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Resumen

Se presentan varios resultados obtenidos en investigaciones de aceites esenciales de especies vegetales aromaticas
que crecen en Colombia, se destaca la necesidad de investigar una gran variedad de topicos que permitan brindar el
soporte cientifico para el desarrollo de la agroindustria de aceites esenciales, y se presentan en detalle resultados de
la caracterizacion quimica y la evaluacion de la capacidad antioxidante de 12 aceites esenciales de 7 especies del
género Lippia. La determinacion de la composicion quimica de 12 aceites esenciales de plantas del género Lippia,
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, mostré que los constituyentes mas abundantes y
mas frecuentes son sustancias oxigenadas. La diversidad composicional se manifiesta en la isomeria Optica, en la
existencia de quimiotipos con pocas sustancias en comun, y en los diversos modos de atrapamiento de radicales,
segun lo evidenciaron los resultados de las evaluaciones de capacidad antioxidante por los métodos ORAC y TEAC.
Mientras que el limoneno y el linalol se encontraron en todos los aceites, 19 de los 102 constituyentes identificados
en el conjunto de aceites se hallaron en solo una ocasion. Los aceites esenciales de las especies del género Lippia
estudiados mostraron una capacidad antioxidante mayor que la exhibida por el a-tocoferol o el BHT, que son
utilizados comiinmente como antioxidantes en productos comerciales de consumo humano. Varias especies tuvieron
un rendimiento de extraccion relativamente alto (1,5 - 4,4%), que junto con la alta capacidad antioxidante registrada,
convierte a sus aceites esenciales en buenos candidatos para sustituir a antioxidantes sintéticos.
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Comparative study of chemical composition and antioxidant activity of essential oils of some plants from
genus Lippia (Verbenaceae) grown in Colombia.

Abstract

Various results obtained from research on essential oils of vegetal aromatic species growing in Colombia are
presented. In order to offer good scientific support to the essential oils agro-industry, the need for investigating a
wide variety of topics is emphasized. Results of the chemical characterization and the antioxidant activity evaluation
of 12 essential oils of 7 Lippia species are presented. The determination of the chemical composition of 12 essential
oils of plants from genus Lippia, using gas chromatography coupled to mass spectrometry, showed that the most
abundant and frequent constituents are oxygenated substances. The compositional diversity is manifested in optical
isomers, in the existence of chemotypes with few substances in common, and in the diverse radical trapping modes,
as evidenced by the ORAC and TEAC antioxidant capacity evaluations. While limonene and linalool were found in
all the oils, 19 out of the 102 identified constituents of the set of oils studied were found in only one instance. The
studied genus Lippia essential oils showed an antioxidant capacity higher than that exhibited by a-tocopherol or
BHT, which are commonly used as antioxidants in commercial products for human consumption. Several species
had a relatively high (1,5 — 4,4%) essential oil extraction yield, which together with their high antioxidant capacity
convert these oils into good candidates to replace synthetic antioxidants.
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1. Introduccion

En Colombia, la mayoria de los cultivos industriales, pro-
vienen de especies vegetales introducidas, e.g., café, cafia
de azucar, sorgo, arroz, trigo, palma africana, citricos, entre
otros. A pesar de que los pueblos nativos utilizaban -tanto con
propositos culinarios, como curativos y magico-religiosos-,

una gran variedad de plantas, frutos, raices y tubérculos
endogenos, propios de Sur América, y que los productos de
interés agro-econdmico y alimenticio tan importantes como
papa, tomate, maiz, tabaco, batata, maraindn, entre otros,
fueron “transferidos” al resto del mundo, la gran mayoria
de plantas medicinales y, sobre todo, aromaticas, conocidas
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por el comun de la gente hoy en dia, son exdgenas, i.e., han
sido -a lo largo de mas de quinientos afios-, introducidas
a Colombia. Romero y albahacas, tomillo y mentas, anis
[1], orégano [2], mejorana, ruda [3, 4], provienen del
Mediterraneo; limonaria y citronela [5], jengibre, citricos [6-
8], vetiver, ylang-ylang [9-11], patchouli (pachuli) llegaron
de Asia, geranio, del sur de Africa; pero, hoy en dia, estas son
plantas comunes en Colombia, asilvestradas o cultivadas,
que se utilizan ampliamente con diferentes propositos, tanto
en medicina popular, como en culinaria.

Las plantas aromaticas nativas, sin embargo, han sido
estudiadas menos, aunque merecen mucho mayor atencion,
no s6lo porque algunas son escasas o en peligro de extincion,
sino porque su potencial econémico es alto, tanto como
fuente -poco explorada-, de nuevos compuestos bioactivos,
como también en calidad de materia prima y como cultivos
promisorios para obtener aceites esenciales, extractos u
oleorresinas, con caracteristicas y aplicaciones nuevas
[12-16]. El Programa Nacional para el Desarrollo de la
Biotecnologiay la Agroindustria en Colombia (Colciencias),
CONPES 3582 y 3697, la Cadena de Plantas Aromaticas,
Medicinales, Condimentarias y Afines del Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural, incentivan los estudios
académicos y agro-industriales sobre plantas aromaticas
nativas [12, 17-24], con miras a desarrollar sus cultivos
tecnificados y obtener aceites esenciales. Esto permitiria
crear nuevas fuentes de trabajo en el campo y generaria una
oportunidad agricola viable para la sustitucion de cultivos de
uso ilicito. Teniendo cultivos tecnificados -preferiblemente
organicos-, de plantas aromaticas, que son de rapido creci-
miento, se podria desarrollar una nueva industria para la
obtencion de sub-productos agricolas, e.g., aceites esenciales,
extractos, derivados con un alto valor agregado. Esto no
solamente generaria empleo, sino permitiria reemplazar
muchos ingredientes naturales y sintéticos, que, en Colombia,
actualmente se importan en su totalidad; a la vez, contribuiria
al desarrollo de un sector agricola moderno e innovador.

El desarrollo de la industria de aceites esenciales implica
estudios no solamente a nivel agronémico y sobre la
factibilidad econdmica y de mercados, sino, paralelamente,
una investigacion detallada de la composicion quimica,
propiedades fisico-quimicas (ficha técnica) y biologicas
de los aceites esenciales obtenidos de las plantas culti-
vadas, introducidas o nativas. En el Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies
Vegetales, Aromaticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM,
se han estudiado sistematicamente varias especies vegetales
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aromaticas tanto exogenas [l-11], como nativas, entre
estas, Copaifera officinalis [17], Spilanthes americana
[18], Lepechinia schiediana [19], Lippia alba [20], Xylopia
aromatica [21], Hyptis umbrosa [22], Callistemon speciosus
[23]y Lippa origanoides [24]. En estos estudios, se ha hecho
el énfasis muy especial en la comparacion de métodos de
extraccion de metabolitos secundarios volatiles [3, 11, 17-
21, 25, 26], en el analisis de aceites esenciales y fracciones
volatiles por cromatografia de gases (GC) con diferentes
sistemas de deteccion [4, 7, 18]; asi mismo, en el estudio
de la transformacion catalitica de aceites [1, 8, 17] y en la
investigacion de la actividad bioldgica de extractos y aceites
obtenidos [2, 19, 20, 23, 24, 27, 28].

Las especies vegetales aromaticas de la familia Verbenaceae
figuran dentro de las plantas aromaticas, que se estudian,
de manera sistematica, en el CENIVAM. Las Verbenaceas
incluyen mas de 30 géneros y alrededor de 1200 especies
herbaceas, arbustos o arboles, distribuidas principalmente
en zonas tropicales. Se destacan los géneros Aloysia,
Duranta, Lantana, Lippia, Petrea, Phyla, Verbena, entre
otros. Muchas plantas de esta familia poseen flores vistosas
y de colores alegres.

Dentro de la familia Verbenaceae, el género Lippia llama
mucho la atencién de los investigadores, por la variedad de las
especies que posee, diferentes quimiotipos, y sus diversos usos
en medicina y culinaria [29]. Las propiedades organolépticas
atractivas y actividades biologicas, e.g., antifungicas y anti-
bacterianas, de los aceites esenciales de plantas del género
Lippia, las convierten en buenos candidatos como ingredientes
naturales en productos cosméticos y de aseo personal. Se
observa una gran diversidad composicional en los aceites
esenciales y extractos, obtenidos de Lippias; éstos poseen,
ademads, muy variada actividad biologica [30-38].

1.1. Especies vegetales del género Lippia.

El género Lippia Houst. pertenece a la familia Verbenaceae
Juss., y comprende alrededor de 200 especies, entre hierbas,
arbustos y pequeiios arboles. La palabra Lippia se derivo
del nombre de Auguste Lippi, botdnico italiano nacido en
Paris en 1678 [39]. Las plantas de Lippia spp. se encuentran
distribuidas por toda América del Sur, América Central y
Africa Tropical [40]. La mayoria de las especies de Lippia
son plantas aromaticas, con un olor penetrante; muchas de
ellas, por esta propiedad, se emplean en culinaria y, por sus
propiedades curativas, en medicina popular. En la Figura 1
se presentan diversas plantas aromaticas del género Lippia;
algunas, durante los ultimos 15 afios, han sido objeto de
investigacion del CENIVAM.

El estudio cienciométrico realizado sobre las plantas del
género Lippia muestraque atraen laatencion de investigadores
en distintas paises del mundo. En la base de datos de Scopus
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B. Lippia americana

E. Lippia alba F. Lippia graveolens

Figura 1. A, Planta de orégano de monte (Lippia origanoides, Familia Verbenacea) en florecimiento. Arbusto pequefio, lefioso,
aromatico, de crecimiento relativamente rapido. En Colombia, se han encontrado tres quimiotipos, ricos en timol, carvacrol o en a- y
b- felandrenos. B,. Planta de Lippia americana (Familia Verbenacea). Arbusto poco aromatico, de crecimiento rapido, contiene aceite
esencial, rico en monoterpenos (sabineno, felandrenos, limoneno, terpinenos) y sesquiterpenos (cariofileno, germacrenos). C, Planta
de Lippia micromera (Familia Verbenacea), a menudo, llamada “falso orégano”; pequefio arbusto, muy aromatico, de crecimiento
lento. El aceite esencial contiene sabineno, limoneno, p-cimeno, terpineno, timol y sus éteres. D, Planta de Lippia dulcis (Familia
Verbenacea) en florecimiento, llamada, a menudo, “Lippia mexicana” o “Hierba dulce de Aztecas”; proviene de México y América
Central, aromatica y de rapido crecimiento. Contiene la hernandulcina, un sesquiterpenoide, mil veces mas dulce que la sacarosa,
pero inestable térmicamente. E, Planta de pronto alivio (Lippia alba, Familia Verbenacea) en florecimiento. Pequefio arbusto, muy
aromatico, de rapido crecimiento, posee varios quimiotipos; en Colombia, se han encontrado los quimiotipos, ricos en carvona, citral
y un quimiotipo hibrido (carvona + citral). Otro quimiotipo de Lippia alba, i.e., rico en ocimenonas (tagetenonas), posiblemente,
fue introducido a Colombia, proveniente de Centroamérica o Argentina. F, Planta de orégano mexicano (Lippia graveolens, Familia
Verbenacea) en florecimiento. Arbusto muy aromatico, de rapido crecimiento, su aceite esencial, rico en timol y carvacrol y sus éteres,
posee propiedades antifiingicas y antibacterianas.
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(Elsevier) aparecen 746 registros correspondientes a los
aflos 1980-2012, sobre las especies del género Lippia. La
mayoria de articulos cientificos sobre Lippias han sido
publicados en las siguientes revistas cientificas: Journal
of Ethnopharmacology, Journal of Essential Oil Research,
Revista Brasileira de Plantas Medicinales, Flavour and
Fragrance Journal, Journal of Natural Products, entre otras.
Los estudios sobre Lippias corresponden a diferentes areas de
conocimiento, pero, fundamentalmente, se desarrollan en los
campos de Agricultura y Ciencias Biologicas, Farmacologia,
Toxicologia y Ciencias Farmacéuticas, Quimica, Medicina,
Bioquimica, Genética y Biologia Molecular. En la Figura
2 se observa la tendencia muy marcada en el crecimiento
del nimero de estudios sobre las especies Lippia spp., sus
metabolitos secundarios y la actividad bioldgica: en los
ultimos 10 afios, este aumento es mas notorio.

Brasil, Argentina, México, EE.UU. y Surafrica figuran entre
los paises donde se ha realizado el mayor numero de estudios
(publicados) sobre las plantas del género Lippia (Figura 3).
Entre los paises latinoamericanos, Colombia ocupa el puesto
cuarto, con 31 articulos, después de Brasil (245), Argentina
(72) y México (56) (Figura 4).

Los aceites esenciales, aislados de las especies del género
Lippia, se destacan no solamente por la variedad quimica de
sus componentes, sino por su diversa actividad biologica.
Aceites esenciales y extractos, obtenidos de Lippias, poseen
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, antifingicas,
antivirales y antioxidantes; la ultima actividad, quizas, es de
las mas estudiadas. En la Tabla 1 aparece la informacion
del nimero de publicaciones sobre distintas actividades
biologicas de algunas plantas de Lippia spp. mas estudiadas.
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En la Tabla 2 se resume la informacion sobre la composicion
quimica (componentes principales) y la actividad biologica
mas estudiada de cinco especies vegetales del género Lippia,
algunas de las cuales han sido también el objeto de nuestro
continuo estudio.

1.2. Analisis de los aceites esenciales

El analisis de los aceites esenciales comprende el estudio de
tres aspectos: 1. Andlisis sensorial, realizado por “narices”
o panel de expertos entrenados en evaluar las caracteristicas
organolépticas del producto, apreciar su bugué, sus notas
odoriferas placenteras u off-flavour. 2. Propiedades fisico-
quimicas, que son pruebas estandarizadas [15], que miden
caracteristicas fisicas del aceite, e.g., su densidad, contenido
de humedad, indice de refraccion, puntos de ignicion y
congelacion, etc. y 3. Composicion quimica, que se determina
por cromatografia de gases (GC) con sistemas de deteccion
de ionizacion en llama, GC-FID (FID, Flame lonization
Detector, por sus siglas en inglés) y espectrometria de masas
GC-MS (MS, Mass Spectrometry, por sus siglas en inglés).
El analisis GC-FID se emplea para hacer la cuantificacion de
los componentes presentes en el aceite y el analisis GC-MS,
para su identificacion.

El analisis cromatografico de los aceites esenciales, que
pueden contener mas de 200 componentes, entre ellos, muchos
isomeros, se realiza en columnas capilares largas, de 50 o 60
m, con fases estacionarias apolar [poli (dimetilsiloxano) o
5%-fenil-poli(dimetilsiloxano)] y polar [poli(etilenglicol),
Carbowax)]; se calculan los indices de retencion lineales
(LRI) en ambas columnas y se obtienen los espectros de
masas por impacto de electrones (EI) con energia de 70 eV.
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Figura 2. Numero de publicaciones cientificas, por afno, sobre las especies del género Lippia. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha
de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Lippia” OR “Lippia sp”) AND DOCTYPE (ar) AND

PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).
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Figura 3. Numero de publicaciones cientificas, por pais, sobre las especies del género Lippia. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha
de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Lippia” OR “Lippia sp””) AND DOCTYPE (ar) AND
PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).

El Salvador
Uruguay
Peru
Panama
Bolivia
Chile
Costa Rica
Venezuela
Cuba
Guatemala
Colombia
México 56
Argentina 12
Brasil 24pb

Paises latinoamericanos
|
I I I I I PPt =]

o

50 100 150 200 250 300

Numero de registros

Figura 4. Numero de publicaciones cientificas, realizadas en los paises latinoamericanos, sobre las especies del género Lippia. Periodo de
observacion: 1980-2012. Fecha de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Lippia” OR “Lippia
sp”) AND DOCTYPE (ar) AND PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).
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Para la identificacion de componentes en los aceites esen-
ciales se utilizan sus tiempos e indices de retencion y
espectros de masas, se emplean bases de datos de espectros
de masas (Adams, Wiley y NIST) y, para la identificacion
confirmatoria y la cuantificacion, se requiere el uso de
sustancias-patron [41-49].
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La composicion quimica detallada de los aceites esenciales
es muy importante para su evaluacion sensorial, correlacion
con propiedades bioldgicas, deteccion de adulteraciones y
determinacion de origen, analisis de trazas, establecimiento
del precio del producto y su aceptacion en el mercado, entre
otros aspectos. Por ejemplo, se han registrado —a través

Tabla 1. Numero de publicaciones cientificas relacionadas con el estudio de la actividad bioldgica de algunas plantas mas estudiadas del
género Lippia. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY
(“Lippia” OR “Lippia sp””) AND DOCTYPE (ar) AND PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).

Actividad Lippia  Lippia Lippia Lippia Lippia Lippia Lippia Lippia  Lippia Lippia Lippia Lippia
biolégica alba  sidoides multiflora graveolens javanica turbinata citriodora nodiflora gracilis origanoides beriandieri chevalicri
Antiinflamatoria 4 3 3 - 2 - 2 3 3

Antiviral 6 - - - - - - - - 1 -

Antioxidante 9 3 5 6 4 2 7 6 - - 2
Antimicrobiana 10 10 5 12 8 4 3 3 3 2 2 3
Antiftingica 10 7 - 11 4 2 1 2 - - 2

Antibacteriana 11 3 6 7 3 5 2 2 - -

Antimalarica - - 6 - 3 - - = = - -

Tabla 2. Estudio de la composicién quimica y actividad biologica de las plantas de L. sidoides, L. origanoides, L.graveolens, L.citriodora
vy L.alba. Periodo de observacion: 1980-2012. Fecha de consulta: 27 de septiembre de 2012. Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY

(“Lippia” OR “Lippia sp””) AND DOCTYPE (ar) AND PUBYEAR > 1979. Base de datos: Scopus (Elsevier).

Especie vegetal

Ne° total
de registros
(1980-2012)

N° de registros

Paises con mayor
N° de publicaciones

Actividad biolégica
estudiada

Componentes mayoritarios del aceite esencial

Lippia sidoides

Lippia origanoides

Lippia graveolens

Lippia citriodora

Lippia alba

94

83

22

46

47

163

Brasil (79)

Italia (2)

Corea del Sur (2)
EE.UU. (2)

Colombia (13)
Venezuela (6)
Brasil (3)
EE.UU. (1)

Meéxico (30)
Brasil (7)
EE.UU. (5)
Guatemala (4)

Espana (11)
Italia (5)
Francia (4)
Iran (4)

Brasil (100)
Colombia (19)
India (14)
Argentina (6)

Antimicrobiana (10)
Antifungica (10)
Antibacteriana (7)
Insecticida (3)
Antioxidante (3)

Citotdxica (3)
Antimicrobiana (2)
Antifungica (2)
Antigenotoxica (1)
Antioxidante (2)

Antimicrobiana (12)
Antifungica (11)
Antibacteriana (6)
Antioxidante (6)
Antiprotozoica (2)

Antioxidante (7)
Antibacteriana (5)
Antimicrobiana (3)
Antiinflamatoria (2)
Antifungica (1)

Antibacteriana (11)
Antiftingica (10)
Citotoxica (10)
Antimicrobiana (10)
Antioxidante (9)

Felandrenos, p-cimeno, terpinenos, carvacrol,
timol, -cariofileno

1,8-Cineol, timol, carvacrol, ésteres y éteres
de timilo y carvacrilo, terpinenos, p-cimeno,
felandrenos, B-cariofileno

1,8-Cineol, felandrenos, p-cimeno, terpinenos,
carvacrol, timol y sus éteres y ésteres,
B-cariofileno

Limoneno, 1,8-cineol, geranial, neral, geraniol,
nerol y sus acetatos, isomeros de fotocitral,
carvacrol, a-curcumeno

Dependen del quimiotipo:

Limoneno, p-cimeno, carvona, piperitona,
piperitenona, geranial, neral, geraniol, nerol,
linalool, B-cariofileno y su 6xido, germacreno D.
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de la composicion quimica de sus aceites esenciales-,
varios quimiotipos de pronto alivio (Lippia alba); en
la Figura 5 aparece su distribucion geografica [50]. En
Colombia, prevalecen quimiotipos “Carvona” y “Citral”;
similarmente, en Brasil.

Para las plantas del orégano de monte (Lippia origanoides),
con base en el analisis cromatografico detallado de sus aceites
esenciales, se encontraron tres quimiotipos, llamados asi
por sus componentes mayoritarios: “Timol”, “Carvacrol” y
“Felandreno”. E1 Analisis de Componentes Principales (PCA),
junto con la informacién detallada de la composicion del
aceite, constituyen una herramienta base para la clasificacion
de quimiotipos [51]. Mientras que los aceites esenciales de
los quimiotipos de Lippia origanoides “Timol” y “Carvacrol”
presentan una alta actividad antioxidante [24], el aceite
esencial aislado del quimiotipo “Felandreno”, no exhibe

Lippia alba: Quimiotipos

() Estragol € B-Mirceno Citral, linalool,

B-cariofileno
@ Tagetenona () y-Terpineno

@ Limoneno, carvona @ Alcanfor, 1,8-cineol

Figura 5. Distribucion geografica de quimiotipos de la especie
vegetal Lippia alba. La asignacion de quimiotipos esta dada por
el componente o componentes mayoritarios en el aceite esencial,
segun [50].
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propiedades antioxidantes (atrapamiento de radicales libres).
Para los extractos hidro-alcohdlicos u obtenidos con fluido
supercritico (SFE-CO,), se presenta un cuadro totalmente
diferente. El extracto de Lippia origanoides, quimiotipo
“Felandreno”, rico en flavonoides, particularmente, en pino-
cembrina, posee una alta actividad antioxidante, mientras
para los extractos obtenidos de otros quimiotipos, esta
actividad fue muy baja [52]. Es curioso anotar, que las plantas
(flores, en particular) de Lippia origanoides, quimiotipo
“Felandreno”, se marchitan mucho mas lento, que las de
los otros dos quimiotipos, “Timol” y “Carvacrol”. Ello se
explica, posiblemente, por el contenido alto de flavonoides en
las plantas del quimiotipo “Felandreno”.

2. Materiales y métodos
2.1 Material vegetal

El material vegetal provino de colectas botanicas realizadas en
diferentes localidades colombianas, bajo el permiso otorgado
por el Ministerio de Ambiente (Resolucion 0041 del 11 de enero
de 2008) para el estudio con fines de investigacion cientifica
en diversidad bioldgica, con acceso a productos derivados con
fines de investigacion y bioprospeccion. La Tabla 3 presenta
los resultados de la caracterizacion taxonomica realizada en
el Instituto de Ciencias Naturales, el nimero con el que se
registro la copia del material vegetal depositada en el Herba-
rio Nacional Colombiano, las localidades y departamentos
en donde se hizo la colecta y el rendimiento obtenido en la
extraccion del aceite esencial (AE).

2.2 Materiales y reactivos

Acetato de geranilo, alcanfor, allo-aromadendreno, B-bour-
boneno, borneol, canfeno, trans-B-cariofileno, carvacrol,
carvona, p-cimeno, 1,8-cineol, a-copaeno, cis-dihidrocarvo-
na, trans-dihidrocarvona, citronelal, 3-elemeno, espatunelol,
eugenol, a-felandreno, B-felandreno, geranial, geraniol,
germacreno D, a-humuleno, limoneno, linalol, 6-metil-5-
hepten-2-ona, B-mirceno, neral, nerol, 1-octen-3-ol, 6xido
de cariofileno, cis-6xido de limoneno, a-pineno, B-pineno,
piperitenona, piperitona, sabineno, o-terpineno y-terpineno,
terpinoleno, timol, trans-nerolidol, y trans-6xido de lim-
oneno, se obtuvieron con pureza de 98% o mayor, de
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Tetradecano, patron
para cromatografia, se obtuvo de Merck (Darmstadt,
Alemania). Fluoresceina, acido 2,2’-azinobis-(3-etil-
ben-zotiazolina-acido sulfénico) (ABTS), clorhidrato de
2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), Trolox® (acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), persulfa-
to de potasio, a-tocoferol, y 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metil-
fenol (BHT), se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alema-
nia). Metanol y etanol grado analitico fueron suministrados
por Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburgh, PA, EE.UU.). Se
utiliz6 agua tipo I obtenida en un equipo Millipore (Millipore
S. A., Molsheim, Francia).
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Tabla 3. Nimero de registro (Herbario Nacional Colombiano) y rendimiento de extraccion del AE de plantas del género Lippia sp.,

recolectadas en diferentes regiones de Colombia.
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Especie Localidad Departamento Numero de registro Rendimiento, % p/p
L. alba (carvona) Venadillo Tolima 520287 0,8
L. alba (citral) Turbaco Bolivar 516929 0,9
L. alba (carvona + citral) Saravena Arauca 512084 0,4
L. alba (mircenona) Bucaramanga Santander 560257 0,2
L. origanoides (timol) Pedregal Narifio 520285 3,1
L. origanoides (carvacrol) Piedecuesta Santander 516290 4,4
L. origanoides (felandreno) Los Santos Santander 516294 1,5
L. citriodora Sucre Santander 555845 0,1
L. micromera Manaure Cesar 516924 1,0
L. americana Los Santos Santander 516287 0,5
L. graveolens Bucaramanga Santander 555839 1,2
L. dulcis Bucaramanga Santander 512079 0,2

2.3 Procedimiento de extraccion

La hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas
empled un horno microondas doméstico (LG, 800 W, 2,4
GHz) provisto de un orificio lateral a través del cual se
acoplé un condensador externo de vidrio con un balén de
fondo redondo de 2 L, que contenia el material vegetal (100
— 300 g) y agua (300-500 mL), dentro del horno. EI horno
se operd por 3 sesiones consecutivas de 8 minutos con 30
s de descanso, lo que ocasiond la generacion del vapor de
agua, que junto con el aceite esencial liberado, se mantuvo
en reflujo gracias al condensador. La insercion de una
trampa Dean-Stark entre el condensador y el balon permitid
la separacion por densidad, del aceite esencial y el agua
condensados.

2.4 Andlisis cromatografico

Los aceites esenciales de cada especie se analizaron en un
cromatografo Agilent Technologies 6890 Plus (Palo Alto,
CA, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas
Agilent Technologies MSD 5973 y equipado con un puerto
de inyeccion split/splitless (250°C, relacion split 1:30) y
un inyector automatico Agilent 7863. La separacion de los
componentes del aceite esencial se realizé en una columna
capilar de silice fundida DB-SMS (J&W Scientific, Folsom,
CA, EE.UU.), de 60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 pm, d, con
fase estacionaria de 5%-fenil-poli(metilsiloxano), y otra
de silice fundida DB-WAX (J&W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.), con fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada
de poli(etilenglicol) de 60 m x 0.25 mm, d.i. x 0.25 um, d..
El gas de arrastre utilizado fue helio (He, 99.9995%, Linde
Colombia, S.A.), con flujo constante de 1 mL min'. La
programacion de temperatura del horno fue 45 °C (5 min)
a 4 °C min! hasta 150 °C (2 min) a 5 °C min"! hasta 250 °C
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(5 min) y, finalmente, a 10 °C min hasta 275 °C (15 min).
Los componentes de los aceites esenciales se identificaron
por comparacion de sus espectros de masas, obtenidos por
GC-MS, e indices de retencion (polar y apolar, calculados
con base en la serie homologa de n-alcanos C,-C,, (Sigma-
Aldrich, St Louis, MI, EE.UU.), con los de bases de datos
(Adams 2007, Wiley 138K, NIST 2002) y de patrones
certificados, obtenidos bajo idénticas condiciones.

El analisis cuantitativo se efectu6 utilizando un cromatégrafo
Agilent Technologies 78904 (HP, Palo Alto, California,
EE.UU.), equipado con un detector de ionizacién en llama
(FID), con puerto de inyeccion split/splitless (250°C, relacion
split 1:30), y sistema de inyeccion automatico Agilent 7683
B. La separacion de los componentes del aceite esencial se
realiz6 en una columna con fase estacionaria apolar DB-5MS
(J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25
mm, D.I. x 0.25 pm, df’ con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano). El gas de arrastre utilizado fue helio
(He, 99.9995%, Linde Colombia, S.A.), con flujo constante
de 1 mL min'. La programacion de temperatura del horno
fue 45 °C (5 min) a 4 °C min" hasta 150 °C (2 min) a 5 °C
min' hasta 250 °C (5 min) y, finalmente, a 10 °C min hasta
275 °C (15 min).

2.5 Capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante de los
AE y las sustancias de referencia se efectudé en un lector
de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ II
Microplate Multimode Reader (Sunnyvale, CA, EE. UU.),
con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos y equipado con
modulos de absorbancia (UV-Vis) y fluorescencia. El llenado
de las microplacas se realizé con una Transferpette® -8/-12
Electronic (Brand, Alemania). Las mediciones se realizaron
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siguiendo dos metodologias, i.e., la capacidad antioxidante
total equivalente al Trolox® (TEAC) y la capacidad de
absorcion de los radicales de oxigeno (ORAC). Todas las
mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como la media + desviacion estandar.

2.5.1 Método TEAC

Para evaluar la actividad antioxidante de los AE y patrones segun
la metodologia TEAC se sigui6 el procedimiento reportado por
Re et. al. [53] con algunas modificaciones realizadas por Arias
[54]. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 750 nm.

Se prepar6 una solucion del cation-radical ABTS*, a partir
de las soluciones de ABTS (7 mM) y persulfato de potasio
(2.45 mM). La mezcla se homogeneizd en ultrasonidos por
30 min y se guardo por 24 h a 4°C, en ausencia de luz. A partir
de esta solucion, diariamente, se prepararon soluciones de
trabajo con absorbancias 0.710 + 0.003. Las muestras de AE
y las sustancias de referencia, se diluyeron en etanol hasta
que su adicion a cierto volumen de la solucion de trabajo de
ABTS", resultara en una inhibicion entre el 10 y 80% del
blanco de absorbancia. La respuesta-concentracion de las
sustancias de referencia y AE, se calculé como porcentaje de
la absorbancia del cation-radical ABTS* sin inhibir (blanco
de reaccion), de acuerdo con la ecuacion (1):

Inhibicion de Ay.750 (%) =13alx100 (1)
Donde:

Af: Absorbancia medida 30 min después de la adicion del
posible antioxidante.

Ao: Absorbancia del blanco de reaccion (cation-radical sin
inhibir).
Todoslosensayosserealizaronportriplicadoyseestablecieron

los valores de capacidad antioxidante equivalente al Trolox®
(umol Trolox®/g antioxidante evaluado).

2.5.2 Método ORAC

Esta metodologia se implementd con base en el procedi-
miento reportado por Huang et al. [55] y las modificaciones
de Arias [54], empleando el mddulo de fluorescencia con
filtros para longitudes de onda de 490 nm (excitacion) y 510-
570 nm (emision).

Se utilizé una solucion madre de fluoresceina (FL, 0,0838mM)
en buffer fostato 75 mM (pH 7,4) como indicador molecular.
A partir de esta se prepard, diariamente, una solucion de
trabajo de FL. Los radicales peroxilo se generaron a partir
del AAPH (153 mM). Una vez preparadas las soluciones
se almacenaron en ausencia de luz a 4°C. Posteriormente,
se realiz6 la incubacion de la muestra y la solucion de FL
a 37 °C por 20 minutos. Una vez finalizado el tiempo de
incubacion se adiciond la solucion de AAPH con una pipeta
multicanal Transferpette® en un tiempo maximo de 1 minuto.

Composicion y actividad antioxidante de aceites de lippia

La capacidad antirradicalaria de las muestras fue determinada
con base en mediciones frecuentes de la disminucion de la
fluorescencia. Una vez finalizado el experimento, los datos
de fluorescencia, en funcion del tiempo, se normalizaron con
respecto al blanco de reaccion (Fluorescencia inicial , '/
Fluorescencia inicial ,, ). Luego se calculd el area bajo la

curva (ABC), aplicando la ecuacion (2):
ABC =1 + YFi/Fo 2)
Donde:
Fi : Fluorescencia en el tiempo i
Fo: Fluorescencia inicial (0 minutos)

El valor neto de ABC se obtuvo restando el ABC del
blanco de reaccion del ABC de cada una de las muestras
analizadas. El Trolox® se utilizdo como estandar de control
en las mediciones. Los valores netos de ABC calculados se
extrapolaron en una curva de calibracion realizada con este
estandar, y los resultados se expresaron en pmol Trolox®/g
antioxidante evaluado).

3. Resultados y discusion

3.1 Analisis composicional comparativo de los aceites esen-
ciales de siete especies del género Lippia y sus quimiotipos

Los aceites esenciales se obtuvieron con rendimientos entre
0,2y 4,4% (Tabla 3). Se destacan los rendimientos obtenidos
con los quimiotipos de la especie L. origanoides (1,5, 3,1y
4,4%), ya que el valor que se obtiene con muchas especies
esta alrededor de 0,5%. Estos valores altos favorecen la
viabilidad econdémica de un posible aprovechamiento a
escala industrial.

El analisis por cromatografia de gases acoplada a espec-
trometria de masas permitié la identificacion de 102
sustancias diferentes en los 12 aceites esenciales de las
especies vegetales bajo estudio (Tabla 4). Los componentes
identificados representaron entre el 83,9% (L. americana)
y el 99,1% (L. micromera) del area cromatografica total.
Los compuestos oxigenados fueron los mas abundantes y
constituyeron la familia de compuestos predominante en 9
de los 12 aceites esenciales. Los monoterpenos oxigenados
representaron entre el 49,7 y el 71,6% de la composicion de
los aceites de L. citriodora y de los 4 quimiotipos de L. alba.
Similarmente, compuestos oxigenados (fenilpropanoides)
constituyeron entre el 47,7 y el 78,1% de la composicion de
los aceites de L. micromera, L. graveolens y los quimiotipos
de L. origanoides ricos en timol y en carvacrol (Tabla 4).
Los hidrocarburos sesquiterpénicos sumaron cantidades
relativas de 52,3 y 54% en los aceites de L. americana y
L. dulcis, respectivamente. Finalmente, los hidrocarburos
monoterpénicos fueron la familia dominante (45,7%) en
la composicion del aceite esencial del quimiotipo de L.
origanoides rico en felandreno.
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Tabla 4. Composicion quimica de los aceites esenciales del género Lippia.

I Cantidad relativa, % ¢
- E £
% x ¢ E£E & 5§ T § £ §F § § § s
Compuesto Tipo® % %‘J 5 'z § E % é “é :§ § .% S §
2 2 § S ¢ & 5 077 O o%orbos
s 4 s 53 s & & ° o4 4 H
~ ~ S S
~ ~
a-Tujeno®f MH 925 1026 - - - - 1,0 1,5 0,7 - 28 08 0,4 -
a-Pinenocfe MH 933 1022 - 0,2 0,1 - 0,5 0,4 2,3 0,7 1,0 - 0,1 -
Canfeno©fe MH 946 1054 0,1 - 0,3 - 0,1 0,1 2,6 - 02 0,1 - -
Sabineno© e MH 969 1122 - - - - 0,1 0,1 0,5 9 06 74 - -
1-Octen-3-olfe CO 974 1350 - - 0,1 - 0,3 0,2 0,9 1,1 - - 0,2 -
B-Pineno©f¢ MH 982 1108 - - - - - - - - 03 05 - -
6-Metil-5-hepten-2-ona* ‘¢ CcO 986 1241 - 52 1,9 - - - - 1,5 - - - 4,9
B-Mirceno©fe MH 988 1165 0,8 0,1 0,7 11,0 28 2,5 1,5 03 3,1 0,6 1,9 -
6-Metil-5-hepten-2-ol ¢f CO 992 1365 - 0,2 - - - - - 02 - - - -
o-Felandreno ¢ MH 1006 1164 - 0,1 0,5 - 0,9 0,3 9,9 - 0,5 0,6 0,1 -
8-3-Careno®f MH 1013 1149 - - - - 0,2 0,2 - - 03 03 0,1 -
a-Terpineno©’e MH 1022 1181 - - - - 1,6 2,7 0,6 - 4,0 - 0,9 -
p-Cimeno©fe MH 1029 1250 0,1 0,1 - - 1- 12,0 11,2 - 13,1 1,2 48 -
Limoneno©f¢ MH 1034 1200 302 32 224 09 1.2 0,4 72 10,7 1,1 1,7 0,2 0,3
B-Felandreno© e MH 1036 1210 - 0,1 - - 1,0 0,8 6,5 - 50 26 - -
1,8-Cineol ¢f¢ MO 1040 1225 - - - - - - - 5,0 - - - -
trans-B-Ocimeno ** MH 1048 1253 03 03 05 03 02 0,4 0,6 18 02 05 0,1 -
3-Metil-2-ciclohexen-1-ona®f CcO 1058 1610 - - - - - - - - - - - 3,0
y-Terpineno °fe MH 1065 1250 - - - - 5,0 9,5 1,5 - 125 26 3,6 -
cis-Hidrato de sabineno®’ MO 1075 1450 - - - - 0,4 0,4 0,2 0,8 - 0,3 - -
Terpinoleno & MH 1090 1286 - - 0,1 - 0,1 0,1 0,6 - 02 0.2 - -
p-Cimeneno®’ MH 1094 1338 - - - 0,4 - - - - - - - -
Linalol e MO 1101 1553 03 20 06 31 07 0,3 0,9 0,7 02 02 1,1 2,5
trans-Hidrato de sabineno®f MO 1106 1160 - - - - 0,1 0,1 0,3 - - - - -
trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol°* MO 1127 1580 0,4 - 0,1 - 0,1 - 0,4 04 - - - -
cis-Oxido de limoneno© e MO 1138 1350 0,1 - 0,1 - - - - 0,4 - - - -
trans-Oxido de limoneno® ‘¢ MO 1143 1352 - - - - - - - 0,5 - - - -
Mircenona®f MO 1145 1479 - - - 63,1 - - - - - - - N
Citronelal °f# MO 1154 1381 - 0,7 0,3 - - - - - - - - -
Alcanfore'e MO 1157 1496 - 0,2 - - - - 0,1 - - - - -
cis-Crisantenol ®f MO 1163 1449 - 0,6 0,1 - - - - - - - - -
Epoxido de rosafurano®’ MO 1172 1509 - 1,0 0,1 - - - - - - - - -
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Borneol ¢f¢ MO 1182 1709 0,3 0,8 0,6 - - 0,1 3,1 - 0,8 0,1 - -
Umbelulona©’ MO 1188 1652 - - - - - - - - 0,8 - - -
Terpinen-4-olf MO 1189 1577 - - - - 0,7 1,1 1,3 - 0,4 0,3 0,6 -
a-Terpineol ¢* MO 1203 1705 - - - 0,1 - 1,1 1,7 0,1 - -
cis-Dihidrocarvona© ‘e MO 1204 1517 0,3 - 0,4 - - - - Lo - = = -
trans-Dihidrocarvona©fe MO 1212 1537 0,5 - 0,3 - - - - - - - - -
Citronelol ¢ MO 1225 1570 - - - - - - - - - - - 0,6
cis-Ocimenona®f MO 1230 1568 - - - 4.8 - - - - - - - -
Nerol e MO 1230 1708 - 30 07 - - - - 2,0 - - - -
Metil timil étere’ CcO 1232 1599 - - - - 1,9 1,0 - - 14,9 - 0,6 -
trans-Ocimenona®’ MO 1238 1578 - - - 0,6 - - - = = - - -
Neral ¢e MO 1247 1589 - 21,0 10,4 - - - - 15,6 - - - 0,5
Carvona® & MO 1253 1732 50,3 - 25,3 - - - - - - 0,7 - 1,2
Geraniol ¢¢ MO 1254 1755 - 6,0 - - - - - 2,7 - - 0,3 -
Piperitona© ¢ MO 1264 1641 3,1 0,1 1,1 - - - - - - - - -
Geranial°f® MO 1277 1741 - 27,0 10,4 - - - - 18,9 0,5 - - 0,8
Timol¢fe CcO 1290 2193 - - 0,1 - 54,5 9,9 0,5 - 29,1 - 64,6 -
Carvacrol ¢'¢ co 1304 2172 - - - - 1,7 46,2 - - 1,0 0,2 12,2 -
3-Elemeno©f SH 1345 1481 - - - - - - - - - 0,7 - 0,8
Piperitenonac’® MO 1350 1842 6,1 - 2,2 - - - - - - - - -
Acetato de timilo®f CcO 1350 1858 - - - - 4,8 0,1 - - 2,7 - - -
Eugenol f¢ CcO 1358 2080 - 03 0,2 - 0,1 0,3 0,6 0,3 - - 0,5 -
Acetato de geranilo®® CcO 1379 1662 - 0,6 04 - - - - 1,3 - - - -
a-Copaeno®fe SH 1387 1450 - - 0,1 - 0,1 - 0,9 0,5 - 0,8 - 8,3
B-Cubebeno®f SH 1394 1466 - - - - - - 0,1 - - 2,2 - -
B-Bourboneno ¢ ¢ SH 1396 1517 1,0 - - - - - 0,2 0,8 - 1,3 - 1,2
B-Elemeno® ‘& SH 1398 1496 - 0,8 1,7 1,3 - - 0,3 - - - - -
trans-B-Cariofileno ¢ SH 1420 1597 - 54 24 - 2,4 2,0 11,3 2,3 1,9 12,2 2,9 9,9
trans-B-Fareseno ®f SH 1442 1668 - - - 0,8 - - - - - - - 2,9
B-Gurjuneno®f SH 1444 1447 0,1 - 0,2 - - - 1,0 - - - - -
B-Copaeno®’ SH 1446 1607 - - - - - - - - - 0,6 - -
a-Guaieno®’ SH 1448 1498 - 14 13 - - - - - - - - -
Sesquisabinenof SH 1459 1647 = = = o o - - - - - - 2,7
allo-Aromadendreno©® SH 1460 1700 - - - - - - - - - - 0,1 2,1
y-Muuroleno©f SH 1464 1709 - - - - - - - - - 0,5 - 1,2
a-Humuleno©'¢ SH 1452 1674 - 1,6 0,5 - 1,5 1,5 6,0 - 0,2 2,6 1,5 0,7
v-Gurjuneno ¢f SH 1476 2210 0,1 0,1 03 - 0,1 0,1 1,0 0,5 - 1,2 - -
y-Muuroleno®f SH 1486 1697 - - 0,1 - 0,2 0,1 1,3 - 0,2 - - -
ar-Curcumeno ®* SH 1488 1775 - - - - - - 0,2 3,9 - - - -
trans-Muurola-4(15), 5-dieno°*  SH 1493 1609 - - - - - - - - - - - 43
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Biciclosesquifelandreno ©f SH 1494 1624 3,5 1,5 8,0 - - - - - - - - -
Germacreno Def¢ SH 1495 1719 - - 0,1 4,5 0,1 0,1 0,7 4 04 163 0,3 -
a-Zingibereno®f SH 1501 1719 - - - - - - 0,3 0,3 - - - -
Isobutanoato de geranilo®’ cO 1508 1633 - 0,6 - - - - - - - - - -
a-Muuroleno ¢’ SH 1508 1736 - - - - - - 0,7 - 0,2 - - -
B-Selineno®f SH 1509 1744 - - - - - - 1,2 - - 1,7 - -
Biciclogermacreno* SH 1510 1750 0,2 - 0,7 - 0,1 0,1 - 1,3 - 5,6 - 8,0
a-Bulneseno©’ SH 1515 1627 - 0,8 0,8 - - - - - - - - -
B-Bisaboleno®f SH 1515 1745 - - - - 0,6 - - - - - 0,1 3,0
v-Cadineno®f SH 1526 1789 - 0,3 - - 0,1 - 0,8 - - 0,5 - -
Cubebol ¢f SO 1529 1855 0,3 02 04 - - - - 1,0 - - - -
d-Cadineno®f SH 1530 1783 - - - - 0,1 - 1,6 - - 1,5 0,4 8,9
trans-Calameneno ©* SH 1534 1844 - - - - - - 1,1 - 0,3 - - -
cis-Calameneno *f SH 1536 1845 - - - - - - 0,4 - - 0,4 - -
trans-Cadino-1,4-dieno®’ SH 1547 1783 - - - - - - - - - 0,6 - -
a-Cadineno ! SH 1551 1799 - - - - - - - - - 0,6 - -
trans-Nerolidol °f¢ SO 1566 1946 - 0,1 - - - - 0,2 1,7 - - - 2,1
Germacreno B¢f SH 1581 1840 - - - - - - - - - 3,0 - -
Germacren-4-ol¢f SO 1593 2123 - 0,1 0,2 - - - - - - 2.8 - -
Espatunelol ° SO 1595 2043 - - 0,1 - - - - 4,7 - - - 45
Oxido de cariofileno® SO 1584 2005 - 22 04 - 0,4 - 2,2 50 05 2,0 0,1 3.4
cis-Bisabolol ¢f SO 1617 1626 - 1,0 - - - - - - - - - -
Epoxido de humuleno 11¢f SO 1629 1964 - 0,5 - - - - - - - - 0,1 -
Cubenol ¢f SO 1636 2057 - - - - - - 0,2 0,4 - 3,6 - -
y-Eudesmol ¢f SO 1647 2184 - - - - - - 0,6 - - - - -
trans-Asarona®’ SO 1648 2314 - 1,0 - - - - - - - - - -
a-Muurolol ¢f SO 1658 1660 - - - - - - 0,3 - - 0.4 - -
a-Cadinol*f SO 1672 2219 - - - - - - 0,3 - - 1,9 - -
a-Eudesmol ¢f SO 1674 2116 - - - - = = 1.4 - - - - -
a-Bisabolol ¢f SO 1690 2229 - - - - - - - - - - - 9.1
Hidrocarburos monoterpénicos (MH) 31.5 41 246 126 14,7 31,0 45,7 154 449 19,1 12,2 0,3
Monoterpenos oxigenados (MO) 614 624 527 171.6 2,1 2,0 74 49,7 2,8 1,6 2,0 5,6
Compuestos oxigenados (CO) - 6.9 2.7 0.0 633 57,7 2,0 44 4777 0,2 78,1 7,9
Hidrocarburos sesquiterpénicos (SH) 49 119 162 6.6 5,3 3,9 29,1 11,0 32 523 53 54,0
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0.3 5.1 1.1 - 0,4 - 52 12,8 0,5 10,7 0,2 19,1

a Tipo de compuesto: hidrocarburo monoterpénico (MH), monoterpeno oxigenado (MO), compuesto oxigenados (CO), hidrocarburo sesquiterpénico (SH),
sesquiterpeno oxigenado (SO)

b Indices de retencion lineales determinados experimentalmente en columna DB-5MS (60 m)

¢ Indices de retencion lineales determinados experimentalmente en columna DB-WAX (60 m)

d Promedio de tres extracciones (RSD 0,5-10%)

e Identificacion tentativa basada en los indices de retencion lineales

f Identificacion tentativa basada en los espectros de masas (EI, 70eV)

¢ Identificacion basada en el uso de sustancias de referencia
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Al examinar las abundancias de compuestos individuales,
se encontr6 que en 9 de los 12 aceites el constituyente
mayoritario fue un compuesto oxigenado. El germacreno
D (16,3%, L. americana) y el trans-B-cariofileno (9,9%,
L. dulcis; 11,3%, L. origanoides (felandreno)) fueron los
constituyentes mayoritarios no-oxigenados. En 4 de los 12
aceites el componente mayoritario tuvo una abundancia
superior al 50% (carvona, 50,3%, L. alba; timol, 54,5%,
L. origanoides; mircenona, 63,1%, L. alba; timol, 64,6%,
L. graveolens). La mircenona se destaca porque solamente
fue hallada en 1 aceite y en este fue el constituyente mas
abundante. El timol fue el compuesto encontrado como
mayoritario con mayor frecuencia (L. micromera, 29,1%, L.
origanoides (timol) 54,5% y L. graveolens 64,6%).

El limoneno y el linalol, en cantidades relativas de 0,2 a 30,2
y 0,2 a 3,1%, respectivamente, fueron las inicas sustancias
comunes a todos los 12 aceites. Les siguieron en frecuencia
de aparicion, el B-mirceno (0,1 — 11%) y el trans-B-ocimeno
(0,1 — 1,8%), los cuales se detectaron en todos los aceites, a
excepcion del AE de L. dulcis. Los 4 quimiotipos de L. alba
tuvieron solamente 4 sustancias en comun (limoneno, linalol,
B-mirceno y trans-B-ocimeno), presentes en cantidades
relativas diferentes. Por otra parte, los 3 quimiotipos de L.
origanoides tuvieron 25 sustancias en comun, aunque las
familias de compuestos predominantes fueron diferentes;
CO para los quimiotipos ricos en timol y carvacrol y SH para
el quimiotipo rico en felandrenos.

El analisis de componentes principales, basado en el
coeficiente de correlacion, aplicado a las composiciones
presentadas en la Tabla 4, permitido representar de una
manera compacta las similitudes y diferencias compo-
sicionales entre los 12 aceites esenciales. La Figura 6
contiene esta representacion de las 12 composiciones
halladas, en el espacio formado por los primeros 3 com-
ponentes principales, que representan el 55,5% de la
informacion. Las distancias entre las posiciones de los
aceites esenciales representados son inversamente propor-
cionales a su similitud composicional. El quimiotipo de L.
alba que posee tanto carvona como citral (a2, en la Figura
6), aparece efectivamente en un sitio intermedio entre los
de los quimiotipos ricos solamente en citral (al) o carvona
(a3). Los quimiotipos de L. origanoides ricos en carvacrol
(o1) o timol (02) aparecen bastante proximos, aunque
separados del quimiotipo rico en felandreno (03), con
el que poseen 25 constituyentes en comun, pero de poca
abundancia relativa (Tabla 5).

El factor 2 result6 ser el mejor discriminante segun las familias
de compuestos constituyentes. Los aceites cuya composicion
estuvo dominada por hidrocarburos mono- y sesquiterpénicos
(L. origanoides-felandreno, L. dulcis, L. americana) tuvieron
valores inferiores a -4 a lo largo de este eje. En la Figura
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6 se aprecia que se podrian tomar como discriminantes
los planos con Factor 2 = -4 y Factor 2 = 0,5. Los aceites
esenciales que tuvieron a los monoterpenos oxigenados
como la principal familia de componentes (L. citriodora y
los quimiotipos de L. alba) aparecen en esta representacion
con la segunda coordenada (Factor 2) superior a 0,5. O sea,
a un solo lado del plano discriminante con Factor 2= 0,5.
Los demas aceites esenciales, con compuestos mayoritarios
oxigenados (fenilpropanoides) estan ubicados en la Figura
6 entre los 2 planos discriminantes (Factor 2 entre -4 y
0,5). Asi, la representacion que se obtiene con el analisis
de componentes principales facilita el establecimiento
de similitudes y diferencias composicionales que no son
inmediatamente aparentes al leer la Tabla 4. Estos resultados
pueden aplicarse a la comparacion composicional con aceites
esenciales de otras especies u otros quimiotipos.

A menudo, no es suficiente cuantificar los componentes del
aceite esencial e identificarlos, es importante conocer también
qué tipo de isdbmero oOptico estd presente. Por ejemplo, la
carvona se encuentra en varias especies vegetales. El isémero
optico con la configuracion (S)-(+)-carvona se halla en los
aceites esenciales aislados de alcaravea (Carum carvi') (50-
70%) y eneldo (Anethum graveolens) (40-60%); mientras
que el isdbmero con la configuracion (R)-(-), esta en el aceite

-2

Zp 4

0/
\’30
’\))/o -6 \—2’

Foactot

Figura 6. Representacion de los aceites esenciales bajo estudio, en
el sistema de coordenadas formado por los primeros 3 componentes
principales, que representan el 55,5% de la varianza total delos datos
de composicion. ¢, AE de L. citriodora; al, AE de L. alba (citral);
a2, AE de L. alba (carvona-citral); a3, AE de L. alba (carvona);
a4, AE de L. alba (mircenona); g, AE de L. graveolens; ol, AE
de L. origanoides (carvacrol); 02, AE de L. origanoides (timol);
m, AE de L. micromera; am, AE de L. americana; 03, AE de L.
origanoides (felandreno) y d, AE de L. dulcis.
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destilado de Mentha spicata (60-70%). Los dos isdmeros
opticos de la carvona son organolépticamente distintos;
ademas, el isdmero (S)-(+)-carvona es mucho mas caro que
su enantiomero. Uno de los quimiotipos de Lippia alba, que
crece en Colombia, es rico en carvona. Para establecer su
configuracion, es decir, cual enantiomero es, hay que hacer
su analisis en una columna quiral, usando la configuracion
cromatografica bidimensional (2D-GC), donde la primera
columna, es “normal”, y la segunda, unida a ella a través de
un conmutador-sistema de microfluidos Deans switch, debe
ser quiral. En la Figura 7 aparecen los cromatogramas de
(A) la mezcla de (S)-(+)-carvona y (R)-(-)-carvona; (B) (S)-
(+)-carvona y (C) la carvona presente en el aceite esencial de
Lippia alba, que resulta tener la misma configuracion, (45)-
(+)-carvona, que la de alcaravea (Carum carvi) y eneldo
(Anethum graveolens). Es un dato interesante, ya que (S)-
(+)-carvona es un enantiomero costoso, y la planta Lippia
alba puede ser fuente para su aislamiento.

Un analisis similar por cromatografia bidimensional (2D-
GC) se llevo a cabo para determinar el tipo de isdmero
optico del limoneno, presente en los aceites esenciales de
L. alba, L. origanoides y L. citriodora. Este monoterpeno
en L.alba y L. origanoides tiene la configuracion de R-(+)-
limoneno, pero en L. citriodora, es su antipoda, i.e., S-(-
)-limoneno. La determinacion de la configuracién oOptica
de componentes principales en los aceites esenciales es
importante para su denominacion de origen y el analisis de
posibles falsificaciones.

1 2
A
3
B
4
T C. Lippia alba; S-(+)-Carvona
38 40 42 44 46 48 min

Figura 7. Perfiles cromatograficos de: A. Mezcla de patrones
certificados de S-(+)- y R-(-)-carvona; B. Patron certificado de S-(+)-
carvona; C. Aceite esencial de Lippia alba. En la configuracion
2D-GC, la columna capilar quiral fue GAMMA DEX™ 120 (30
m x 0,25 mm x 0,25 pm), acoplada a un detector de ionizacién en
llama (FID).
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3.2 Estudio de la actividad antioxidante

La Tabla 5 presenta los resultados de la evaluacion de la
capacidad antioxidante de los aceites esenciales y algunas
sustancias individuales, por los métodos ORAC y ABTS. Los
aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias con
diferentes funciones quimicas que pueden exhibir reactivi-
dades variadas frente a especies radicales. La competencia
entre las diferentes cinéticas de reaccion, modulada por las
cantidades relativas de los reactivos, da como resultado la
capacidad antioxidante que se determina en el ensayo. Otro
aspecto a considerar es la naturaleza del ensayo. Los métodos
ORAC y ABTS exploran mecanismos de atrapamiento o
aniquilamiento de radicales en los cuales el paso fundamental
es la transferencia protonica o la transferencia electronica,
respectivamente [56].

Los resultados de la Tabla 5 muestran que los aceites esen-
ciales ricos en fenilpropanoides (carvacrol, timol) mostraron
un desempefio superior a los demas aceites, segin los 2
métodos de evaluacion empleados. La capacidad antioxidante
ORAC de estos aceites fue 5 o mas veces superior a la de
sustancias utilizadas cominmente en productos comerciales,
tales como el BHT y el a-tocoferol. Esta superioridad se
mantuvo, aunque en menor proporcion, en los resultados
de capacidad antioxidante TEAC. Los valores ORAC y
TEAC obtenidos para la evaluacion del carvacrol y el timol
individualmente, fueron cercanos a los registrados para los
aceites que los contienen como componentes mayoritarios.
Por esto, se puede afirmar que la capacidad antioxidante
evaluada por los métodos ORAC y ABTS esta determinada
en estos aceites por la presencia de carvacrol y timol. En los
demas casos no es tan clara esta relacion entre la actividad
antioxidante del aceite y la de sus componentes mayoritarios.
Las evaluaciones de sustancias individuales mostraron que
hidrocarburos insaturados no aromaticos (trans-B-cariofileno,
a-felandreno, y-terpineno) pueden secuestrar radicales bajo
las condiciones del ensayo ORAC (transferencia protonica),
pero son completamente inactivos bajo las condiciones del
ensayo ABTS (transferencia electronica). Estos resultados
son consistentes con los observados para los aceites de L.
origanoides (felandreno) y L. americana, cuyos componentes
mayoritarios son hidrocarburos mono- y sesquiterpénicos no
oxigenados. En los casos restantes, entre los componentes
de mayor abundancia se encuentran sustancias oxigenadas
(geranial, neral, carvona) que podrian estabilizar una espe-
cie radical resultante de la reaccion con un radical. Tal
como se observod en el caso de los aceites con componentes
mayoritarios no oxigenados, en los aceites ricos en geranial
y neral, o carvona, la capacidad antioxidante evaluada con
el método ABTS fue alrededor de 10 veces menor que la
que se evalud con el ensayo ORAC, lo que indica que en
estos compuestos carbonilicos el paso determinante de la
actividad antioxidante es una transferencia protonica. Segun
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Tabla 5. Valores de capacidad antioxidante (umol Trolox®/g
sustancia) obtenidos por los métodos ORAC y ABTS*para los AE
de especies de Lippia y sustancias de referencia.

Métodos (promedio= s, n = 3)

Muestra ORAC ABTS”
(nmol Trolox®/ g  (numol Trolox®/
sustancia) g sustancia)

AE de L. graveolens 3990 + 58 5410 +48
AE de L. citriodora 3630 =40 41+2
AE de L. origanoides (carvacrol) 3400 + 120 5200 + 109
AE de L. origanoides (timol) 2840+ 72 5090 + 42
AE de L. micromera 2050 £ 78 2750 = 80
AE de L. alba (citral) 2000 + 77 248+0.4
AE de L. origanoides (felandreno) 1820 + 82 3102
AE de L. alba (carvona) 1340 + 54 126.4 +0.7
AE de L. americana 1200 £ 27 239+4
Carvacrol 3410+ 50 4609 + 6
Timol 3000 + 103 5700 + 125
trans-p-cariofileno 2800 + 109 N.D.
y-Terpineno 1766 + 8 N.D.
a-Felandreno 1040 + 18 136 +3
a-Tocoferol 550+ 13 2429 +7
BHT 457+9 4760 + 23
1,8-Cineol 299+5 N.D.
p-Cimeno 21942 N.D.

N.D. : No se observo disminucion en la coloracion

los resultados del ensayo ORAC (Tabla 5), todos los aceites
esenciales evaluados tuvieron mayor capacidad antioxidante
que las del BHT y del a-tocoferol y por esto, se constituyen
en candidatos para utilizarse como ingredientes de productos
finales, en reemplazo de antioxidantes sintéticos.

4. Conclusiones

Las sustancias oxigenadas (monoterpenos o fenilpropanoides)
fueron los constituyentes mas frecuentemente encontrados
en los aceites esenciales de las especies del género Lippia
estudiados y desempefian un papel determinante en la
capacidad antioxidante exhibida por estos. Los quimiotipos
de L. origanoides ricos en carvacrol o timol tuvieron un
rendimiento de extraccidn relativamente alto (>3%) y sus
aceites esenciales mostraron una capacidad antioxidante
(ORAC, TEAC) superior a la de antioxidantes bien esta-
blecidos, tales como el BHT y el a-tocoferol, usados
comunmente en productos comerciales.
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