Ecofisiologia, Metabolismo de Cultivos, Tecnologia, Produccién y Fisiologia de Semillas / Ecophysiology, Crop Metabolism, Technology, Production and Seed Physiology

Acta Agron. (2016) 65 (2) p 170-175  ISSN 0120-2812 | e-ISSN 2323-0118 OO0 doi: http://dx.doi.org/10.15446/acag.v65n2.47576

o 7

Efecto del secado y la edad de las plantas en la composicion
de los aceites esenciales de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex
Britton & P. Wilson y Lippia origanoides Kunth

Effects of drying and age plants on the composition of the essential oils of Lippia
alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson and Lippia origanoides Kunth accessions

Johannes Delgado Ospina™, Manuel Salvador Sanchez Orozco' y Carmen Rosa Bonilla
Correa?

' Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Colombia sede Palmira, Colombia. 2 Facultad de Agronomia, Univer-
sidad Nacional de Colombia sede Bogota, Colombia. *Autor para Correspondencia: jdelgadoo@unal.edu.co

Rec.: 28.11.2014 Acep.: 21.01.2015

Resumen

En el estudio se determinaron el efecto de la edad de las plantas al momento de la cosecha y del secado de las
hojas sobre la composicion y concentracion de los aceites esenciales de tres accesiones de Lippia origanoides Kun-
th. (Patia, Citrica y Tipica) y dos accesiones de Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson (Citrica y Tipica)
cultivadas en campo en la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. En un arreglo de parcelas divididas
con tres repeticiones, se evaluaron 2 factores de secado y tres épocas de cosecha. Los resultados mostraron
que el secado aumento la concentracion de los componentes principales de cada accesion de las dos especies de
Lippia y que la edad de las plantas al momento de la cosecha no afect6 la concentraciéon ni la composicion de los
aceites esenciales.
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Abstract

A test was conducted under field conditions at the Universidad Nacional de Colombia sede Palmira and oils anal-
ysis in the Universidad Industrial de Santander (UIS), in order to determine the effect of plant age at the time
cutting and the effect of drying the plant material on the composition and concentration of the essential oils of
three accessions of Lippia origanoides Kunth. (Patia, Citrica and Tipica) and two accessions of Lippia alba (Mill.)
N.E.Br. ex Britton & P. Wilson (Citrica and Tipica). In a split plot arrangement with three replications, two factors
were evaluated drying and three harvest times. The results showed that drying increased the concentration of
the main components of the accessions of the two Lippia species, and age of the plants at harvest did not affect
the composition and concentration of essential oils.

Keywords: Medicinal plants, secondary metabolites, thymol, geranial, carvone.

170



Introduccion

Los aceites esenciales son fracciones liquidas
volatiles que contienen mezclas complejas de va-
rias sustancias quimicas biosintetizadas por las
plantas que dan el aroma caracteristico a flores,
arboles, frutos, hierbas, especias, semillas y a
productos de origen animal.

La calidad final de los productos fitoterapeu-
ticos depende de factores que se inician desde la
identificacion correcta de la especie, manejo del
cultivo, cosecha y beneficio. Entre los factores
que afectan la calidad del producto final se en-
cuentran las variaciones de clima, suelo, época
de cosecha, caracteristicas genéticas de la planta,
condiciones de secado y tiempo de almacena-
miento (Montanari et al., 2011); por su parte, la
calidad de los aceites esenciales esta definida por
la relacion porcentual de cada uno de sus compo-
nentes. La calidad de los aceites esenciales es el
factor principal para su utilizacion en industrias
cosmeéticas, terapéutica o agrobiolégica, ya que
son una fuente natural de compuestos dificiles
de sintetizar. Entre los aspectos que pueden dar
lugar a pequenos cambios en la composicion de
los aceites esenciales se encuentran el método
de extraccién utilizado (Stashenko et al., 2004),
la etapa fisiolégica de la planta al momento de
la cosecha, el clima, los dias de sol, la humedad
relativa y el ciclo circadiano.

El contenido de humedad del material vegetal
al momento de la extraccion es un factor impor-
tante en el rendimiento de los aceites esenciales;
asi, en plantas de pronto alivio (Lippia alba) el
rendimiento fue mayor cuando el material al mo-
mento de la extracciéon en fresco presentaba 75%
de humedad vs. 12% en seco (Mejia et al., 2007).
El contenido de humedad del material vegetal al
momento de la extraccion no sé6lo afecta el ren-
dimiento sino que puede generar variabilidad en
la composiciéon quimica de los aceites esenciales.
Barbosa et al. (2000) encontraron que tempera-
turas de secado hasta 80 °C redujeron entre el
12 y 17% en el contenido de aceite esencial de
plantas secas de Lippia alba en comparacion con
los contenidos de los mismos aceites en plantas
frescas, no obstante, el contenido de citral en el
aceite esencial en plantas secas fue ligeramente
mayor que el obtenido en plantas frescas.

El género Lippia (familia Verbenaceae) incluye
221 especies aceptadas y 360 registros de espe-
cies consideradas como sinénimos de algunas de
las especies aceptadas. Se distribuye en América
del Sur (Venezuela, Brasil, Colombia) y en Amé-
rica Central (México, Guatemala, Cuba, Costa
Rica) y en regiones tropicales de Africa. Varias
especies de este género se utilizan contra afec-
ciones respiratorias y gastrointestinales, ademas
para condimentos, entre ellas se destacan: (1)
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Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson
(L. alba), conocida también como ‘pronto-alivio’.
Se utiliza como infusion, antidiarreico, anties-
pasmoédico, diaforético, diurético, expectorante,
laxante y sedante. Estas propiedades pueden
relacionarse con el hecho de que las plantas ex-
hiben propiedades antifingicas, antimicrobianas
y antioxidantes (Stashenko et al., 2004). Estos
beneficios y las propiedades bioactivas estan
directamente relacionadas con la composicion
de los aceites esenciales presentes en la planta.
(2) Lippia origanoides Kunth (L. origanoides) es
utilizada como condimento debido a su gran pa-
recido con el orégano. El aceite esencial de las
hojas de esta especie en cocimiento tiene multi-
ples usos terapéuticos y medicinales. Presenta
actividad bacteriostatica contra tres especies de
Nocardia sp. (Méndez et al., 2007) y actividad
antimicrobiana contra algunas especies de Candi-
da, Staphylococcus aureus, entre otros. También
presenta actividad inhibitoria contra Trichophyton
rubrum T544 (Oliveira et al., 2007).

El objetivo de este estudio fue evaluar los
efectos del contenido de humedad del material
vegetal en la composicion y la concentraciéon de
los metabolitos secundarios volatiles del aceite
esencial de dos accesiones de L. alba y tres de
L. origanoides en diferentes edades del cultivo.

Materiales y métodos

Localizacién. El experimento de campo se esta-
bleci6 en el Centro Experimental de la Universi-
dad Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP)
localizado en el municipio de Candelaria, depar-
tamento de Valle del Cauca, a 930 m.s.n.m. con
temperatura media de 26 °C y 65% de humedad
relativa. El secado y la extracciéon de los aceites
esenciales se realizaron en el Laboratorio de Qui-
mica de la Universidad Nacional de Colombia sede
Palmira y los analisis de los aceites esenciales en
la Universidad Industrial de Santander.

Material vegetal. Las especies fueron sembradas
por estacas obtenidas de plantas adultas prove-
nientes de la Coleccion in vivo de Plantas Medi-
cinales Nativas, Aromaticas y Condimentarias de
la Universidad. Las plantas corresponden a dos
accesiones (Citrica y Tipica) de Lippia alba (Mill.)
N.E.Br. ex Britton & P. Wilson y tres accesiones
(Patia, Citrica y Tipica) de Lippia origanoides
Kunth. Los esquejes de 12 -15 cm, obtenidos del
tercio medio de tallos de las accesiones, fueron
enraizados en la sombra en un sustrato sue-
lo-arena (1:1). El trasplante en campo se realizo
28 dias después a razon de 12 esquejes enrai-
zados/parcela a una distancia entre plantas de
0.75my 0.50 m entre surcos en parcelas de 6 m?
Catorce dias después del trasplante se aplicaron
50 kg/ha de urea (46% N). Las plantas fueron
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dispuestas en un arreglo de parcelas divididas
con tres repeticiones, para evaluar dos factores
secado y tres edades de las plantas al momento
de la cosecha. Cada muestra consistio en hojas
cosechadas manualmente de cuatro plantas del
surco central. La toma de muestras se hizo cada
4 meses hasta 12 meses de edad de la planta.

Secado de muestras y extraccion de aceites
esenciales. Las determinaciones se hicieron
en muestras de hojas secadas a la sombra en
bodega techada, con una humedad relativa de
65% y temperatura de 33 °C por un periodo de
48 h hasta un contenido de humedad de 12%; y
en hojas frescas con un contenido de humedad
al momento de cosecha de 75%. La extraccion de
los aceites esenciales se hizo mediante destilacion
por arrastre con vapor de agua en un equipo tipo
Clevenger, donde se sometieron 100 g de hojas
en fresco y 40 g de hojas en seco a extraccion
durante 1 hora.

Purificacion y rendimientos. Los aceites esen-
ciales obtenidos en la destilaciéon por arrastre con
vapor fueron purificados con dietil-eter (sepa-
rando el agua y los compuestos hidrosolubles) y
secados con sulfato de sodio anhidro adquiridos
de Merck (Darmstadt, Germany), luego se midi6
el volumen obtenido. El rendimiento se determin6
por el volumen de aceite esencial obtenido por
peso de hojas secas en todos los casos.

Analisis cromatografico. La composiciéon qui-
mica de la fraccion volatil y semivolatil de los
aceites esenciales se determindé por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-MS). Para ello los aceites esenciales fueron
inyectados en forma directa al cromatégrafo de
gases (Agilent Technologies 6890 Plus) acoplado
a un detector selectivo de masas (MSD, Agilent
Technologies 5973) operado en modo de barrido
completo (full scan). La columna empleada en el
analisis fue DB-5MS (J & W Scientific, Folsom,
CA, EE.UU.) (5%-fenil-poli-(dimetilsiloxano)), 60
m X 0.25 mm X 0.25 pm. La inyeccion se realizo
en modo split (30:1), volumen de inyeccion de 2 ul.
La identificacion de los compuestos se establecio
con base en sus indices de retencion y espectros
de masas (EI, 70eV) usando las bases de datos
de Adams, Wiley 138 y W8NO08. La temperatura
del horno se programoé en gradiente desde 45
°C hasta alcanzar 275 °C, las temperaturas de
la camara de ionizacién y de la linea de transfe-
rencia se establecieron a 230 y 285 °C, como lo
describe Ruiz et al. (2007). Alos datos obtenidos
se sometieron a analisis de varianza (Anova) y
pruebas de medias (Duncan) usando el programa
SAS version 9.2 (2007).
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Resultados y discusion

Efecto de secado

El secado de hojas al momento de la extraccion se
asoci6 inicialmente con una reduccion del rendi-
miento de aceites esenciales (Mejia et al., 2007),
lo que es importante para evitar deterioro en el
material vegetal durante el transporte y almace-
namiento previo a la extraccion. Los resultados
mostraron que las pérdidas no fueron uniformes,
sino que afectaron diferencialmente algunos de
los compuestos presentes. Los contenidos de
los componentes principales de L. alba accesion
Citrica y las accesiones de L. origanoides varia-
ron de manera significativa entre los estados de
secado (P < 0.05) (Tabla 1).

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wi-
Ison. Entre los aceites volatiles obtenidos en la
accesion Citrica se identificaron un total de 15
compuestos y 26 en la accesion Tipica. En la
accesion Citrica, los compuestos Geranial, Neral
y el Geraniol fueron los componentes principales
representando 87.8% del total. Para la accesion
Tipica, la Carvona, el Limoneno y el Germacre-
no-D fueron los componentes principales, tota-
lizando 92% de los compuestos identificados, lo
que coincide con resultados de trabajos con esta
accesion (quimiotipo) realizados por Stashenko
et al (2004).

Estos resultados sugieren que los aceites
esenciales de la accesion Citrica se pueden cla-
sificar de acuerdo con el criterio de Hennebelle
et al (2008) en el quimiotipo Ia debido a los altos
contenidos de Carvona y Limoneno, y la accesion
Tipica en el quimiotipo IlIla. En la mayoria de los
departamentos de Colombia donde se ha encon-
trado L. alba predomina este ultimo quimiotipo.

La composicion de los aceites esenciales de la
accesion Citrica varié con los tratamientos de se-
cado. El Geranial, un compuesto con fuerte olor
a limén, aumento su concentracion de manera
significativa en 5.2% cuando las hojas fueron
sometidas a secado, mientras que el Neral y el
Geraniol disminuyeron su concentracion, aunque
en forma no significativa (Tabla 1). Debido a la
cercania de los puntos de ebullicién de los tres
principales componentes del aceite esencial, no
es posible determinar si el aumento de Geranial
es debido a la mayor volatilidad de los otros
componentes principales. El aumento de este
compuesto puede ser el resultado de oxidacio-
nes que ocurren durante el proceso de secado.
A partir de la oxidacion de Geraniol se produce
el Geranial, en procesos descritos via radicales
libres (Nunes et al., 2005), en menor medida por
oxidacion catalitica (Dapurkar et al., 2011) y mas
importante por biotranformaciones mediadas
por enzimas (Demyttenaere et al., 2000) como la



geraniol deshidrogenasa dependiente del NADP +
(Sangwan et al., 1993) en el que el estado redox
de la coenzima puede regular el equilibrio entre
Geraniol y Geranial.

Tabla 1. Componentes y concentracién relativa (%) de los principales meta-
bolitos secundarios volatiles de accesiones de L. alba y L. origanoides en dos
estados de poscosecha.

Especie Componente Estado

(accesién) en aceite Fresco (75%) Seco (12%)
L. alba
Citrica Geranial 447 £ 1.4 a* 499+0.2b
Neral 31.7+0.8a 30.8+1.2a
Geraniol 10.1+1.1a 87+1.0a
Tipica Carvona 479+46a 50.7+4.8 a
Limoneno 324+05a 344+15a
Germacreno D 10.5+33a 72+27a
L. origanoides

Patia Timol 81.8+3.7a 879+06b
p-Cimeno 51+1.0b 41+04a
y-Terpineno 41+23b 26+03a
ransBCario- 22:+06b  1.0:003a
Tipica Timol 76.9+1.6a 83.5+4.0b
p-Cimeno 535+04b 445+1.1a
y-Terpineno 505+15a 41+1.7a
rans B Cario-— 57+04b 1.1£0.1a
Citrica Timol 78.15+04 a 846+1.6b
p-Cimeno 53+0.1b 425+04a
y-Terpineno 44+06a 3.65+05a
wonsBCario- 5 25+02b  1.05+0.1a

fileno

* Medias en la misma fila con letras diferentes son significativamente dife-
rentes (P < 00.5), segun la prueba de Duncan.

En la accesion Tipica no se encontraron dife-
rencias significativas (P > 0.05), aunque la Carvo-
nay el Limoneno aumentaron su concentracién
2.8% y 2.0%, respectivamente, cuando las hojas
fueron secadas, mientras que el Germacreno-D
disminuy6 su concentracion 3.3% (Tabla 1).

Se esperaba que la concentracién del Limo-
neno disminuiria por efecto del secado debido a
su menor punto de ebullicién; sin embargo, la
tendencia fue aumentar al igual que la Carvona,
incremento que podria ser favorecido por las
biotransformaciones que contintian ocurriendo
durante la etapa de secado y que generan pro-
duccién de estos compuestos a partir de interme-
diarios comunes relacionados biogenéticamente
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y que estan, probablemente, formados en vias
divergentes de un intermediario comun. Igual-
mente, los sesquiterpenos como el Germacreno-D
que tienen un mayor numero de puntos de ebu-
llicion, disminuyeron durante el secado. Uno de
los roles del Germacreno-D es la biosintesis de
nuevos sesquiterpenos, no solo por vias enzimati-
cas sino también por catalisis acida, fotoquimica
y térmicamente (Btilow y Kénig, 2000), haciendo
posible que la etapa de secado pueda generar
una conversion del Germacreno-D en otros ses-
quiterpenos de mayor peso molecular, pero aun
sin identificar, disminuyendo su concentracion
en el aceite.

La utilizacién de hojas frescas de L. alba
para la extraccion de los aceites esenciales trae
beneficios importantes en el rendimiento (Mejia
et al., 2007), no obstante, segin estos resulta-
dos también puede representar ventajas para la
proporcion de algunos de los componentes de
los aceites esenciales, aunque la metodologia
del secado empleada (temperatura como factor
principal) puede influir de manera negativa (Te-
les et al., 2012; Shahhoseini et al.,, 2013) en la
composicion de los mismos.

Lippia origanoides Kunth. En el analisis de
GC-MS de los aceites esenciales volatiles de las
accesiones Patia, Citrica y Tipica fueron identi-
ficados 26 compuestos, de los cuales Timol es
el componente principal, seguido por p-Cimeno,
y-Terpineno y trans-p-Cariofileno. Las cantida-
des altas de Timol en el aceite esencial de las
accesiones de esta especie hacen que sea de gran
interés para la agroindustria.

La composicién de los aceites esenciales de
las accesiones de esta especie varié (P < 0.05) en
ambos tratamientos de secado. La concentracion
de Timol aumenté entre 6.2% y 6.6% en hojas
secas, mientras que el p-Cimeno, el y-Terpineno
y el trans-fB-Cariofileno disminuyeron su con-
centracion (Tabla 1). Se evidencié en este caso
que el secado disminuye la concentracién de los
compuestos mas volatiles, entre ellos el p-Cimeno
y el y-Terpineno e incrementa la concentracion
de las fracciones menos volatiles como Timol.

La concentracion de trans-f-Cariofileno, uno
de los mas abundantes sesquiterpenos en la at-
mosfera (Helmig et al., 2007), disminuy6 debido
a la facil oxidacion que sufre cuando se expone
al aire, produciendo 6xido de Cariofileno como
producto principal (Skold et al., 2006), aunque
también se han encontrado acidos derivados de
la oxidacion como el acido PB-nocariofilenoico
(Van Eijck et al., 2013), todos ellos productos
oxigenados de baja volatilidad (Lee et al., 2000).

Aunque los aceites esenciales de las accesio-
nes de L. origanoides estudiadas tienen compo-
sicién quimica semejante, su aroma es diferente
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debido a variaciones en los componentes que se
encuentran en menor proporcion, lo que permite
diferenciarlas facilmente.

Las variaciones encontradas en la concentra-
cion de los componentes de los aceites esencia-
les demuestran el efecto del secado del material
vegetal debido, principalmente, a factores como
temperatura y evaporacion de los componentes
mas volatiles. La concentraciéon de otros com-
puestos en el aceite incrementa una vez se realiza
la extraccion y las biotransformaciones, reaccio-
nes de oxidoreduccion, (quimica o enzimatica) o
reacciones de biosintesis las cuales durante el
secado de las hojas pueden seguir ocurriendo
y producir un tipo de componente del aceite en
mayor proporcion a expensas de otros, lo cual
explica el aumento en la concentracién de algu-
nos de los compuestos mas volatiles.

Efecto de la edad de las plantas

Con excepcion de la accesiéon Tipica de L. alba en
la cual se observo que la Carvona, su componente
principal, disminuyé su concentracion en 8.5%
después del primer corte, en las demas no se

observaron diferencia (P > 0.05) entre la cantidad
relativa de los aceites esenciales volatiles y la edad
de las plantas al momento de la cosecha. Por otra
parte, la composicion de los aceites esenciales
no varié en el tiempo y permanecié constante
durante el periodo de 12 meses de evaluaciones
(Tabla 2). Estos resultados son debidos al hecho
que los aceites esenciales en plantas del el género
Lippia se extraen principalmente de las hojas,
por lo que su produccion no se ve afectada ni
depende de la época de floracion de la planta.
Rojas et al. (2006) encontraron que las plantas
de L. origanoides difieren en la composiciéon de
Timol segtin las hojas sean recolectadas en época
de lluvia o de sequia. En las condiciones clima-
ticas del presente trabajo, las especies de Lippia
permanecieron florecidas a través del periodo
experimental y la recoleccién de hojas se hizo en
dias secos en cada época, evitando de esta forma
que la humedad excesiva de la planta causara
cambios en el metabolismo que afectan la pro-
duccién de aceites esenciales.

La frecuencia de deshoje cada 4 meses permite
que la planta se recupere del dafo ocasionado por
la recoleccion de muestras y la acumulaciéon de

Tabla 2. Componentes y concentracion relativa en hojas (%) de los principales metabolitos secundarios volatiles de accesiones de L. alba y L. origanoides en

diferentes edades de planta.

Especie Tipo de muestra y edad de las plantas (meses)
L Componente Fresco Seco
(accesion) )
(aceites) 4 8 12 4 8 12
L. alba Cantidad relativa (%)
Citrica Geranial 46.1a 44.8 a 433a 50.1a 49.8a 49.7 a
Neral 326a 312a 313a 32.1a 30.0a 30.2a
Geraniol 9.1a 10.1a 11.2a 76a 9.2a 93a
Tipica Carvona 53.1b 44.6 a 459a 56.2 b 474 a 48.4 a
Limoneno 32.1a 32.1a 33.0a 34.1a 36.0a 33.1a
Germacreno D 6.8a 133a 11.3a 4.2a 83a 9.2a
L. origanoides

Patia Timol 80.2a 79.1a 84.4a 879a 87.5a 88.3a
p-Cimeno 50a 5.8a 4.4a 4.2a 4.4a 3.8a
y-Terpineno 40a 57a 25a 25a 28a 24a
trans-B-Cariofileno 2.1a 1.8a 26a 1.1a 1.0a 1.0a
Tipica Timol 76.1a 75.8a 78.0a 845a 80.7 a 86.3a
p-Cimeno 52a 5.6a 51a 44a 52a 37a
y-Terpineno 59a 6.1a 40a 40a 53a 29a
trans-B-Cariofileno 29a 24a 3.0a 1.2a 1.2a 1.0a
Citrica Timol 783 a 784 a 779 a 85.1a 85.7 a 834 a
p-Cimeno 52a 52a 54a 42a 40a 45a
y-Terpineno 42a 40a 48a 35a 33a 40a
trans-B-Cariofileno 2.1a 24a 2.1a 1.0a 1.0a 1.1a

* Medias en la misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 00.5), segun la prueba de Duncan.
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reservas para asegurar la producciéon de aceites
esenciales.

Conclusiones

La composiciéon de los aceites esenciales de las
hojas de L. alba y L. origanoides son sensibles a
la poscosecha, estan influenciados por el conte-
nido de humedad de las hojas al momento de la
extraccion, pero no por la edad de las plantas.

El secado aumenta la concentracion del com-
ponente principal en cada especie estudiada,
Geranial para L. albay Timol para L. origanoides.
Esta condicién se puede emplear para mejorar
las caracteristicas de los aceites esenciales ob-
tenidos, dependiendo del componente principal
requerido. Para aumentar o reducir la proporcion
de aceites esenciales se pueden utilizar hojas
secas o frescas.
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