negra Bolivar
4 Luz Viela Ayala 2550 Pefia Negra Bolivar
5 Irma Herrefio 2540 Pefia Negra Bolivar
6 Inés Ayala 2550 Pefia Negra Bolivar
7 Gloria Vargas 2353 Horta Bolivar
8 Ana Rosa Mendoza 2373 Horta Bolivar
9 Silvia Mogollon 2355 Horta Bolivar
12 CD.R 2000 Guamal Bolivar
13 Saturia Quiroga 2309 Guamal Bolivar
14 Liliana Hurtado 2367 Guamal Bolivar
15 Cecilia Quiroga 2590 Boqueron Bolivar
16 Claudia Paez 2575 Boqueron Bolivar
17 Brigida Sanabria 2515 Lagunitas Bolivar
18 Albeiro Sanabria 2620 Lagunitas Bolivar
20 Felicidad Castarieda 2500 Guamal Bolivar
21 Blanca Moreno 2510 Alto Nogales Bolivar
22 Edilia Mateus 2688 Alto Nogales Bolivar
23 Martha Santamaria 2612 Alto Nogales Bolivar
24 Gladys Reyes 3622 Alto Nogales Bolivar
25 Leonardo Vargas 2637 Alto Nogales Bolivar
27 Fossion Nieves 1900 Helechal y Mesa Guavata
28 Elibardo Otero 2000 Helechal y Mesa Guavata
29 Elver Pefia 1800 Helechal y Mesa Guavata
30 Euclides Sanchez 1900 Hato Santa Barbara Guavata
31 Ernesto Velazco 2100 Mata Redonda Guavata
32 Maria Ardila 1990 Tres esquinas Guavata
34 Esperanza Romero 2093 San Antonio Guavata
35 Ana Gonzélez 2000 Siempre viva Guavata
36 Fredy Pinzon 2500 Agua Fria El Pefion
37 Emilsen Gonzalez 2272 Guamal Bolivar
38 Orfilia Serrano 2500 Agua Fria El Pefion
39 Edilia Mogollon 2512 Casco Urbano El Pefion
40 Maria Dolly Moncada 2520 Hondura El Pefion
41 Veronica Sanchez 2540 Casco Urbano El Pefion
42 Colegio Antoinio Ricaurte 2510 Casco Urbano El Pefion
43 Mariela Ruiz 2650 Cruces El Pefion
44 Daniel Franco 2540 Boqueron Bolivar
45 Urbano Ariza 2570 San pablo El Pefion
46 Nemecia Galeano 2550 Ojo de Agua El Pefion
47 Rebeca Diaz 2321 Ojo de Agua El Pefion
48 Rosalba Quintero 2428 Ojo de Agua El Pefion
49 Bernarda Ruiz 2550 Ojo de Agua El Pefion
50 Bertha Serrano 2550 Ojo de Agua El Pefion
51 Inocencio Florez 2570 Ojo de Agua El Pefion
52 Cecilia Quintero 2515 Casco Urbano El Pefion
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Anexo 1-Tabla 1. Continuacion.

53 Leimar Ardila 1800 Helechal y Mesa Guavata
54 José Epifanio Pefia 1850 Helechal y Mesa Guavata
55 Rosalba Jerez 2570 Hondura El Pefion
56 Rosana Galeano 2570 Hondura El Pefion
58 Mercedes Patifio 2432 Ojo de Agua El Pefion
59 Arnulfo Moreno 2428 Ojo de Agua El Pefion
60 ASOMUJERES A BISINIA
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Anexo 2. Distribucién de las especies cultivadas en cada una de las

parcelas.
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Anexo 2-Tabla 1. Cultivo asignado a cada una de las parcelas.

No. de
parcela

Lippia alba

Lippia dulcis

Cymbopogon

citratus

Tagetes
lucida

Ocimum
basilicum

Rosmarinus
officinalis L

X

28*

29

30

31

32

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
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Anexo 2-Tabla 1. Continuacion.

51 X

52 X

53 X

54 X

55 X

56 X

58 X

59 X

60 X

* La parcela 28 tenia cultivadas dos especies vegetales Lippia alba y Rosmarinus officinalis.
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Anexo 3. Fichas técnicas de las especies nativas colectadas en la subregion

de Vélez.
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CODIGO DE COLECTA: 001-M

NOMBRE CIENTIFICO
Lepechinia bullata (Kunth) Epl

SINONIMOS
« Sideritis bullata Kunth

NOMBRE VULGAR: Salvion, Orégano
orejon.

_ FAMILIA: Lamiaceae

LUGAR DE COLECTA: Vereda el Guamal,

Ak Bolivar, Santander. 2656 m.s.n.m,
o N05°58.077', W 73°47.474 .

FECHA DE COLECTA: 20-06-2006

MATERIAL COLECTADO: hojas y flores.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA:
abundante en la zona.

ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelos franco-arcillosos, de topografia
quebrado.

DESTINACION: aceite esencial.
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CODIGO DE COLECTA: 002-M

NOMBRE CIENTIFICO
Salvia palifolia Kunth.

SINONIMOS:
= Salvia scutellarioides

NOMBRE VULGAR: Mastranto, oreja de
perro (Antioquia).

FAMILIA: Lamiaceae

LUGAR DE COLECTA: Vereda el Guamal,
Bolivar, Santander. 2424 m.s.n.m.,
N 05° 58.062’, W 73° 47.104".

FECHA DE COLECTA: 20-06-2006

ANOTACIONES DESCRIPTIVAS BOTANICAS: planta estolonifera de 40
cm de altura, hojas opuestas agitadas, glandulas y flores color azul.

MATERIAL COLECTADO: hojas y flores.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA:
abundante en la zona.

ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelos franco-arenosos, con pH 7-8, 60%
de humedad y temperatura promedio de 19,3°C.

ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: en el tratamiento de problemas
renales.

DESTINACION: aceite esencial.
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CODIGO DE COLECTA: 003-M

NOMBRE CIENTIFICO
Tanacetum parthenium (L) Sch. Bip.

NOMBRE VULGAR: Manzanilla matricaria.
FAMILIA: Compositae

LUGAR DE COLECTA: finca el amarillo,
vereda el Guamal, Bolivar, Santander. 2384
m.s.n.m., N 05° 58.134’, W 73° 46.957".

FECHA DE COLECTA: 20-06-2006

ANOTACIONES DESCRIPTIVAS BOTANICAS: planta de 70 — 80 cm de
altura, hojas simples alternas, médula corchosa, flores en capitulo.

MATERIAL COLECTADO: hojas y flores.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA:
abundante en la zona.

ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelos franco-arcillosos, con pH 8, 20% de
humedad y temperatura promedio de 18,9 °C.

ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: en el tratamiento de dolor de
estomago.

DESTINACION: aceite esencial.
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CODIGO DE COLECTA: 004-M

NOMBRE CIENTIFICO
Minthostachis mollis H.B.K.

NOMBRE VULGAR: pseudo-Orégano
FAMILIA: Lamiaceae

LUGAR DE COLECTA: vereda Helechal y
Mesa, Bolivar, Santander. 1983 m.s.n.m.,
N 05° 57.763’, W 73° 44.064".

FECHA DE COLECTA: 22-06-2006

ANOTACIONES DESCRIPTIVAS BOTANICAS: hierba erecta de 1,8 m de
altura, tallo cuadrangular pubescente, médula hueca, hojas opuestas
pubescentes mayoritariamente en el envés y borde cerrado.

MATERIAL COLECTADO: hojas, tallos y flores.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA:
abundante en la zona.

ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelos franco-arcillosos, con pH 6, 10% de
humedad y temperatura promedio de 19,8 °C.

ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: en el tratamiento de la gripe.

DESTINACION: aceite esencial.
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CODIGO DE COLECTA: 005-M

NOMBRE CIENTIFICO
Aloysia triphylla (L "Her) Britton

~ SINONIMOS:
» Lippia citriodora L.
» Lippia triphylla Kuntze.

NOMBRE VULGAR: Cidrén

™ FAMILIA: Verbenaceae

8§ LUGAR DE COLECTA: finca casa
S8Y Mora, vereda Loma Alta, Bolivar,
Santander. 2360 m.s.n.m.

FECHA DE COLECTA: 23-06-2006

ANOTACIONES DESCRIPTIVAS BOTANICAS: planta de hasta 3 m de
altura.

MATERIAL COLECTADO: hojas, tallos y flores.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA:
abundante en la zona.

ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelo franco-arcilloso.

DESTINACION: aceite esencial.
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CODIGO DE COLECTA: 006-M

NOMBRE CIENTIFICO
Mentha pulegium

NOMBRE VULGAR: Poleo
FAMILIA: Lamiaceae

LUGAR DE COLECTA: Finca mata
de cafa, vereda Loma Alta, Bolivar,
Santander. 2424 m.s.n.m.

FECHA DE COLECTA: 23-06-2006

ANOTACIONES DESCRIPTIVAS BOTANICAS: hierba postrera estolonifera
de 15 cm de altura, hojas opuestas, flores hipocrateriformes, estambres
epipétalos, caliz verde y corola violeta.

MATERIAL COLECTADO: hojas y flores.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA: escasa.
ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelo franco-arcilloso. Crece a la sombra.
ANOTACIONES DE USO POTENCIAL: contra la diarrea.

DESTINACION: aceite esencial.
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CODIGO DE COLECTA: 007-M y 008M

NOMBRE CIENTIFICO
Lippia alba

NOMBRE VULGAR: Pronto alivio
FAMILIA: Verbenaceae

LUGAR DE COLECTA 007M:
Concentracion escolar de la vereda
Helechal y Mesa, Bolivar, Santander.
2000 m.s.n.m.

LUGAR DE COLECTA 008M: finca casa
Mora, vereda Loma Alta, Bolivar,
Santander. 2360 m.s.n.m.

FECHA DE COLECTA 007M: 22-06-
2006.
FECHA DE COLECTA 008M: 23-06-
2006.

MATERIAL COLECTADO: hojas, tallos y flores.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA: escasa.
Hojas muy pequenas.

ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelo franco-arcilloso.

DESTINACION: aceite esencial.
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CODIGO DE COLECTA: 009-M

NOMBRE CIENTIFICO
Tagetes filifolia

NOMBRE VULGAR: Anisillo
FAMILIA: Lamiaceae

LUGAR DE COLECTA: Finca mata
de cafna, vereda Loma Alta, Bolivar,
Santander. 2424 m.s.n.m.

FECHA DE COLECTA: 23-06-2006

ANOTACIONES DESCRIPTIVAS BOTANICAS: hierba de 15 cm de altura,
con agradable olor anis.hojas

MATERIAL COLECTADO: hojas y tallos.

ESTADO ACTUAL DE LA POBLACION VEGETAL EN LA ZONA:
Abundante

ANOTACIONES ECOLOGICAS: suelo franco-arcilloso. Crece a la sombra.

DESTINACION: aceite esencial.
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Anexo 4. MS, Ik y tr de patrones de terpenos certificados.
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Anexo 4-Figura 1. Espectro de masas de a-pineno obtenido por El (70 eV):

A. Patrén certificado de a-pineno; B. MS de a-pineno presente en los AE de

Tanacetum parthenium, Aloysia triphylla, Lippia alba'y Rosmarinus officinalis.

Anexo 4-Tabla 1. Tiempo de retencién e indices de Kovats de a-pineno.

tz (DB-5, 60 m)

I (t° program.)

Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
a-Pineno 17,43 17,46 939 935 936
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4-Figura 2. Espectro de masas del 1,8-cineol obtenido por El (70

eV): A. Patron certificado de 1,8-cineol; B. MS del 1,8-cineol presente en los

AE de Tanacetum parthenium, Aloysia triphylla y Rosmarinus officinalis.

Anexo 4-Tabla 2. Tiempo de retencién e indices de Kovats del 1,8-cineol.

tg (DB-5, 60 m) I (t° program.)

Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
1,8-Cineol 21,86 21,90 1031 1039 1040
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Anexo 4-Figura 3. Espectro de masas del neral obtenido por EI (70 eV): A.

Patrén certificado de neral; B. MS del neral presente en los AE de Aloysia

triphylla, Cymbopogon citratus y Lippia dulcis.

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

tz (DB-5, 60 m)

I (t° program.)

Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Neral 29,88 29,90 1238 1241 1245
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Anexo 4-Figura 4. Espectro de masas del geranial obtenido por El (70 eV):

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

Aloysia triphylla, Cymbopogon citratus y Lippia dulcis.

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

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)

Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Geranial 30,94 30,99 1267 1270 1276
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Anexo 4-Figura 5. Espectro de masas de la cis-dihidrocarvona obtenido por
El (70 eV): A. Patron certificado de la cis-dihidrocarvona ; B. MS de la cis-

dihidrocarvona presente en el AE de Lippia alba.

Anexo 4-Tabla 5. Tiempo de retencién e indices de Kovats del la cis-

dihidrocarvona.

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
cis-Dihidrocarvona 28,59 28,52 1193 1206 1201
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Anexo 4-Figura 6. Espectro de masas de la trans-dihidrocarvona

obtenido por El (70 eV): A. Patron certificado de la frans-dihidrocarvona; B.

: S .||| ,|.|,||,‘.,. ,.,|! !.,,,|,|

MS de la trans-dihidrocarvona presente en los AE de Minthostachis mollis y

Lippia alba.

Anexo 4-Tabla 6. Tiempo de retencién e indices de Kovats de la frans-

dihidrocarvona

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
trans-Dihidrocarvona 28,82 28,80 1201 1212 1208
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Anexo 4-Figura 7. Espectro de masas del linalool obtenido por El (70 eV):

A. Patron certificado de linalool; B. MS del linalool presente en los AE de
Tanacetum parthenium, Aloysia triphylla, Minthostachis mollis, Lippia alba,

Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratos, Tagetes lucida 'y Lippia dulcis.

Anexo 4-Tabla 7. Tiempo de retencién e indices de Kovats del linalool.

tz (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado  esencial
Linalool 24,53 24,53 1097 1103 1100
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Anexo 4-Figura 8. Espectro de masas de la mentona obtenido por El (70

eV): A. Patron certificado de la mentona; B. MS de la mentona presente en el
AE de Minthostachis mollis.

Anexo 4-Tabla 8. Tiempo de retencién e indices de Kovats de la mentona.

tz (DB-5, 60 m)

I (t° program.)

Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Mentona 27,02 26,99 1153 1166 1164
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Anexo 4-Figura 9. Espectro de masas del 6xido de cariofileno obtenido por
El (70 eV): A. Patron certificado de oxido de cariofileno; B. MS del 6xido de
cariofileno presente en los AE de Lepechinia bullata, Tanacetum parthenium,

Minthostachis mollis, Aloysia triphylla, Rosmarinus officinalis y Lippia dulcis.

Anexo 4-Tabla 9. Tiempo de retencién e indices de Kovats del 6xido de

cariofileno.
tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Oxido de cariofileno 42,40 42,38 1583 1600 1598
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Anexo 4—Figura 10. Espectro de masas del p-cimeno obtenido por El (; 0

eV): A. Patron certificado de p-cimeno; B. MS del p-cimeno presente en el

AE de Tanacetum parthenium.

Anexo 4-Tabla 10. Tiempo de retencion e indices de Kovats del p-cimeno.

tg (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
p-Cimeno 21,50 21,54 1025 1030 1030
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Anexo 4-Figura11. Espectro de masas del limoneno meno obtenido por El
(70 eV): A. Patron certificado de limoneno; B. MS del limoneno presente en
los AE de Minthostachis mollis, Aloysia triphylla, Lippia alba, Rosmarinus

officinalis, Cymbopogon citratus y Lippia dulcis.

Anexo 4-Tabla 11. Tiempo de retencion e indices de Kovats del limoneno.

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Limoneno 21,68 21,70 1029 1035 1036
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Anexo 4-Figura 12. Espectro de masas de la carvona obtenido por El (70

eV): A. Patron certificado de la carvona; B. MS de la carvona presente en el
AE de Lippia alba.

Anexo 4-Tabla 12. Tiempo de retencion e indices de Kovats de la carvona.

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)

Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial

Carvona 30,28 30,31 1243 1252 1257
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Anexo 4-Figura 13. Espectro de masas del 1-octen-3-ol obtenido por El (70

eV): A. Patrén certificado del 1-octen-3-ol; B. MS del 1-octen-3-ol presente

en el AE de Lepechinia bullata.

Anexo 4-Tabla 13. Tiempo de retencion e indices de Kovats del 1-octen-3-

ol.

tz (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado  esencial
1-Octen-3-ol 19,47 19,44 979 977 980
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Anexo 4-Figura 14. Espectro de masas del eugenol obtenido por EI (70 eV):

A. Patron certificado del eugenol; B. MS del eugenol presente en los AE de

Minthostachis mollis Aloysia triphylla y Lippia alba.

Anexo 4-Tabla 14. Tiempo de retencion e indices de Kovats del eugenol.

tz (DB-5, 60 m)

I (t° program.)

Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Eugenol 34,46 34,40 1359 1363 1358
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Anexo 4-Figura 15. Espectro de masas del cis-6xido de limoneno obtenido
por EI (70 eV): A. Patrdn certificado del cis-6xido de limoneno; B. MS del cis-

oxido de limoneno presente en los AE de Aloysia triphylla'y Lippia alba.

Anexo 4-Tabla 15. Tiempo de retencion e indices de Kovats del cis-6xido de

limoneno.
tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patron Aceite Literatura Patron Aceite
] certificado  esencial [152] certificado  esencial
cis-Oxido de limoneno 25,95 25,95 1137 1138 1138
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Anexo 4-Figura 16. Espectro de masas del nerol obtenido por El (70 eV): A.
Patrén certificado del nerol; B. MS del nerol presente en los AE de Aloysia

triphylla y Cymbopogon citratus.

Anexo 4-Tabla 16. Tiempo de retencion e indices de Kovats del nerol.

tz (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Nerol 29,69 29,71 1230 1236 1233
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Anexo 4-Figura 17. Espectro de masas del geraniol obtenido por EI (70 eV):
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A. Patron certificado del geraniol; B. MS del geraniol presente en los AE de

Aloysia triphylla y Cymbopogon citratus.

Anexo 4-Tabla 17. Tiempo de retencion e indices de Kovats del geraniol.

tz (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
Geraniol 30,58 30,61 1253 1260 1258
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Anexo 4-Figura 18. Espectro de masas de la 6-metil-5-hepten-2-ona

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

MS de la 6-metil-5-hepten-2-ona presente en los AE de Lippia alba y
Cymbopogon citratus.

Anexo 4-Tabla 18. Tiempo de retencién e indices de Kovats de la 6-metil-5-

hepten-2-ona.

tr (DB-5, 60 m) I (t° program.)
Compuesto Patrén Aceite Literatura Patrén Aceite
certificado  esencial [152] certificado esencial
6-Metil-5-hepten-2-ona 19,71 19,71 986 989 986
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