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1. - Resumen



Se estudiaron aceites esenciales de la familia Verbenéaceas, recolectados en otofio,
primavera y verano, de tres especies medicinales del nordeste argentino: Aloysia gratis-
sima var. gratissima; Aloysia virgata var. virgata y Lippia alba.

Los aceites esenciales fueron extraidos de las matrices vegetales por arrastre con va-
por de agua, caracterizando las esencias separadas por determinacion de sus constantes
fisicas (densidad, indice de refraccion, poder rotatorio), e identificando sus componen-
tes por cromatografia de gases.

Se evaluo el efecto de la influencia estacional sobre la composicion quimica de los
aceites para determinar el momento mas adecuado de su cosecha, ademas de identificar
la existencia de posibles variedades quimicas que pudieran aportar componentes bioac-
tivos o Utiles para la industria o que, por el contrario, pudieran presentar un cierto grado
de toxicidad.

La evaluacion de la composicion quimica de los aceites esenciales se realizd por
analisis de las cromatografias de gases y espectrometria de masas. La proporcion de los
constituyentes fue determinada por cromatografia de gases con detector de ionizacién
por llama y detector de masa, y se confirmo la identidad por medio de la determinacion
de los indices de retencion lineales, usando la serie de n-alcanos como referencia para el
uso de bases de datos especializadas.

Simultdneamente, se desarrollaron técnicas quimicas de determinacion de grupos
funcionales orgénicos para identificar especies caracteristicas como grupos cetonicos o
alcoholes terciarios. Para confirmar la presencia de grupos caracteristicos 0 compuestos
especificos se utilizé el andlisis espectroscopico de IR, UV y RMN H. Ademas, se in-
trodujo la evaluacion de la quiralidad de los constituyentes volatiles quirales principales
de los aceites esenciales, mediante la realizacion e interpretacion de cromatogramas de
gases con columnas quirales.

Los rendimientos en esencia demostraron ser dependientes del estado de crecimiento
de la planta, vinculado estrechamente con los periodos de lluvias, viéndose afectados
positivamente en aquellos periodos posteriores a lluvias abundantes. Por lo cual se con-
cluyo que es el verano la época mas favorable para la cosecha de estas tres especies.

Se determiné la composicion quimica de nueve esencias de A. gratissima var. gra-
tissima, de tres localidades de Corrientes (San Lorenzo, Rio Empedrado y El Perichén)
y en tres estados de crecimiento diferentes, concluyéndose que las esencias de las espe-
cies de las tres procedencias no respondian al mismo patrén de composicién quimica.
Por lo cual se postulé la existencia de tres quimiotipos nuevos dentro de la especie:
quimiotipo A (con 10-20% de a-Tuyona), quimiotipo B (sin Tuyona pero con 1-40%
de Viridiflorol y trazas-15% de Linalol) y quimiotipo C (sin Tuyona ni Viridiflorol y
con 0,5 — 13,4% de 10-epi-Cubebol).

Se analizaron cinco esencias de A. virgata var. platyphylla de Corrientes, de dos lo-
calidades diferentes (San Lorenzo y Rio Empedrado), observandose que mantienen la
misma composicion sin mayores diferencias en los constituyentes principales, que son
en su mayoria sesquiterpenos: d-Elemeno (4,6 a 8,4 %); pB-Cariofileno (16,3 a 18,1 %);
Germacreno D (16,0 a 27,1 %) y Biciclogermacreno (17,6 a 29,3 %).



Se verifico la variabilidad quimica del aceite esencial de Lippia alba en la region del
Nordeste, observandose el quimiotipo Citral en ejemplares de Saenz Pefia, Chaco, pero
que experimentd una modificacion en el contenido de Citral en verano, estado de creci-
miento en el cual se observé un incremento en el contenido de Linalol mientras que
disminuyd considerablemente el contenido en Citral.

Se detectd la presencia de un nuevo quimiotipo de Lippia alba para la regién del
Nordeste, en ejemplares procedentes de El Perichon y Santa Ana (Corrientes), quimio-
tipo Mircenona: caracterizado por la presencia de B-Mirceno (15-25%), Mircenona
(34,2-47,1%), (Z)-Ocimenona (9,2-11,3%) y (E)-Ocimenona (3,2-6,0%).

Finalmente, por lo expuesto anteriormente, se advierte sobre el riesgo de uso indis-
criminado de Aloysia gratissima var. gratissima, por la posibilidad de presentar compo-
nentes reportados como convulsivos. Bajo el mismo concepto, la realizacion de ensayos
de aldosa reductasa sobre dos tipos de cancer humano y uno de leucemia en ratones,
demostraron la inactividad de los aceites esenciales de: quimiotipo A de A. gratissima
var. gratissima; A. virgata var. platyphylla y quimiotipo Mircenona de Lippia alba.



2. - Abstract



Essential oils from Verbenacea’s family of three medicinal species from the north-
east of Argentina: Aloysia gratissima var gratissima; Aloysia virgata var virgata and
Lippia alba were collected in autumn, spring and summer and subsequently studied.

The essential oils were extracted from the vegetable matrix with water steam distil-
lation, thus characterising the essences, separated by their physical determination signs
(density, refraction index and rotatory power) and by identification of its components by
gas chromatography.

The seasonal influence on the chemical composition of the essential oils was evalu-
ated in order to determine the best time of harvest. This evaluation was also aimed at
identifying the possible existence of chemical varieties that could provide bioactive or
useful industrial components and to establish if, on the contrary, they could present a
certain degree of toxicity.

The evaluation of the chemical composition of the essential oils was carried out by
analysing the chromatograms and mass spectrometry. The proportions of the compo-
nents was determined by gas chromatography with a flame ionization and a mass detec-
tor, and their identity was established by determining their linear retention index, using
the n-alkanes series as reference in the use of the specialised database.

Chemical techniques for the determination of functional groups were simultaneous-
ly developed so as to identify characteristic species like ketonic groups or tertiary alco-
hols. IR, UV and RMN H spectroscopic analyses were used in order to confirm the
presence of these groups or of specific compounds. Chirality evaluation of the main
chiral volatile constituents of the oils was also introduced by means of the design and
interpretation of gas chromatograms obtained from chiral columns.

The essence yield demonstrated to be independent from the degree of growth of the
plant, to be strongly linked with rainy periods, being affected positively during periods
following abundant rain. It was therefore concluded that the summer is the most favour-
able season for the harvest these species.

The chemical composition of nine essences of A. gratissima var gratissima was de-
termined, these being collected from plants in three areas of the Corrientes province
(San Lorenzo, Rio Empedrado and EIl Perichdn) and in three different states of growth,
leading the research to the conclusion that the essences of the three species do not dis-
play the same stock of chemical composition. So it was postulated that there existed
three new chemotypes on the species: chemotype A (with 10-20% o-Thujone), chemo-
type B (without a-Thujone but with 1-40% Viridiflorol and traces—15% Linalool) and
chemotype C (without o-Thujone or Viridiflorol but with 0.5 — 13.4% 10-epi-
Cubebol).

Five essences of A. virgata var platyphylla, from two different areas of the province
of Corrientes (San Lorenzo and Rio Empedrado) were also analysed. This led to the
conclusion that they maintain the same composition without great differences in their
principal components, mainly sesquiterpenes: o-Elemene (4.6 to 8.4%); pB-
Caryophyllene (16.3 to 18.1%); Germacrene D (16.0 to 27.1%) as well as Bicycloger-
macrene (17.6 to 29.3%).



The chemical variability of the essential oil of Lippia alba from the North-eastern
region was detected in the process. This determines the Citral chemotype in samples
from Séenz Pefia, in the Chaco province. These present, however, a kind of modifica-
tion on the Citral content in summer, during which their state of growth was character-
ised by a considerable increase in the Linalool content, while the Citral content present-
ed a considerable decrease.

The presence of a new chemotype of Lippia alba from the north-eastern region was
detected on samples from El Perichén and Santa Ana (Corrientes). This is the
Mircenone chemotype, characterised by the presence of B-Myrcene (15-25%),
Mircenone (34.2-47.1%), (Z)-Ocimenone (9.2-11.3%) and (E)-Ocimenone (3.2-6.0%).

Finally, in view of what was explained above, a warning is issued presently on the
risk of indiscriminate use of Aloysia gratissima var gratissima in view of the possibility
that it may contain components reported as convulsive. By the same concept, the carry-
ing out of aldose reductase tests on two types of human cancer and one on leukaemia in
mice, demonstrated the inactivity of the essential oils from: chemotype A of A. gratis-
sima var gratissima; A. virgata var platyphylla and the Mircenone chemotype from
Lippia alba.



3. - Antecedentes
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3.1-La region fitogeografica

La provincia de Corrientes se encuentra en el NE de Argentina. Presenta una tempe-
ratura media anual que varia entre los 21°5 C al N y los 19°5 C al S, siendo las tempera-
turas mas bajas en el mes de Julio, de 13 °C a 16 °C, y las mas altas en el mes de enero,
26 °C a 27 °C; lo cual define al clima de Corrientes como subtropical o0 mesotermal. Las
[luvias son abundantes y frecuentes, superando los 1500 mm anuales en el NE y bajando
hasta los 1000 mm hacia el SO. Por esta razén, tanto el clima como el régimen de llu-
vias y el balance hidrico, afectan la distribucion de la vegetacion. (Carnevali, 1994)

En relacion a la distribucion de la vegetacion, se puede observar que la provincia es-
ta representada por dos grandes territorios fitogeograficos: la mayor parte de la superfi-
cie cubierta por el Dominio Chaquefio, subdividido a su vez en dos distritos: el oriental
de la Provincia Chaquefia (1) y el del Nandubay de la Provincia de Esquel (2); y por
otro lado, en el angulo NE limitando con Misiones, el Dominio Amazonico en el cual
se reconoce el distrito de los Campos de la Provincia Paranaense (3). En la confluencia
de las tres provincias fitogeograficas se observan zonas de transicion, de caracteres dife-
renciados. (Carnevali, 1994)

Figura 1: Mapa de las zonas fitogeograficas de Corrientes

(Carnevali, 1994; Pag. 26)

Por las caracteristicas ambientales y climéaticas antes mencionadas la provincia de
Corrientes posee una flora autdctona sumamente diversificada por lo cual en el presente
trabajo de tesis, se ha encarado el estudio de especies de Verbenaceas distribuidas en la
zona del distrito Occidental del Dominio Chaquefio cuyas caracteristicas principales
sSon: (Carnevali, 1994)

- espartillares (en planicies arenosas Y terrazas bajas y medias del Rio Parana): es-
trato alto constituido por el espartillar (Elyonurus muticus), acompafiado por
Baccharis coridifolia, Vernonia chamaedrys, Eryngium horridum, Heimia sali-
cifolia, Senecio grisebachii, Sporobolus indicus, Schizachyrium microstachyum,

11



Chloris canterae, Aristida circinalis; en el estrato medio, dominante: Cnidosco-
lus loasoides, y en el estrato bajo: Paspalum notatum;

- pastizal o pajonal de paja colorada de las lomas: pastizal de Andropogon latera-
lis, Paspalum notatum, Vernonia chamaedrys y Baccharis coridifolia, (méas di-
fundida y de menor ocupacion de los suelos altos, extendida en el dique del Pa-
rand alto y medio y de sus afluentes principales: Riachuelo, Empedrado, San Lo-
renzo y Santa Lucia);

- praderas de pasto horqueta, espartillares de espartillo amargo; pradera de Paspa-
lum notatum, Desmodium incanum y Vernonia chamaedrys; espartillar de espar-
tillo amargo: Elyonurus muticus: (en planos de terraza y orillares del &rea de
quebrachales colorados, dique del Parana medio y cuencas cerradas de antiguos
cauces y del Santa Lucia hacia el NE de la Provincia),

- pastizales de paja amarilla: pastizales de Sorghastrum agrostoides: (en zonas de
cafiadas, bafados, aluviales y cafios de drenaje; suelos poco profundos, anega-
bles e inundables y de escurrimiento lento o de drenaje pobre),

- gramillares de bajos y cafiadas: prados de Paspalum acuminatum: (suelos hume-
dos a ligeramente anegados, en la periferia de los esteros, bafiados y cafiadas),

- canutillares de bajos y cafiadas: pradera hidrofila de Eleocharis nodulosa, E. fis-
tulosa y E. luziola peruviana: (en cuerpos de agua semi permanente en terrenos
bajos y planos de muy escasa pendiente),

- malezales de paja colorada (Andropogon lateralis), de paja amarilla (Sorghas-
trum agrostoides), de paja azul (Paspalum durifolium): (ubicados en superficies
de planos anegables de relieve subcéncavo, escurrimiento y permeabilidad lenta
a muy lenta y drenaje pobre).

3.2.-La flora medicinal y aromatica de la region

En los ultimos afos, se ha observado que a nivel internacional existe un renovado y
marcado interés en el conocimiento de plantas usadas en la medicina popular por la se-
guridad que confiere el uso comprobado durante varias centurias, contando nuestro pais
con una tradicion de empleo que se remonta hasta la época precolombina. Este conoci-
miento nos ha sido transmitido por los cronistas espafioles y jesuitas de la época colo-
nial quienes han dejado su legado en documentos escritos, como es el caso del Hno.
Pedro de Montenegro S. J., quien se desempefi6 como enfermero en las misiones del
Paraguay Yy que junto a otros religiosos acompafié como cirujano para curar heridas a
cuatro mil indios guaranies en el sitio de la Colonia del Sacramento. Se lo reconoci6
como eminente cirujano y herbolario del Paraguay y su herbario de las misiones fue
editado como “Materia Médica Misionera” de acuerdo a la edicion de la Biblioteca
Nacional. (Ricciardi, 2005)

La parte central y mas extensa de esta obra constituye una descripcién de las plan-
tas, sus caracteristicas, sus nombres vernaculos (guarani o tupi) y en espafiol, el habitat,
y sus propiedades curativas o virtudes, incluyendo algunos casos especificos de cura-
ciones, modo de empleo y recetas de preparacion. (Ricciardi, 2005) . Aungue en esta obra
es dificil identificar algunas especies, por carecer de una nomenclatura binaria en latin,
es facil detectar ya unas pocas Verbenaceas medicinales entre las 115 plantas descriptas,
como son el caso del poleo y la salvia silvestre.

En 1555, el fraile franciscano Andreas Thevet quien estuvo recorriendo Brasil, pu-
blico sus observaciones, muchas de ellas referidas a la medicina guarani, con el titulo
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“Les singularités de la France antarctique autrement nommée Ameérique et des plu-
sieurs terres et des decouvertes de notre temps”, reeditado en Paris en 1878. En esta
obra expone sobre la copaiba que suministra el balsamo homonimo (Copaifera sp.), el
mani, Amyris balsamifera y Anacardium occidentale. Este autor fue el que llevo a Eu-
ropa las semillas del tabaco. (Ricciardi, 2005)

José Acosta, 60 José de Acosta, S. J., nacido en Medina del Campo, (Espafa), en
1571 fue destinado al Pert por lo que en numerosos viajes, llegando hasta el Tucuman,
estudio la flora americana, dejando como fruto de sus observaciones la obra titulada “De
natura nobi orbis” publicada en Salamanca en 1588, traducida al castellano y editada en
Sevilla con numerosas reimpresiones como: “Historia Natural y Moral de las Indias”,
en la que describe diversas plantas como la yuca, el maiz, el mani, la papa, la batata o
camote, el platano, la coca (Erythroxylon), el axi o aji (Capsicum), el maguey (Agave),
el guayabo (Psidium), la palta, la granadilla (Passiflora), la zarzaparrilla (Smilax; He-
rreria), etc., algunas de ellas curativas, (Ricciardi, 2005). En esta obra no hay alusion a
alguna especie de las Verbenaceas.

Pedro Lozano, S. J., oriundo de Madrid, se trasladé a la Argentina, donde completd
sus estudios en Cérdoba, y siendo Padre de la Compafiia de Jesus recorrié Buenos Ai-
res, Santiago del Estero, Salta y préacticamente todo el Chaco argentino bajando por el
rio Pilcomayo hasta su confluencia con el Paraguay, zona muy poco explorada en aque-
lla época, y dejando, en 1733, una descripcion con el titulo: “Descripcion chorographi-
ca del Terreno, Rios, Arboles, y Animales de las dilatadissimas Provincias del Gran
Chaco, Gualamba, y de los Ritos y Costumbres de las inumerables naciones barbaros é
infideles que le habitan. Con una cabal Relacion Historica de lo que en ellos han obra-
do para conquistarlas algunos Gobernadores y Ministros Reales, y los Misioneros Je-
suitas para reducirlos a la fe del Verdadero Dios.”. En esta obra describi6 varios tipos
de plantas y animales, incluyendo la flora medicinal. En ella se encuentran amplios co-
mentarios sobre las plantas medicinales de la region.

Siendo Jesuita, el austriaco Martin Dobrizhoffer, S. J. vino a Buenos Aires en
1749 y, pasando luego a Cordoba y misionando a continuacion durante ocho afios entre
abipones y guaranies, al retornar a su tierra en 1767 fue escuchado frecuentemente por
la emperatriz Maria Teresa, avida de sus relatos y experiencias. En 1783-1784 escribid
en Viena su obra en tres volimenes “Historia de Abiponibus, equestris bellicos aque
Paraquariae natione”, que fue traducida al aleman por el Prof. Keil de la Universidad
de Pesth y publicada en el mismo afio en Viena; y en 1822 al inglés por Sara Coleridge
con el titulo: “An Account of the Abipones, an Equestrian People of Paraguay”, Lon-
dres 1822, y traducida al castellano por Clara Vedoya de Guillén, en 1967 con el titulo
“Historia de Abiponibus”, editada por Fac. de Humanidades de la U.N.N.E, Resistencia
(Chaco, Argentina). (Ricciardi, 2005)

Posteriormente, en 1882, Hieronymus escribio su obra “Plantae Diaphoricae ae
Florae Argentinae”, en la cual menciona a la especie Lippia lycioides Stend., sinbnimo
de Aloysia gratissima (Gillies & Hook. )Tronc., e indica los nombres vulgares con los
que se conoce a esta especie. Menciona que las flores tienen agradable olor a vainilla;
también especifica que los gajos se usan en infusion teiforme para el tratamiento de res-
frios y dolores de estomago.
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A inicios del siglo XX se destaco en la Argentina el Dr. Juan A. Dominguez (1876
— 1946). Doctor en Farmacia de la Universidad de Buenos Aires, fue un valiosisimo
colaborador de la Materia Médica Argentina, habiendo comenzado en 1898 a formar su
herbario particular. En 1899 inici6 un viaje de diez meses durante el cual se intereso en
recoger tradiciones y recolectar material de estudio. Durante ese periodo y en la ciudad
de Cdrdoba conocié al botanico alemén Federico Kurtz quien lo ayudo a clasificar las
colecciones botanicas recogidas durante el viaje, luego de lo cual fundé el Museo de
Farmacologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de Buenos Aires,
que actualmente se conoce como Museo de Farmacobotanica de la Facultad de Farma-
cia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires. Tuvo siempre un denodado
desempefio en la investigacion de plantas de uso indigena y transplantadas por lo que se
conocen numerosos trabajos de los cuales el mas representativo es “Contribuciones a la
Materia Médica Argentina” en 1928, obra en la cual incluyo aparte de los datos empiri-
cos y cientificos, variada y abundante informacién relacionada a los investigadores de la
época de la conquista y colonizacién de Ameérica, con cronicas de sus viajes y datos
sobre la medicina aborigen. En sus primeros estudios fitoquimicos se destacan obras
como: “Notas sobre Tagetes glandulifera Cehr.” (1901); “Estudio micrografico de me-
dicamentos simples de origen vegetal” (1902) y la Serie de Trabajos del Museo de Bo-
tanica y Farmacologia, sobre investigaciones fitoquimicas en plantas indigenas y natura-
lizadas (1904 a 1939). (Amorin, 1996). Ademas, en su Materia Médica Argentina, incluye
a Lippia lycioides (sinénimo de Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc.), de la cual
indica no haberse encontrado cianoglucosidos, saponinas, alcaloides ni oxidasas, en
muestras de los tallos foliaceos obtenidos de la localidad de Belgrano en el mes de oc-
tubre; si indica que contiene peroxidasas y aceite esencial.

Numerosos trabajos siguen documentando aun hasta nuestros dias la riqueza que
existe en la flora aromatica y medicinal de la region del Nordeste argentino. Entre ellos
merecen citarse los trabajos desarrollados hace ya varios afios por Martinez Crovetto,
(Matinez Crovetto, 1961), quien realiz6 una prospeccion de la informacion del conocimiento
de las indigenas o “yuyeras” que se encuentran en las calles de la ciudad de Corrientes.
Este trabajo ha sido publicado en 1961, en un libro titulado: “Plantas utilizadas en me-
dicina en el NO de Corrientes”, las especies medicinales y aroméaticas mas abundantes
y reconocidas en el ambiente, sus aplicaciones atribuidas popularmente, los distintos
modos de empleo y los nombres vulgares con los que se las conoce.

Asimismo, desde hace cerca de treinta afios el grupo de Quimica Organica de la Fa-
cultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura de la U.N.N.E., desarrolla una
linea de investigacidn sobre especies aromaticas de la zona, tanto autdctonas como im-
plantadas. Estos trabajos son continuacion de los que iniciara el Dr. Gustavo A. Fester,
en la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad del Litoral, quien fuera el pione-
ro del estudio de los aceites esenciales de las plantas aromaticas en la Argentina. Mu-
chos de esos trabajos fueron publicados, como es el caso de las presentaciones en las
revistas de la Sociedad Argentina para la Investigacion de Productos Aromaticos (SAI-
PA); o en la revista de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad del Litoral,
que en 1961 publicara el libro: “Aceites esenciales de la Republica Argentina” cuyos
autores fueron: Fester, G.A.; Martinuzzi, E.A., Retamar, J.A. y Ricciardi, A.l.A (Fester et
al., 1961). En esta obra se encuentran varios antecedentes sobre el estudio de las Verbe-
naceas de la region en estudio.
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Ratera et al., (Ratera et al., 1980), publicaron un libro con la descripcion de los usos y
aplicaciones de plantas utilizadas en la medicina popular. En la misma fecha, Toursar-
Kissian (Toursarkissian, 1980) publicO una obra de naturaleza similar. En ambos textos se
citan numerosas Verbenaceas de la region en estudio.

Se hace evidente la riqueza en informacion sobre usos y particularidades de las plan-
tas aromaticas y medicinales autdctonas, sin embargo queda mucho por conocer sobre la
composicion quimica de estas especies. El estudio de las plantas aromaticas y medicina-
les en la region del Nordeste es uno de los objetivos primordiales cuando se quiere apor-
tar a la sociedad conocimientos que puedan contribuir al mejor aprovechamiento de
estos recursos para el tratamiento de diversos malestares o enfermedades, sobre todo por
la aplicabilidad en sectores marginales de la poblacién. Por otro lado, es necesario pro-
fundizar en la variabilidad natural de estas plantas, para favorecer la generacion de po-
sibles emprendimientos productivos con aplicacion industrial. Estas premisas, y los an-
tecedentes descriptos fueron valiosas herramientas a la hora de seleccionar las especies
aromaticas autoctonas que mas trascendencia tuvieran en esta region.

Como criterio adicional, en este trabajo se ha encarado el estudio de especies carac-
terizadas por su abundancia y por encontrarse con mayor facilidad en los suelos corren-
tinos, a fin de asegurar una poblacién estable para realizar el estudio estacional sobre los
mismos ejemplares.

3.3.-Las Verbenaceas medicinales y aromaticas de la region

Son numerosos los trabajos botanicos en los cuales se puede encontrar el listado de
las especies de Verbenaceas mas abundantes en la region del Nordeste, y dentro de la
variedad de informacidn que se dispone, estan desde los trabajos que hacen un simple
listado descriptivo morfoldgico de las especies, hasta los que describen los usos y apli-
caciones de cada especie.

De acuerdo a la obra de Zuloaga et al., (Zuloaga et al., 1999), en las provincias de Co-
rrientes y Chaco, son caracteristicos 11 géneros de Verbenaceas. Se encuentran 2 espe-
cies de Aegiphila Jacg., 9 especies de Aloysia Ortega ex. Juss., entre las que figuran
Aloysia gratissima var. chacoensis (Moldenke) Botta, Aloysia gratissima (Gillies &
Hook.) Tronc. var. gratissima, Aloysia gratissima ver. sellowii (Brig.) Botta, Aloysia
polystachya (Griseb.) Moldenke y Aloysia virgata var. platyphylla (Brig.) Moldenke;
una especie de Bouchea Cham.; 2 de Citharexylum L.; 2 de Duranta L.; 19 especies de
Glandularia J.F. Gmel.; 10 especies de Lantana L.; 19 especies de Lippia L. incluyen-
do a Lippia alba (Mill.) N.E.Br., Lippia fissicaliyx Tronc. y Lippia turbinata Griseb.; 1
especie de Stachytarpheta Vahl; 11 especies de Verbena L. y 2 especies de Vitex L..

En el listado anterior se han expuesto los géneros y especies propios de las pro-
vincias de Corrientes y Chaco, de acuerdo a los autores citados. Sin embargo algunas de
estas especies han sido ampliamente estudiadas, otras, por la existencia de escasas po-
blaciones hacen dificil encarar un estudio de caracterizacion. Por lo cual, se podria cla-
sificar a estas especies en cuatro grupos:

a) aquellas especies que han sido ampliamente estudiadas: Aloysia polystachia, Lan-
tana balansae, Lantana camara, Lippia fissicalyix, Lippia turbinata;
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b) aquellas que no presentan antecedentes de uso, no pueden ser relacionadas con
especies Utiles o bien carecen casi por completo de aroma: las especies del género Du-
ranta, por ejemplo; o Lantana megapotamica entre otras;

c) aquellas que presentan dificil ubicacion en la clasificacion taxonémica, por no es-
tar bien definida esta Gltima: como es el caso del género Verbena: Verbena bonariensis
y Verbena montevidensis; y Lippia villafloridana, por citar algunos ejemplos;

d) aquellas con amplia difusion en la region, con tradicion de uso en la medicina
popular, con potencial aprovechamiento industrial pero con insuficiente informacion
fitoquimica como para abordar su aprovechamiento industrial: Aloysia virgata, Aloysia
gratissima, Lippia alba.

En la seleccion de especies a estudiar se tomaron las tres plantas incluidas en este
ultimo grupo. Como se vera en la exposicion de antecedentes para cada especie, Lippia
alba es una excepcién en este grupo, debido a que es la Unica de las tres citadas que
posee una gran cantidad de informacién fitoquimica disponible. Sin embargo, de todas
estas Verbendaceas es la Gnica que ha sido reiteradamente llevada a cultivo, no solamente
en nuestro pais sino también en Uruguay (Lorenzo et al., 2001; Dellacassa et al., 1990), Brasil
(Braga et al., 2005; Castro et al., 2005; Teixeira Duarte et al., 2005; Siani et al., 2002; Frighetto et al.,
1998; Mattos et al., 1996; De Abreu Mattos et al., 1996); Colombia (Fischer et al., 2004; Stashenko et
al., 2003; Puertas Mejia et al., 2002), Guatemala (Senatore et al., 2001) y Costa Rica (Ciccio et al.,
2002). Mas aln, se ha redactado una monografia por parte de UNCTAD (UNCTAD, 2005)
como para proponer su introduccion en el mercado europeo. Estos antecedentes plantea-
ron la imperiosa necesidad de profundizar el conocimiento de su variabilidad fitoquimi-
ca en la regién en estudio, con miras a orientar futuros emprendimientos agroindustria-
les basados en esta especie.

A continuacion se dan los antecedentes de cada una de ellas, organizando la infor-
macion de acuerdo al siguiente orden:

-Nombre actual de la especie

-Sinénimos botanicos

-Nombres vulgares

-Breve descripcion botanica

-Distribucion geografica

-Usos medicinales atribuidos y forma de empleo
-Estudios farmacoldgicos

-Constituyentes identificados
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3. 3. 1- Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc. var. gratissima

NOMBRE ACTUAL DE LA ESPECIE:
-Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc. var. gratissima

SINONIMOS BOTANICOS: (Zuloaga et al., 1999; Jozami et al., 1982)
-Aloysia lycioides Cham.
-Aloysia uruguayensis Moldenke
-Lippia lycioides (Cham.) Steud.
-Verbena gratissima Gillies & Hook.

NOMBRES VULGARES:

En guarani: “nifio rupd” que significa cuna del nifio; “angel”; “palo amarillo”;
“azahar del campo”, “oreganito”, “cedron del monte” (Toursarkissian, 1980); “reseda del
campo”’; “poleo”; “usillo”; “muia del monte”; “romerillo” (Jozami et al., 1982; Amorin,
1988); en lengua toba: “kagueta Iche”, que significa canillas de guazuncho (Sorard et al.,
1978); “poleo del campo” (Martinez Crovetto, 1981); “arrayan”, “arrayan del campo”, “favo-

rita”, “usillo” (Cabrera, 1993); “mitd rupa” (Gonzalez Torres, 1997; Bassols et al., 1996).

Foto 1: Aloysia gratissima var. gratissima, ramillete floral.

BREVE DESCRIPCION BOTANICA:

Arbusto alto, que puede alcanzar los 3 m de altura, muy ramoso con ramas y ramitas
secundarias rigidas espinescentes; hojas enteras en ramas floriferas verde oscuras en el
haz y grisaceas en el envés. Flores blancas y fragantes de 4 a 8 cm de longitud. (Botta,
1979; Cabrera, 1965; Jozami et al., 1982). Difiere de Aloysia gratissima var. sellowii (Brig.)
nov. stat. en que en esta Gltima especie predominan hojas de margen aserrado e inflores-
cencias de mayor longitud. A. gratissima var. sellowii habita en el borde de la selva mi-
sionera y de la vegetacién marginal de los rios Parana y Uruguay. (Corrientes y Misio-
nes). (Botta, 1979)
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En el presente trabajo se ha encarado solamente el estudio de la especie A. gratissi-
ma var. gratissima por ser la variedad mas abundante y que se encuentra con mayor
facilidad en los suelos correntinos, a fin de asegurar una poblacion estable para realizar
el estudio estacional sobre los mismos ejemplares.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA!

Estados Unidos del N. y México, Bolivia; sur de Brasil, Cuba, Paraguay, Uruguay;
noroeste y centro de la Argentina: Buenos Aires, Catamarca, Cordoba, Corrientes (Her-
litzka, Empedrado), Entre Rios, La Pampa, Mendoza, Misiones, Santa Fe, San Juan, San
Luis y Tucuman. (Zuloaga et al., 1999; Cabrera, 1993; Bassols et al., 1996)

En Corrientes se la encuentra en las periferias de monte de espinillo o fiandubay
(Prosopis affinis) o de ibopé moroti o0 algarrobo (Prosopis alba). (Carnevali, 1994)

Usos MEDICINALES ATRIBUIDOS Y FORMA DE EMPLEO:

En Argentina se emplea la infusién de sus gajos para resfrios y como anticatarral; la
infusion de hojas como diaforético, estomacal, sedante, afrodisiaco y ténico; la infusion
de hojas y brotes tiernos como digestivo. En Bolivia como carminativo y sudorifico; en
Paraguay, para digestiones dificiles, se colocan diez hojas en una taza de agua caliente;
también se usa como estomaquico y sedante, para los resfrios se hacen infusiones de las
flores, al 2%; en Uruguay, se usan las infusiones de hojas y flores al 1% o directamente
las hojas en el mate, como estomacal y también como antiespasmaddica; las hojas moli-
das como cataplasma. Se la emplea contra los resfrios, asma, dolores de estomago, di-
gestiones dificiles, colicos, indigestiones, en casos de gastritis, neuralgias, males de co-
razon de origen nervioso y susto. (Bassols et al., 1996)

En Brasil, se utiliza la decoccién de las hojas secas contra las hemorroides. (Alice et
al., 1991)

ESTUDIOS FARMACOLOGICOS:

Se ha encontrado actividad antibacterial del aceite esencial de las partes aéreas de
ejemplares provenientes de San Luis, Argentina, en concentraciones no especificadas,
sobre cultivos de Bacillus subtilis, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. (Bailac et
al., 1999) En cambio, no se encontré actividad antibacteriana del extracto hidro-
alcohdlico de partes secas no especificadas, en concentraciones de 5,0 mg/ml sobre:
Bacillus subtilis; Escherichia coli; Micrococcus luteus; Pseudomona aeruginosa; Sta-
phylococcus aureus; tampoco se encontré actividad antifungica sobre Aspergillium ni-
ger en similares concentraciones que las anteriores, y también result6 inactivo frente a
Candida albicans. (Penna et al., 1994)

El aceite esencial de ejemplares de Bolivia, demostrd actividad insecticida en una
concentracion de 1,0 mg/insecto sobre Triatoma infestans. (Chantraine et al., 1998)

Las hojas secas y extraidas con EtOH al 95%, de ejemplares de Bolivia, dieron acti-
vidad antimalérica en concentraciones de 100,0 mcg/ml, sobre Plasmodium falciparum,
y en concentraciones de 1000 mg/kg en via intragastrica en ratones, contra Plasmodium
vinckel. (Mufioz et al., 2000)
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CONSTITUYENTES IDENTIFICADOS:

Fester et al. (Fester et al., 1955), encontraron en el aceite esencial de hojas de Lippia
lycioides, de San Luis y Cdrdoba (Argentina), 1,8-Cineol; Citral; (+)-Limoneno; (-)-
Limoneno; y Verbenona.

En trabajos posteriores, Fester et al. (Fester et al., 1961a), obtuvieron por destilacion
por arrastre con vapor de agua, una esencia en la que prevalecia el aroma a Eucaliptol;
por fraccionamiento por destilacion al vacio separaron tres fracciones, de las cuales, en
la primera se aisld Eucaliptol, y se comprobd la presencia de |-a-Pineno y de d-
Limoneno con algo de Dipenteno; la segunda y tercera fraccion consistieron en sesqui-
terpenos con una pequefia proporcion de ésteres, alcoholes sesquiterpénicos y una ceto-
na, cuya semicarbazona funde por encima de 200° C; de la destilacion de las flores, ob-
tuvieron un rendimiento del 0,53% de esencia con olor a Eucaliptol; luego de una ex-
traccion con carbonato sodico se obtuvieron algunos acidos con aroma a acido iso-
Valerianico y un producto oleaginoso con vestigios de Vainillina.

Segln Jozami y Mufioz (Jozami et al., 1982) en el IPNAYS (San Luis, Argentina) se
extrajo un aceite esencial del que se identificé Pulegona en un 28,4%.

Terblanché y Cornelius (Terblanché et al., 1996), registran la identificacion de los si-
guientes componentes: a-Pineno, p-Cimeno, Alcanfor, Carvona, Citral, Geraniol, aceta-
to de Geranilo, Isomentona, Limoneno, Mentona, Pulegona y Verbenona.

Zygadlo et al. (zygadlo et al., 1995), analizaron el aceite esencial extraido por arrastre
con vapor de agua de las inflorescencias de la planta cultivada en Cordoba (Argentina) e
identificaron los siguientes constituyentes: Limoneno (4%), Sabineno (1%), Ocimeno
(1%), a-Tuyona (1%), B-Tuyona (0,7%), Mentona (2%), Dihidrocarvona (2%), Pule-
gona (66%), Espatulenol (2%), Lippifoli-1(6)-en-5-ona (1%).

Del aceite esencial de las partes aéreas de ejemplares de San Luis, Bailac et al., (Bai-
lac et al., 1999), reportan una composicion constituida principalmente por alcoholes ses-
quiterpénicos y sesquiterpenos: 33,0% de Cadinol; 3,5% de epdxido de 1,2-Humuleno;
3,3% de B-Cariofileno; 2,9% de Biciclogermacreno; 2,8% de trans-Verbenol; 2,3% de
Carotol; 2,2% de a-Humuleno; 2% de acetato de cis-Crisantenol; 1,9% de o-Santalol;
1,6% de B-Bisabolol; 1,6% de y-Gurjuneno; 1,5% de a-Gurjuneno; 1,5% de -Selineno;
1,1% de trans-Sabinol; y 0,7% de Germacreno D, entre los componentes mayoritarios.

Soler et al. (Soler et al., 1986b), reportan haber identificado en aceite esencial de hojas
de esta especie, proveniente de Uruguay: Sabineno (30%), a-Pineno (10%), B-Pineno
(3%), a-Terpineno (1%), Limoneno (1%), 1,8-Cineol (1%), a-Elemeno (2%), Pinocan-
fona (2%), iso Pinocanfona (2%), B-Cariofileno (7%), B-Bisaboleno (5%), Copaenol
(4%), Globulol o Ledol (3%), a-Ledreno (3%), Copaenona (4%), Isocariofileno (2%),
B-Cadineno (2%), a-Curcumeno (2%), Calameneno (1%), Espatulenol (1%).

Del aceite esencial de las flores de ejemplares de Uruguay, se identificaron como
constituyentes mayoritarios alcoholes sesquiterpénicos y sesquiterpenos: Globulol
(8,7%); B-Bisaboleno (7,7%); a-Curcumeno (3,6%); B-Cadineno (2,8%); a-Cedreno
(2,3%); Copaenona (1,9%); Copaenol (1,6%); Calameneno (1,4%); Espatulenol (1,3%)
y oxido de Cariofileno (1%); entre los monoterpenos: iso Pinocanfona (2,4%) y Pino-
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canfona (2,1%). (Soler et al., 1986a) En tanto que de las hojas se separd un aceite esencial
constituido principalmente por: Sabineno (35,3%); a-Elemeno (1,6%); 1,8-Cineol
(1,5%); Ledol (1,5%); a-Terpineno (1,2%); hidrato de cis-Sabineno (0,8%); iso Cariofi-
leno (0,7%); p-Cimeno (0,6%) y Terpinoleno (0,5%). (Soler et al., 1986b)

Segun Bravo et al. (Bravo et al., 1973), el aceite esencial de hojas de ejemplares colec-
tados en Tucuman, esta principalmente constituido por Canfeno, Alcanfor, Limoneno,
Linalol, acetato de Linalilo, Mirceno, a-Pineno y B-Pineno.

Del screening fitoquimico de las partes aéreas de especies de Argentina, Medina et
al. (Medina et al., 1977), informan sobre la ausencia de alcaloides, cardendlidos, flavonoi-
des, compuestos cianogenéticos, leucoantocianinas, saponinas, quinonas y taninos, en
tanto que se encuentran presentes fenoles y esteroles y/o triterpenos. En el Sur de Brasil,
Alice et al. (Alice et al., 1991) detectaron la presencia de alcaloides en hojas.

Sartoratto y Augusto (Sartoratto et al., 2002), en especies cultivadas en Brasil, identifi-
caron por el método de cromatografia de gases utilizando la técnica SPME (extraccion
del espacio de cabeza): trans Pinocanfona (11%), acetato de trans- Pinocarvilo (9%) y
trans Cariofileno (6%) asi como también indican la presencia de un compuesto desco-
nocido, con PM: 222 uma e IR: 1607 um (9% de transmitancia).

Da Silva et al. (Da Silva et al., 2006), en un trabajo sobre la composicion quimica de los
extractos de hojas de Aloysia gratissima colectada en Goiania, Goias, Brasil, reportan la
presencia de sesquiterpenoides como Guayol, Bisabolol y Espatulenol en el extracto
hexanico de las hojas, mientras que el extracto diclorometéanico, por elusién con cloro-
formo — metanol en Silicagel, dio una fraccion enriquecida en el triterpenoide o-
Amirina. La cromatografia sobre Silicagel del extracto en acetato de etilo, con un gra-
diente de solventes de hexano/acetato de etilo, (0 - 100%) permitid separar: acido Betu-
linico, acido Ursolico, acido Oleandlico; 5-hidroxi-4,7’-dimetiléter del flavonoide Api-
genina, el flavonoide Genkwanina, el 7,3°,4’-trimetiléter de Luteolina; el ent-Kaurano
Hoffmanniacetona y un glicésido de Rutina. Por otro lado, el extracto metandlico sepa-
rado por cromatografia sobre Sephadex LH-20, con un gradiente de solvente de agua y
agua/metanol (25, 50 y 75%) permiti6 aislar Verbascdsido y Arenariésido. Dado que no
identificaron iridoides, estos autores postulan la posibilidad de cambiar de familia a esta
especie, trasladandola a la familia Lamiaceas basados principalmente en la presencia de
los diterpenoides, kauranos y feniletanoides que son marcadores filécticos de la familia
antes mencionada.
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3. 3. 2-Aloysia virgata var. platyphylla (Briquet) Moldenke

NOMBRE ACTUAL DE LA ESPECIE:
-Aloysia virgata var. platyphylla (Brig.) Moldenke

SINONIMOS BOTANICOS: (Zuloaga et al.; 1999)
-Aloysia virgata var. elliptica (Brig.) Moldenke
-Lippia arborea Rojas Acosta
-Lippia virgata var. elliptica Brig.
-Lippia virgata var. platyphylla Briqg.

NOMBRES VULGARES:

En guarani: “nifio rupa guaza” (Matoso, 1893) , que significa cuna del nifio grande;
también “pa’ira yvoty” que significa flor del futuro sacerdote; “aloysia grande”; “niflo
rupd”; “cuna del nino”; “cedrén del monte”; en lengua toba: “kagueta Iché Itad” que
significa: padre de las canillas de guazuncho (Sorard et al., 1978); “niflo rupa mayor”. (Ca-
brera, 1993)

Foto 2: Aloysia virgata var. platyphylla, ramillete floral.

BREVE DESCRIPCION BOTANICA:

Con hojas anchamente ovadas, de apice agudo subobtuso y base obtusa a truncada,
de margen crenado-aserrado. Dientes del caliz triangulares, de apice mas o menos agu-
do, de casi igual longitud que el tubo calicino. Ovario piloso. (Botta, 1979)

De acuerdo a la informacion suministrada por Botta (Botta, 1979), en Brasil, Para-
guay, Bolivia, Pert y norte de Argentina se encuentra la especie A. virgata var. virgata
que crece en claros y margenes de selva. De hojas lanceoladas a ovadas, con apice agu-
do y base subobtusa, margen crenulado-aserrado. Dientes del caliz subulados, mas lar-
gos que el tubo calicino; ovario glabro. No se menciona material de Corrientes, aunque
sugiere la posibilidad de hibridos entre las dos variedades, lo cual no ha sido verificado
en este trabajo. (Botta, 1979)
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En el presente trabajo se ha seleccionado para su estudio la especie A. virgata var.
platyphylla dado que es la méas frecuente ademas de encontrarse en poblaciones abun-
dantes que aseguran la estabilidad del material de estudio para la prospeccion geografi-
co- estacional.

DISTRIBUCION GEOGRAFICA:
Bolivia, Brasil, Paraguay; noroeste y nordeste de la Argentina: Chaco, Corrientes,

Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Salta, Santiago del Estero y Tucuman.
(Zuloaga et al., 1999; Cabrera, 1993)

Usos MEDICINALES ATRIBUIDOS Y FORMA DE EMPLEO:

A. virgata var. platyphylla es morfolégicamente muy similar a Aloysia virgata var.
virgata por lo cual se las confunde habitualmente y por consiguiente se le atribuyen los
mismos usos: las hojas y flores en infusidn (Bassols et al., 1996); 0 en el mate; en Bolivia
se utiliza como carminativo, estomacal y ténico; en Paraguay, como anticatarral, anti-
rreumatico, diaforético, estimulante, estomaquico y pectoral, y en uso externo, como
emoliente; también contra la sarna. En Argentina, se indica el uso de hojas y flores en
casos de menstruaciones excesivas. (Bassols et al., 1996)

La madera del tallo es utilizada frecuentemente por los lugarefios, para la manufac-
tura de implementos agricolas (Botta; 1979); se le atribuyen propiedades de estomaquico y
antimalarico, ademas las hojas frescas son usadas para el tratamiento de enfermedades
de la piel (Martinez Crovetto, 1981) y para el tratamiento de excoriaciones (Bassols et al., 1996;
Gonzélez Torres, 1997; Bourdy et al., 2000). La infusion de las flores y de las hojas, tradicio-
nalmente ha sido utilizada en casos de desdrdenes menstruales. (Martinez Crovetto, 1981)

ESTUDIOS FARMACOLOGICOS:

De las partes aéreas, secas, de ejemplares de Brasil, se han ensayado diversas activi-
dades moluscidas de los extractos etandlicos al 95%, resultando activos en concentra-
ciones de 100 ppm contra Biomphalaria glabrata, no asi los extractos con Hexano-

Acetato de etilo, que no resultaron activos en la misma concentracion. (De Souza et al.,
1984)

El extracto con Acetato de etilo de partes secas no especificadas de ejemplares de
Brasil, resulto inactivo en dosis intragastrica en ratones, de 100,0 mg/kg diarios por cua-
tro dias, contra Plasmodium berghei. EI mismo resultado se observé con el extracto
etanolico al 95% y con el extracto hexanico. (Brandao et al., 1985)

CONSTITUYENTES IDENTIFICADOS:

Solamente se reportan los constituyentes quimicos de los extractos metanélicos de
Aloysia virgata (Ruiz y Pavon) A. L. Jussieu. El extracto metandlico diluido con agua
de 6 g de hojas secas y pulverizadas, fue filtrado sobre Florisil y extraido tres veces mas
con HCCIs. Este extracto rindié un compuesto conocido como Hoffmaniacetona y su
monoacetato, en tanto que el mismo extracto pero de los tallos, secos y pulverizados
rindio Verbascoésido, Luteolina y Arenariosido en mayor proporcion. Es decir que De
Oliveira et al. (De Oliveira et al., 2005), caracterizan a las Verbenaceas por la presencia de
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feniletanoides y de glucosidos de iridoides pudiendo relacionar la presencia de Kaura-
nos y ausencia de Iridoides de A. virgata, con las Lamiaceas. (De Oliveira et al., 2005)
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3. 3.3 -Lippia alba (Miller) N. E. Brown

NOMBRE ACTUAL DE LA ESPECIE:
-Lippia alba (Miller) N.E.Brown

SINONIMOS BOTANICOS: (Zuloaga et al.; 1999; Botta, 1979)
-Lantana alba Mill.
-Lantana geminata (H.B.K.) Spreng.
-Lantana lavandulacea Willd.
-Lantana lippioides Hook. & Am.
-Lantana mollissima Desf.
-Lippia asperifolia A. Rich.
-Lippia citrata Cham.
-Lippia crenata Sesse & Moc.
-Lippia geminata H.B.K.
-Lippia geminata Kunth
-Lippia geminata var. microphylla Griseb.
-Lippia globiflora var. geminata (Kunth) Kuntze
-Lippia havannensis Turcz.
-Lippia panamensis Turcz.
-Verbena globiflora L’Her.
-Verbena odorata (Pers.) Steud.
-Zapania globiflora (L’Her.) Willd.
-Zapania lantanoides Lam.
-Zapania odorata Pers.
-Zapania odoratissima Scop.

NOMBRES VULGARES:
Argentina: “yerba buena”, “salvia”, “salvia morada”, “salvia del monte”, “salvia

trepadora”, “romerillo”, “poleo” (Jozami et al., 1982); “salvia maestra”; “salvia de jardin”
(Martinez Crovetto, 1981); “cidrona”, “toronjil morado”; en Peru: “pampa orégano” (Mejia et
al.; 1995); “salvia morada”, “salvia de campo o de monte”, “salvia trepadora”, “salvia
maestra”, “salvia de jardin” (Cabrera, 1993) ; en Brasil: “erva cidreira” (Toursarkissian,

1980); “falsa melissa”; en Colombia: “pronto alivio”; en Costa Rica: “juanilama”; en
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Cuba: “quita dolor”, “menta americana”, “anis de Espafia”, “hinojo de anis”, “poleo”,
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“salvia americana”, “toronjil americano”, “toronjil de Espafia”, “islefio”, “toronjil men-
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tol”, “yerbabuena americana”; en Guatemala: “salvia sija”, “juanilama”, “mastranto”,
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“salvia santa”, “santa mari”’; Honduras: ‘“guanilama”; en México: “Hierba buena”,
“hierba del negro”, “mirto”, “salvia betonica”, “sonora”, “té del pais”; en Nicaragua:
“juanislama”, “rondana”; en Panama: “Mastranto”, “orozul” (Gupta, 1995); en VVenezuela:

“toronjil de arbol”, “cariaquito blanco”, toronjil morado” y “cedrén” (Meza et al., 2001)

24



Foto 3: Lippia alba, rama con hojas y flores.

BREVE DESCRIPCION BOTANICA!

Es un arbusto rizomatoso, que puede alcanzar 1 a 1,5 m de altura, muy ramoso, de
ramas delgadas mimbreadas a veces decumbentes o arraigadas; las hojas son opuestas 0
ternadas, ovadas u ovado-oblongas, de 2 — 6 (9) cm long. por 1,2 — 4,5 cm lat., cuneadas
en la base, serradas o crenadas en el margen; hirsutas en el haz y con el envés reticula-
do-venoso; flores violaceas con fauce amarilla y blanca; corola violacea a lilacina con
fauce blanca amarilla. Cabezuelas breve o largamente pedunculadas. Hojas con pe-
dunculos breves de 0,3 — 1,5 cm long. Caliz 2-filo. Fruto subgloboso u obovoide, de 2,8
— 3 mm diam., cubierto por el caliz acrescente. Es una especie muy variable y polimor-
fa; florece en primavera. (Cabrera, 1993)

DISTRIBUCION GEOGRAFICA:

Sudamérica tropical y subtropical desde el S de México e Islas del Caribe hasta la
Argentina y Uruguay (Cabrera, 1993), Bolivia, Brasil, Paraguay; en Argentina: Buenos
Aires, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Misiones, Santa Fe. (Zuloaga et al.;
1999) En Corrientes, se la ubica en los bosques de Ceibo (Erythrina crista-galli) donde
el bosque ralea y el suelo se mantiene himedo. Se la encuentra ademas en los suelos
haimedos e inundables de campos bajos, con pajonales de Panicum prionitis. Presente
escasamente en montes de aromito o de espinillo de bafiado. (Carnevali, 1994)
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Usos MEDICINALES ATRIBUIDOS Y FORMA DE EMPLEO:

En la Argentina, especialmente en el Nordeste esta planta es considerada como “re-
medio calido” (esta propiedad viene definida en la etnobotanica en funcion del principio
de oposicion a la naturaleza del trastorno; asi para enfermedades consideradas “frias”
producidas por exceso de frio al 6rgano afectado, se recomiendan y utilizan remedios
calidos; las enfermedades “calidas” necesitan de remedios “frios” y son producidas por
exceso de calor) por lo cual es utilizada contra el empacho en forma de decoccion de las
hojas con quemadillo (azUcar quemada a punto de caramelo); también se la usa como
digestivo estomacal y contra los dolores estomacales (Scarpa, 2002); al cocimiento de ho-
jas, infusion de hojas y sumidades floridas, se le atribuyen propiedades de: antiespas-
maodico, diaforético, digestivo, emenagogo, estimulante, estomacal, estomaquico, expec-
torante, nervino; infusion alcohdlica en fricciones y en uso externo, como antihemorroi-
dal (Bassols et al., 1996) El zumo de la raiz o la infusion fria en tomas de tres veces al dia,
o también se usa la tintura, para lo cual se macera 100g de hojas frescas picadas en me-
dio litro de alcohol 80% durante 14 dias. (Mejia et al., 1995). En Brasil, ademas se la cono-
ce por su propiedad tranquilizante; en Guatemala se le atribuye a las hojas accion anal-
gésica; en México, ademas de las propiedades citadas previamente, se la conoce por su
accion sudorifica. (Bassols et al., 1996)

La raiz se utiliza en casos de hemorragias menstruales y posparto; las hojas, en uso
interno, se utilizan para calmar dolores menstruales, menstruaciones excesivas, tos cata-
ria, en uso externo para las cefalalgias. (Bassols et al., 1996)

En Perq, a la infusion se le atribuye la propiedad de aliviar dolores cardiacos, y ali-
viar los casos de infecciones urinarias, propiedad también atribuida a la tintura, y para el
tratamiento de cdlicos, en tanto que si se ingiere la decoccion de las hojas actia como
calmante y soporifero. (Mejia et al., 1995)

Segun los estudios realizados por Rodriguez (Rodriguez, 1991), en la etnomedicina ve-
nezolana se le atribuyen las siguientes propiedades: sudorifica, diaforética, emenagoga,
antiespasmadica, estomacal, contra la diabetes y sedante. Pascual et al. (Pascual et al.,
2001b) han efectuado una revision general de los usos, quimica y farmacologia de las
especies de Lippia. En la misma, reconocen los siguientes usos para Lippia alba: como
estomaquico y para las indigestiones; carminativo; en casos de diarrea y disenteria; el té
es usado como antiespasmadico; analgésico, antiinflamatorio y/o antipirético; en Brasil,
utilizan la infusion o decocciodn para el tratamiento de malestares hepaticos, de desorde-
nes menstruales y también como sedante; en Guatemala y Brasil, como febrifugo; en
Costa Rica, la decoccion es usada como vermifugo. También se reporta como indicada
para el tratamiento de la sifilis.

Segun Castro et al. (Castro et al., 2002) en la Amazonia Brasilera se conocen dos etno-
variedades de esta especie que son usadas para diversas afecciones de acuerdo a la va-
riedad. Una de ellas es conocida como “cidreira” y es utilizada como analgésico y seda-
tivo, en tanto que la otra es conocida como ‘“carmelitana” y es usada contra los desorde-
nes estomacales y como digestivo.

En la medicina vernacula de Colombia se utiliza a esta planta como antihipertensivo

conjuntamente con otras especies como Calea glomerata, Croton schiedeanus, Curate-
Ila americana y Lupinus amandus. (Guerrero et al., 2002)
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Gazola et al. (Gazola et al., 2004), citan el empleo de esta especie en forma de infusion
en la medicina popular brasilera, para el tratamiento de estados de ansiedad y espasmos
intestinales y gastricos, conjuntamente con las especies Cymbopogon citratus y Melissa
officinalis, conocidas cominmente bajo el mismo nombre vernaculo: “cidreiras”. Esta
denominacion indica en general especies que presentan aroma a limon y ademas se les
asocian efectos digestivos, carminativos y espasmoliticos.

ESTUDIOS FARMACOLOGICOS:

Los extractos acuosos de Lippia alba de Brasil fueron estudiados por Gazola et al.
(Gazola et al., 2004). En concentraciones de 0,077- 0,77-7,7 y 77 mg/ml fueron adminis-
trados en volimenes de 0,5 ml correspondientes a dosis de 0,038- 0,38- 3,8 y 38 mg y
dieron como resultado una disminucion en la eficacia cardiaca con todas las dosis, a los
5 segundos, en tanto que el mismo efecto se logré con las dosis mayores a los 15 segun-
dos. La fuerza contractil del corazon no experimentd alteraciones con la aplicacion del
extracto acuoso.

Estudios farmacoldgicos revelan una significativa accion analgésica (Costa et al., 1989)
central y periférica, y posible accion citostatica. El citral, B-mirceno y limoneno, presen-
tes en algunos quimiotipos o variedades de L. alba han mostrado accién anticonvulsi-
vante por administracion intraperitoneal u oral en ratas inyectadas con pentilentetrazol,
requiriendo una dosis oral mayor para producir un efecto similar al de la inyeccion i.p.;
ademas se ha observado un efecto potenciador con el diazepan, lo que sugiere que sus
efectos responden a un mecanismo similar (Viana et al., 2000); y accion sedante y relajante
motora sin generar ningun efecto ansiolitico sino mas bien un ligero efecto anxiogénico
a las dosis mayores (Do Vale et al., 2002). De acuerdo a trabajos anteriores de Viana et al.
(Viana et al., 1998) los aceites esenciales de dos quimiotipos de L. alba de Brasil, presenta-
ron efectos antinociceptivo y antiedematogénico, en tanto que los tres quimiotipos estu-
diados, de la misma zona, demostraron tener un efecto ansiolitico notable. También se
detecto en los tres quimiotipos, efectos sedante y ansioliticos, en tanto que trabajos pre-
Vios (Klueger et al., 1996) no revelaron efectos ansioliticos del extracto acuoso, si bien
mostraron un efecto no especifico, depresor del sistema nervioso central (Vvale et al.,
1999). Vale, ya en 1993, comprobo que el extracto hidroalcohdlico de hojas de L. alba
causaba ataxia y somnolencia en ratones, asi como también un efecto central con el in-
cremento, de manera significativa, de la respuesta latente al estimulo térmico, aunque
posteriormente no se comprob6 que produzca alteraciones en la actividad locomotriz. El
efecto de los extractos de L. alba, puede compararse al efecto que presentan las benzo-
diazepinas que actuan como ansioliticos (a bajas dosis), anticonvulsivo y también como
sedante y miorelajante a altas dosis (principalmente el quimiotipo citral-limoneno, a
altas dosis) (Vale et al., 1999). También el extracto no volatil, extraido de hojas por etanol
80% y luego de evaporacion, presenta efecto sedante y miorelajante en ratones, relacio-
nado a un elevado contenido en flavonoides. (Zétola et al., 2002)

El extracto acuoso o infusion (1:5) liofilizado de las hojas y tallo secos en polvo,
demostro efecto in vitro contra virus de influenza tipo A, diarrea viral bovina tipo 1y
herpes virus tipo 1. (Ruffa et al., 2004)

Extractos con etanol-agua (90-10%) de L. alba colectada en marzo del 2001 en Ma-

ringa, Brasil, fueron ensayados in vitro por su posible accion bactericida, frente a los
microorganismos: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphy-
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lococcus aureus, junto con las levaduras Candida albicans, Candida krusei, C. parapsi-
losis y C. tropicalis. Los extractos de Lippia alba, mostraron una respuesta moderada
frente a la actividad antifungica contra C. krusei y débil actividad contra C. tropicalis,
mientras que no mostraron actividad contra C. albicans ni C. parapsilosis. Sin embargo
no mostraron actividad bactericida (Holetz et al., 2002). En otros ensayos, se determind
cierta actividad bactericida contra bacterias Gram-positivas Staphylococcus aureus,
Streptococcus neumoniae y S. pyogenes sin especificar la procedencia de las plantas ni
el quimiotipo estudiado. (Caceres, 1996)

El estudio etnofarmacoldgico de especies de Brasil (Oriximina, Estado de Pard), rea-
lizado por Oliveira et al., (Oliveira et al., 2006), permitié corroborar el efecto sedante que
se le atribuye a las infusiones o decocciones de esta especie, principalmente consideran-
do que el estudio se realiz sobre ejemplares correspondientes al quimiotipo Mirceno —
Citral. Estos autores atribuyen la efectividad sedante de las infusiones a la presencia no
solamente de Citral en el aceite esencial sino también de flavonoides en los extractos de
esta planta, que mostraron efecto miorelajante y sedante, segun Zétola et al., (Zétola et al.,
2002). Por otra parte, el estudio antimicrobiano realizado por los primeros autores, revelo
actividad contra Candida albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans T:-
444, Fonsecaea pedrosoi 5 VPL, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lactobacillus
casei ATTC 4646, Streptococcus mutans ATCC 25175. Esta actividad la atribuyen a la
presencia de monoterpenos, principalmente Mirceno y Citral. Dichos autores confirman
que de la encuesta realizada a pobladores que hacen uso de las plantas como medicina-
les, no obtuvieron mayormente respuesta respecto de la actividad antiinflamatoria y
analgésica que citan otros autores. (Costa et al., 1989; Forestieri, et al., 1996)

El examen de la accion de la infusion preparada con material vegetal de Guatemala,
sobre ratas Wistar, mostré que no causa irritacién gastrica por administracion durante
cinco dias consecutivos, ademés de resultar altamente efectiva en la prevencién de la
ulceracion gastrica inducida por indometacina. Otra propiedad importante observada en
el tratamiento de ratones con las infusiones de L. alba es la de mantener practicamente
invariable el pH gastrico y la acidez total, a diferencia de lo que ocurre en el tratamiento
con ranitidina. (Pascual et al., 2001)

También en Guatemala se demostrd la accion analgésica central y periférica a dosis
de 750 a 1.000 mg / kg de peso. (Bassols et al., 1996)

Pascual et al., (Pascual et al. 2001b), reportan cierta actividad citostatica del aceite
esencial de Lippia alba, como asi también indican que fue demostrada la accién sedante
de algunos extractos, sin especificar los solventes de los mismos.

Guerrero et al., (Guerrero et al., 2002), estudiaron el efecto antihipertensivo y vasodila-
tador de diferentes especies vegetales utilizadas en la medicina vernacula de Colombia,
entre las cuales incluian a Lippia alba; sin embargo los resultados de los estudios reali-
zados sobre ratas Wistar y SHR con diferentes concentraciones de los extractos etanoli-
cos no demostraron actividad para esta especie.

También de especies de Colombia, Puertas-Mejia et al., (Puertas-Mejia et al., 2002), es-
tudiaron el efecto antioxidante del aceite esencial, encontrando que esta especie muestra
una actividad muy baja respecto del radical ABTS (monocation radical acido 2,2°-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) determinada por el reciente ensayo TEAC de
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decoloracion del radical catién y también por el ensayo DPPH, dando una actividad
antioxidante total de 14,4 mmol Trolox/kg de aceite y una concentracion efectiva relati-
va ECso de 0,28 kg de aceite/mmol de DPPH.

Los estudios sobre la actividad antiviral de extractos con diclorometano y con etanol
de plantas medicinales realizados por Abad et al., (Abad et al., 1997), ensayada sobre Her-
pes simplex tipo | (HSV-1, virus del DNA) incluian a Lippia alba entre las mismas y
dieron como resultado que los extractos con diclorometano fueron especialmente toxi-
cos por lo que estarian compuestos por sustancias antiproliferativas muy activas. Los
extractos etandlicos también resultaron efectivos sobre HSV-1 a concentraciones cre-
cientes desde 12,5 a 50 ug/ml aunque en este caso, el limite de toxicidad esta muy pro-
ximo al rango de concentracién util.

Son muy pocos los trabajos que citan ensayos sobre la evaluacion de la actividad fi-
sioldgica de un quimiotipo especifico, a tal respecto se pueden citar los estudios realiza-
dos por Stashenko et al., (Stashenko et al., 2003), sobre el quimiotipo Carvona de Colom-
bia, en el cual se evalu6 la actividad antioxidante mediante mediciones realizadas sobre
un sistema lipidico modelo (emulsion del &cido Linoléico) a una concentracion igual o
mayor que la de la vitamina E y el BHA. Como resultado de estos estudios surgié que
Lippia alba de Colombia constituida principalmente por Carvona y Limoneno tiene
una actividad antioxidante in vitro, en una concentracion de 10 g/l, similar a la de la
vitamina E y el BHA. (Stashenko et al., 2003)

En el caso de ejemplares de Lippia alba cultivados y estudiados en La Habana, Cu-
ba, Ramos et al., (Ramos et al., 2003), ensayaron el efecto antimutagénico de extractos
hidroalcoholicos obtenidos por percolacion. Los ensayos dieron como resultado que esta
especie, de la cual no especificaron el quimiotipo estudiado, posee una ICso< 30ug/mi
en el ensayo de reduccion del radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) lo cual es
indicativo de un buen potencial como inhibidor de radicales libres. Por otro lado, el en-
sayo de inhibicion de peroxidacion lipidica dio una ICso< 32ug/ml, con lo cual se pre-
sume una buena actividad antioxidante. El ensayo antimutagénico se realiz6 estudiando
la regeneracion del dafio inducido por TBH (hidroperdxido de ter-butilo) sobre Esche-
richia coli; en este caso, se observo una disminucion del 25 - 50% cuando se trato E.
coli con extractos de Lippia alba, aun en ausencia de TBH (2,5 - 10mg/plato), lo cual

estaria poniendo en evidencia algun tipo de toxicidad de la especie ensayada. (Ramos et
al., 2003)

Por otro lado, Teixeira Duarte et al., (Teixeira Duarte et al., 2005), ensayaron la activi-
dad anti Candida albicans en algunas especies comunes en Brasil, entre las que se en-
contraba Lippia alba. Esta especie resulté constituida principalmente por Linalol
(76,3%) seguido por 1,8-Cineol (2,3%) y Germacreno B (1,9%), por lo que los resul-
tados obtenidos son aplicables al quimiotipo Linalol. Se ensayaron tanto el extracto al-
coholico como el aceite esencial, obteniéndose resultados negativos en el caso del pri-
mero, mientras que el aceite esencial result ser un inhibidor moderado de Candida al-

bicans con un MIC (Minima Concentracion de Inhibicion) de 0,6mg/ml. (Teixeira Duarte
et al., 2005)

En un trabajo reciente, Andrighetti — Frohner et al., (Andrighetti — Frohner et al., 2005),
evaluaron la actividad antiviral de hojas de Lippia alba colectada en Floriandpolis, esta-
do de Santa Catarina, Brasil, sin identificar el quimiotipo o la composicion quimica de
la especie. En ese trabajo, investigaron la actividad por el método de la inhibicién de
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citopatogenicidad sobre virus tipo 1 Herpes simples (HSV-1), y poliovirus tipo 2 (PV-
2). Se ensayaron los extractos: hidroetanolico al 10%, en diclorometano 0,3%, acetato
de etilo 0,3% y n-butanol 1,3%, resultando que el extracto en Acetato de etilo demostro
actividad antipoliovirus, con una concentracion CEsp =125 (ug/ml), mientras que sola-
mente el extracto n-butandlico mostro6 inhibicion del HSV-1. (CE: concentracion nece-

saria para inhibir el efecto citopatogénico viral al 50% (ug/ml)). (Andrighetti - Frohner et al.,
2005)

CONSTITUYENTES IDENTIFICADOS:

Posee un aceite esencial que le confiere un aroma pronunciado pero cuya composi-
cién varia de acuerdo a la procedencia y ain con la edad de las hojas. Fester et al., (Fes-
ter et al., 1961a), distinguieron tres variedades segun su origen geografico:

-variedad santafesina: principalmente con I-Dihidrocarvona, I-Alcanfor, Citral,
Linalol, d-a-Pineno;

-variedad entrerriana: con d-Limoneno, Lippiona (~50%), d-Piperitona y Piperi-
tenona y como constituyentes menores d-a-Pineno, dl-Dihidrocarvona, Ctral
y Alcanfor;

-variedad del norte de Santa Fe: con Citral.

Estudiando ejemplares provenientes de la Isla Puente situada muy cerca de la costa
entrerriana, en Santa Fe, Fester et al., (Fester et al., 1961b), identificaron Dihidrocarvona
tanto por la formacion de una semicarbazona del aceite esencial, con un maximo en el
UV de 226 nm como por el espectro IR de la misma. En esencias de la misma proce-
dencia pero de plantas colectadas un afio después, identificaron Citral, por medio de la
formacion del complejo bisulfitico, y 1,8-Cineol y Alcanfor por espectroscopia IR de la
fraccion liviana de la esencia. También por espectroscopia IR identificaron Linalol y
Dihidrocarvona. Asimismo, no encontraron Lippiona, cetona caracteristica de las espe-
cies de la costa entrerriana. En resumen, la esencia de Isla Puente esta caracterizada por
Dihidrocarvona, seguida por el 1,8-Cineol y en menores proporciones por Alcanfor y
Carvona, estando en proporciones muy pequefias Linalol y Citral.

De material vegetal proveniente de la zona de Puente Pezoa (Corrientes), Fester et
al., (Fester et al., 1961c), extrajeron Citral por el método de Tiemann y luego de restituido
el complejo bisulfitico, lo identificaron por espectroscopia UV. Ademas por restitucion
de la semicarbazona de la esencia, identificaron la presencia de 1,8-Cineol sin hallarse
Lippiona ni Lippiafenol, componentes caracteristicos del quimiotipo entrerriano.

De las costas de los Rios Parana y Uruguay, en la Provincia de Entre Rios, se estu-
diaron ejemplares de L. alba con alto contenido en Lippiona (1,2-epoxipulegona) (Reta-
mar, 1994). Posteriormente, Shimizu et al., (Shimizu et al., 1996), determinaron la configu-
racion relativa de la Lippiona, por mediciones de dispersion oOptica rotatoria, resultando
1S,2S.

También de Argentina, pero en esencias estudiadas de plantas provenientes de Tu-

cuman, se encontro Piperitona en proporciones variables entre 37 y 24% correspondien-
tes a esencias de primavera y otofio, respectivamente, Limoneno en 34% para esencias
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de primavera y 47% en las de otofio y 1,8-Cineol variando entre el 10 y 13% respecti-
vamente para los estados de crecimiento mencionados. (Catalan et al., 1977)

Del aceite esencial de ejemplares provenientes de Brasil, Zoghbi et al., (Zoghbi et al.,
1998), identificaron tres quimiotipos caracterizados por:

-tipoA: Sabineno (8,2%), Mirceno (3,7%), Limoneno (18,4%), 1,8-Cineol
(34,9%), a-Terpineol (1,3%), Carvona (8,6%), 3-Cubebeno (1,0%) y Nerolidol
(1,5%).

-tipo B: a-Tuyeno (2,1%), Sabineno (0,7%), Mirceno (11,0%), Limoneno (32,1%),
Carvona (31,8%) y Germacreno D (21,0%).

-tipo C: a-Pineno (1,6%), Sabineno (1,0%), Ocimeno (1,0%), Limoneno (1,2%),
1,8-Cineol (3,1%), Linalol (3,9%), Neral (13,7%), Geranial (22,5%), B-
Elemeno (3,7%), B-Cariofileno (10,2%), Germacreno D (25,4%), Viridifloreno
(3,1%), a-Farneseno (2,4%), y-Elemeno (1,4%) y oxido de Cariofileno (2,9%).

En material que crece en el sudeste de Brasil y también transplantado a localidades
diferentes se ha observado un nuevo gquimiotipo con un aceite esencial de elevado con-
tenido de (S)-Linalol (46,5 a 90,7%). (Siani et al., 2002). En plantas colectadas en San
Pablo (Brasil), Frighetto et al., (Frighetto et al., 1998), también reportan un aceite esencial
constituido principalmente por Linalol (78%), 1,8-Cineol (6,5%) y p-Cariofileno
(2,7%).

Teixeira Duarte et al., (Teixeira Duarte et al., 2005), reportan también un aceite esencial
de Lippia alba proveniente de cultivos del Centro de Investigaciones de Quimica, Bio-
logia y Agricultura de la Universidad Estatal de Campinas, San Pablo (Brasil), formado
principalmente por Linalol (76,3%), 1,8-Cineol (2,3%) y Germacreno B (1,9%).

De acuerdo al estudio del contenido en biomasa en tres partes de la planta (apical,
media y basal) realizado por Castro et al., (Castro et al., 2002), en Lippia alba de Brasil,
sobre especies colectadas en otofio/98, primavera/98, verano/98, invierno/98 y ve-
rano/99, el contenido resulté un 22% mayor en las plantas de verano/98 que las de oto-
fio/98 y un 42% mayor que las de invierno/98. En tanto que el rendimiento en aceite
esencial resulté mayor en verano/99, correspondiendo, ademas, los mayores rendimien-
tos en esencia a las hojas mas jovenes, esto es las apicales y medias (0,5% para las api-
cales, 0,6% para las medias y 0,3% para las basales en otofio, 0,5% para las apicales,
0,7% para las medias y 0,1% para las basales en invierno). De acuerdo a este estudio, la
composicion quimica de los aceites esenciales resulté con el mismo perfil para todas las
estaciones, alcanzando el 50% de la composicion con el Neral, Geranial y el llamado
por los autores: "t-Cariofileno".

Mattos et al., (Mattos et al., 1996), estudio la composicidn del aceite esencial de hojas
de 6 clones de esta especie, por CG/EM, obteniendo como resultado para tres de los
clones: Neral (27,2% - 30,4%) y Geranial (35,6% - 40,9%), en cambio los tres clones
restantes resultaron quimiotipos Carvona, con una proporcion de este componente entre
el 42,3% vy el 54,7%. Segun Catalan et al., (Catalan et al., 2002), en seis colecciones de
aceites esenciales del Nordeste de Brasil estudiados por De Abreu Matos et al., (De
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Abreu Matos et al., 1996), se identificaron dos quimiotipos: uno conteniendo Carvona (42 -
55%) y Limoneno (23 - 30%) y el otro con Geranial (27 - 30%) y Neral (36 - 41%).

Resulta interesante destacar que en un examen sobre efectos comportacionales, au-
tores brasilefios hacen referencia a cuatro quimiotipos: I) con Citral, B-Mirceno y Limo-
neno; I1) con Citral y Limoneno, I11) con Carvona y Limoneno (Vale et al., 1999), V) con
Linalol (Siani et al., 2002), es decir que no citan la presencia de Lippiona, Piperitona o
Dihidrocarvona a diferencia de las variedades de Argentina.

Ejemplares de la especie, colectados en Oriximina, Estado de Para (Brasil), dieron
un aceite esencial constituido principalmente por monoterpenos oxigenados de los cua-
les se destacan: Mirceno (15%), Neral (16,4%), Geranial (20,7%), Nerol (3,8%) y Gera-
niol (5,2%). Entre los sesquiterpenos presentes en el aceite esencial, aparecen trans-f3-
Cariofileno (4%) y Germacreno D (4,9%). Por lo cual los autores asocian esta especie al
quimiotipo Mircenona-Citral. (Oliveira et al., 2006)

Plantas provenientes de Cuba, se caracterizaron por aceites esenciales conteniendo
Carvona (33%), Limoneno (31%) y B-Guayeno (13%). (Pino et al., 1997; Pino et al., 1996)

El aceite esencial de Lippia alba procedente de Lucknow, India, contiene como
principales constituyentes Linalol (65,2%), 1,8-Cineol (6,6%), Geraniol (2,8%), Terpi-
nen-4-ol (2,7%) y a-Terpineol (1,6%). (Bahl et al., 2000)

Ejemplares estudiados de Guatemala (Senatore et al., 2001) caracterizados por la pre-
sencia de 1,8-Cineol (14,2%), Limoneno (43,6%) y Piperitona (30,6%) con pequefas
cantidades de sesquiterpenos y/o alcoholes sesquiterpénicos, muestran coincidencia en
la composicion del aceite esencial de las hojas con muestras registradas de Tucuman,
(Argentina), de acuerdo a lo examinado por Catalan et al., (Catalan et al., 1977), en plantas
que fueron colectadas en primavera y en otofio, las que contenian un 37% y 24% respec-
tivamente, de Piperitona, 34% y 47% respectivamente de Limoneno y 10% y 13%
respectivamente de 1,8-Cineol. (Catalan, 2002). Este trabajo resulta interesante dado que
es uno de los pocos que menciona el andlisis de los aceites esenciales en dos épocas de
crecimiento diferentes de la matriz vegetal.

Por otra parte, Stashenko et al., (Stashenko et al., 2003), analizaron plantas de Lippia
alba provenientes de la region Nororiental de Colombia, con diversos métodos de ex-
traccion (hidrodestilacion, hidrodestilacion asistida por microondas, extraccion por flui-
dos supercriticos, aislamiento de componentes volatiles por el método de analisis de
cabeza estatico, dinamico de purga y trampa 0 por micro extraccion en fase sélida del
espacio de cabeza) por lo cual la composicion del aceite esencial quedd bien dilucidada
puesto que de acuerdo al método utilizado han podido identificar los constituyentes de
la fraccion liviana o de la sesquiterpénica. De la extraccion de tallos y hojas por hidro-
destilacion, han identificado el quimiotipo Carvona, quimiotipo nuevo para esa region,
constituido por: Carvona (40 - 57%), Limoneno (24 - 37%), Biciclosesquifelandreno (2
- 22%), Piperitona (1 - 2 %), Piperitenona (0,8 - 1,2%) y B-Bourboneno (0,6 - 1,5%).

Posteriormente, Stashenko et al., (Stashenko et al., 2004), confirman que el aceite esen-
cial de Lippia alba obtenido por hidrodestilacion, también de ejemplares de Colombia,
resultd estar principalmente constituido por Carvona (40 - 57%) en la fraccion volatil,
seguido de Limoneno (24 - 37%), Biciclosesquifelandreno (5 - 22%), Piperitenona (1 -
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2%), Piperitona (0,8 - 1,2%) y B-Bourboneno (0,6 - 1,5%). Puertas Mejia et al., (Puertas
Mejia et al., 2002), confirman la presencia de (x) Carvona en el aceite esencial de Lippia
alba de Colombia, en un total de 51,0%.

Cicci0 et al., (Ciccit et al., 2004), en un trabajo sobre el aceite esencial de ejemplares
cultivados en campos de la empresa Bougainvillea S.A., en la region de Talamanca,
Provincia de Limon en Costa Rica, identificaron dos tipos de Lippia alba basados a su
aroma: una de ellas conocida como “dulce”, de olor fragante, y la otra “fuerte”, de aro-
ma sumamente fuerte y poco agradable. En el citado trabajo, estudiaron la composicion
del aceite esencial de ejemplares que respondian a la variedad “dulce”, encontrando
como constituyentes principales: Limoneno (23,3%) y Carvona (69,2%) con lo cual
asocian la especie estudiada al quimiotipo Carvona, mas frecuente en Brasil, Per( y
Cuba.

Mejia y Rengifo, (Mejia et al., 1995), citan como constituyentes del aceite esencial de
material de Peru al Lippiol, Citral, L-Limoneno, Geraniol y alcaloides no especificados.

Catalan et al., (Catalan et al., 2002), informan que en el aceite esencial de plantas de L.
alba oriundas del Amazona Peruana, se encontré un 63% de Carvona, 5,6% de Germa-
creno D y 5% de Limoneno como constituyentes principales. (Leclerq et al., 1999)

Dellacassa et al., (Dellacassa et al., 1990), encontraron como principales componentes
del aceite esencial de hojas de plantas silvestres de Uruguay, Alcanfor (18,2%), 1,8-
Cineol (16,5%) y pB-Cubebeno (6,9%). Lorenzo et al., (Lorenzo et al., 2001), estudio la
composicion quimica del aceite esencial de hojas de especies cultivadas en Uruguay y
comunicd la presencia de un nuevo quimiotipo con Linalol como principal constituyen-
te. El aceite que separaron era de color amarillo palido con un rendimiento de 0,25 a
0,40% p/p y reporté como principales constituyentes a: Linalol (55,3%); B-Cariofileno
(9,0%); Germacreno D (6,0%); B-Cubebeno (4,0%); Germacreno B (3,1%); Limoneno
(2,9%); y-Elemeno (1,4%) y Germacreno A (1,3%). Por otra parte, del analisis enantio-
mérico de a-Pineno, Sabineno, Limoneno y Linalol para los mencionados aceites esen-
ciales, se observé que el enantiomero del Linalol més abundante es el (+), siendo la re-
lacion (+) : (-) de 99,6 : 0,4. Para el a-Pineno, esta relacion es de 8,3 : 91,7, en el Sabi-
neno de 16,4 : 83,6 y en el Limoneno de 95,4 : 4,6. En el caso de a-Pineno y Sabineno
es predominante la presencia del isomero levo, a diferencia del Limoneno y Linalol que
se encuentran principalmente como los isomeros dextro.

Fischer et al., (Fischer et al., 2004), realizaron un extensivo estudio del aceite esencial
de Lippia alba, silvestre y cultivada, en 16 localidades de Guatemala ubicadas a diferen-
tes alturas comprendidas entre los 200 m y los 1915 m, de las cuales obtuvieron un ren-
dimiento en esencia variable entre el 0,18 y el 0,37% p/p. Como resultado del estudio de
la composicion del aceite esencial, catorce muestras dieron una composicion similar que
les permitié definir un nuevo quimiotipo conteniendo Mircenona, en tanto que las dos
muestras restantes correspondian al quimiotipo Citral. Los componentes mayoritarios
del quimiotipo Mircenona son: Mircenona (37,8 - 58,2%); (Z)-Ocimenona (11,1 -
16,3%); (E)-Ocimenona (3,5 - 6,8%) y Mirceno (3,5 - 8,4%). El quimiotipo Citral en
cambio, esta caracterizado por la presencia de: Geranial (24,7 - 27,0%), Neral (17,6 -
18,9%), 1,8-Cineol (20,3 - 25,4%), Sabineno (2,0 - 2,3%) y 6-metil-5-heptén-2-ona (1,4
- 1,5%).
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Meza et al., (Meza et al., 2001), estudiaron plantas de tres localidades diferentes del
Estado de Téchira, Venezuela y reconocieron que dos de ellas estaban constituidas prin-
cipalmente por Z-Citral (21,5 - 59,8%) y E-Citral (30,9 - 30,8%) con proporciones me-
nores de Geraniol, (4,3 - 24,9%), Limoneno (3,3 - 1,8) y 6-metil-5-heptén-2-ona (7,7 -
1,6%). La otra poblacion de plantas esta caracterizada por I-Carvona (40,8%) y Limo-
neno (44,2%).

Del analisis foliar de Lippia alba proveniente del Campo Experimental de la Facul-
tad de Ciencias Agrarias de la UNNE (sobre ruta 12, km 5, en Corrientes Capital), en
dos periodos de cosecha diferentes (septiembre y noviembre), Schroeder M. et al., (Sch-
roeder M. et al., 2004), detectaron que las concentraciones foliares de N, P, K, Ca, Mg, Cu,
Mn, Fe y Zn se encuentran dentro de los parametros considerados normales observan-
dose solamente ligeras disminuciones en los respectivos contenidos de septiembre a
noviembre. (Schroeder, M. et al., 2004)

Mas recientemente, Braga et al., (Braga et al., 2005), realizaron un estudio sobre la in-
fluencia de la técnica de extraccion en el rendimiento en aceite esencial, para lo cual
compararon los resultados obtenidos mediante la técnica de extraccion con fluidos su-
percriticos, determinando las temperaturas y presiones mas adecuadas para lograr el
mayor rendimiento de los componentes principales de Lippia alba. El trabajo se realizd
sobre ejemplares correspondientes al quimiotipo Carvona (Carvona y Limoneno) culti-
vados en el Departamento de Produccion de Plantas del Colegio de Agronomia y Cien-
cia / UNESP, de Botucatu, Brasil. Como resultado lograron las condiciones de extrac-
cién con Fluidos Supercriticos en las que se obtiene la mayor proporcion de Carvona
(80%) y Limoneno (17%) correspondientes a 80bar/323K y 12bar/323K respectivamen-
te. Ademas citan como componentes secundarios Guayol y Bulnesol. (Braga et al., 2005)
Respecto de la composicion correspondiente a los extractos con equipo de Soxhlet, ob-
servaron la impurificacion por presencia de compuestos pesados que se extraen simulté-
neamente con el etanol utilizado en el proceso; por lo cual fue mas complicado realizar
la determinacion de las condiciones para extraer con los fluidos supercriticos la mayor
proporcion de Carvona y Limoneno.

Se desprende de todo lo visto anteriormente que los aceites esenciales de esta espe-
cie no presentan una composicion quimica estable sino que por el contrario, aparecen
quimiotipos. Para facilitar la lectura de todos estos antecedentes para L. alba, se han
resumido los diferentes quimiotipos en una misma tabla, segun su lugar de origen. (Ta-
bla A)
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Tabla A (los valores se aproximaron a la unidad)

Compuesto A
B g2 | | 2| 8 o s |5 5| = | £ =
c 2 2 S g S s | E| < < =] = :
_ O S 3 - ) % = < c 5 s g Referencia
Or;ge b £ S S § O 3 < - = o
quimiotipo ©
Argentina
Corrientes si si Fester et al., 1961c
Entre Rios 50 Fester et al., 1961; Retamar, 1994
Santa Fe si si si Fester et al., 1961
Tucuman 10-13 | 34-47 24-37 Catalan et al., 1977
Brasil
Tipo A 35 18 9
Tipo B 11 32 21 32 .
Tipo C 1 > % Zoghbi et al., 1998
Carvona 23-30 42-55 De Abreu Matos et al., 1996;
17 80 Braga et al., 2005
Geranial 63-71 De Abreu Matos et al., 1996
6 47-91 Siani et al., 2002; Frighetto et al.,
Linalol 1998
2,3 73,6 Teixeira Duarte et al., 2005
Tipo | Si Si
Tipo Il Si Si Vale et al., 1999
Tipo I Si Si
Tipo IV Si Siani et al., 2002
Citral 50 Castro et al., 2002
Citral 63-71
Carvona 42-54 Mattos, 1996
Mirceno-Citral 15 37 5 Oliveira et al., 2006




Compuesto A
g | 2| §|¢e|l | 2| glsls| = &=
— c c [<5} — o = — = o = c A
_ Q 2 8 2 g c g | 8| £ g = g Referencia
Or;ge * 5 3 S GE) 3 S < - _r;:__L 3
quimiotipo ©
Colombia
Carvona 24-37 40-57 1-2 Stashenko et al., 2004;
51 Puertas et al., 2002
Costa Rica
Dulce | 233 | 69,2 | Ciccid et al., 2004
Cuba
Carvona | 31 | 33 | Pino et al., 1997; Pino et al., 1996
Guatemala
Citral 20-25 42-46 Fischer et al., 2004
Mircenona 38-58 Fischer et al., 2004
Piperitona 14 44 31 Senatore et al., 2001
India
Linalol 7] | 65 3 [Bahletal., 2000
Peri
Carvona 5 6 63 Leclerg et al., 1999
Lippiol si si si Mejia et al., 1995
Uruguay
silvestres 17 18 Dellacassa et al., 1990
cultivadas 3 6 55 Lorenzo et al., 2001
Venezuela
Citral 3-2 52-91 9-25 | Mezaetal., 1996
Carvona 44 41 Meza et al., 1996
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Hipotesis de trabajo

Como se ha expuesto anteriormente, la tradicion de uso de las plantas consideradas
como medicinales en la region en estudio se remonta a tiempos bien antiguos, por lo
cual tambien data de fechas similares el interés por conocer sus composiciones quimi-
cas. Aunque la region del nordeste argentino se caracteriza por ser del tipo llanura con
vegetacion acorde a tal tipo de suelo, la biodiversidad del ambiente ecoldgico es tan
amplia que es probable que se produzcan notorias diferencias tanto en la composicion
quimica como en el aspecto morfologico de muchas especies vegetales. Por lo tanto,
para la misma especie, puede ser frecuente encontrar usos y aplicaciones medicinales
populares de lo mas variadas. Trasladado esto a nivel industrial, hace que las plantas
medicinales de la region sean materia prima potencialmente interesante e importante
para la industria.

Paralelamente el conocimiento de los factores involucrados en el condicionamiento
y expresion de la biodiversidad para las plantas y ambiente ecolédgico definidos, repre-
senta un valor adicional en el manejo de los materiales, brindando la informacién mini-
ma requerida para su posible aprovechamiento en forma eficiente y sostenida.

En consecuencia, surge el interés de determinar la composicion quimica de las espe-
cies seleccionadas para confirmar las siguientes hipdtesis:

-la caracterizacion quimica de las poblaciones vegetales encontradas en la region en
estudio, puede contribuir a identificar nuevas variedades, las que a su vez pueden ser
potencialmente Utiles para la industria alimenticia, farmacéutica, de sabores y fragan-
cias, de semisintesis, etc.;

-la variacion estacional de la composicion quimica de los aceites esenciales permiti-
ria definir el momento mas adecuado para la colecta o cosecha del material vegetal;

-la hipétesis anterior, no sélo supone la presencia de compuestos Utiles o bioactivos
sino también la posible existencia de sustancias indeseables por su toxicidad. EI cono-
cimiento de esto puede contribuir al uso seguro de las especies estudiadas.

En este sentido, un mayor y mejor conocimiento de estos aspectos también establece
criterios para el adecuado manejo de las poblaciones preservando sus caracteristicas en
cuanto a comporamiento de su composicion y relacion con su entorno. En un escenario
de manejo de plantaciones silvestres, pero fundamentalmente en una perspectiva de
aprovechamiento con intervencién de seleccion, domesticacion y cultivo de los materia-
les.
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Objetivos

Estudiar la composicion quimica de los aceites esenciales de Aloysia gratissima var.
gratissima, Aloyisa virgata var. platyphylla y Lippia alba, para:

-recopilar la informacion existente sobre las especies estudiadas a fin de aportar co-
nocimiento cientifico sobre la utilizacion de las mismas en la medicina vernacula en la
region del nordeste;

-seleccionar poblaciones representativas de las especies, condiciones de desarrollo y
su entorno ecoldgico

-obtener y analizar la composicidn quimica de sus aceites esenciales;
-analizar la variabilidad estacional de la composicion quimica de los mismos;

-a través del conocimiento de la composicion de sus aceites esenciales confirmar el
uso seguro de las especies o alertar sobre la posible toxicidad de las especies estudiadas;

-identificar la existencia de nuevos quimiotipos que colaboren en la identificacion
botanica de las especies 0 que puedan ser utilizados en procesos industriales de semisin-
tesis;

-evaluar, con validez estadistica, el impacto de cada uno de los factores considera-

dos de modo de considerar las implicancias que estos resultados pueden tener sobre el
uso popular y la aplicacion industrial de estas especies.
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6. - Parte Experimental
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6.1- Materiales
Inicialmente se delimitd el universo de estudio a poblaciones vegetales abundantes
en una region de la Provincia de Corrientes.

6.1-Ejemplares estudiados:

Se han seguido las indicaciones de Romeo Carnevali (Carnevali, 1994) y se ha consul-
tado a la especialista botanica Lic. Sara Tressens (Herbario IBONE) sobre la existencia
de poblaciones abundantes de estas especies, tras lo cual se realizaron numerosos viajes
de prospeccion a fin de individualizar e identificar dichas poblaciones y realizar la co-
lecta.

En todos los casos el material vegetal ha sido recolectado realizando cortes a modo
de poda, con tijera para evitar la pérdida de aceite esencial, para preservar las plantas
madres y conservar la poblacion para la realizacion del estudio estacional. Las recolec-
ciones se realizaron en general en las épocas de Verano, Otofio y Primavera, excluyén-
dose el Invierno por ser la época en que las plantas no presentan un buen desarrollo fo-
liar. Resultados preliminares indicaron la validez de esta estrategia de trabajo.

Para facilitar la identificacion de las zonas de recoleccidon del material vegetal, se
indica en el mapa de la provincia de Corrientes, las localidades elegidas para muestreo y
las zonas fitogeograficas de acuerdo a lo indicado por Carnevali (Carnevali, 1996).
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Figura 2: Mapa de Corrientes con localizacion de las zonas de recoleccion del ma-
terial vegetal:
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1, 2, 3: Zonas Fitogeograficas

De las zonas seleccionadas para la recoleccion del material vegetal de acuerdo al en-
torno ecoldgico-geogréafico y considerando los diversos estados vegetativos de las espe-
cies a fin de realizar un seguimiento estacional de la composicion del aceite esencial, se
recolectaron ejemplares de:

6.1.1-Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc. var. gratissima:

Se han seleccionado tres localidades para muestrear: San Lorenzo, Rio Empedrado
y Perichon (Corrientes), por las caracteristicas del suelo y por haberse observado pobla-
ciones abundantes. Debido a que la region del Nordeste se caracteriza por un clima pre-
dominantemente célido, y en los Gltimos afios se ha observado una modificacion global
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de los estados climéaticos como consecuencia de las corrientes de EI Nifio y La Nifia, no
necesariamente las estaciones otofio, primavera y verano concuerdan con las fechas cro-
noldgicas establecidas para las mismas, por lo tanto, algunas colecciones han sido reali-
zadas a fines de marzo o inicios de abril, con un clima predominantemente veraniego.
En tales casos, se designo la estacion que caracterizaria a la esencia en funcion del esta-
do de desarrollo de la planta, considerando que en la época de verano generalmente las
plantas se encuentran totalmente desarrolladas, con flores y /o frutos, en primavera se
hallan en floracion, con pimpollos y en otofio, generalmente, no presentan ni flores ni
frutos.

Caracteristicas de los Ejemplares Estudiados:

-San Lorenzo (Corrientes): 85 km al S de la capital correntina (Departamento Sala-
das, 28,70° S, 58,47° W y 65 m de altitud); poblaciones abundantes en el centro del
pueblo, en terreno baldio aledafio a la finca de la familia Taconi; en proximidades de
poblaciones de Ambrosia tenuifolia (altamisa) constituyendo los ejemplares colectados,
el estrato de mayor altura de la poblacion vegetal.

Material identificado por: Lic. Sara Tressens (IBONE)

Ejemplar/es de herbario: (FAI) 0124; 0126 y 0133

Ejemplares estudiados:

Cadigo de Identificacion: AgSL

-AgSL | (otofio): material consistente en plantas muy ramosas, de hojas muy pequefii-
tas, con escasos pimpollos florales.
Fecha de recoleccion: fines de abril

-AgSL Il (primavera): material consistente en plantas con hojas muy pequefias, sin flo-
res y con pimpollos florales.
Fecha de recoleccidn: septiembre

-AgSL 111 (verano): material de ramas con hojas jovenes y tiernas, sin flores ni frutos.
Fecha de recoleccion: mediados de marzo

-Rio Empedrado (Corrientes): Localidad San Isidro, a 40 km hacia el S del centro
de la capital correntina (Departamento Empedrado, 27,51° S, 58,44° W y 65 m de alti-
tud), en el camino de acceso al puente sobre el Rio Empedrado. Suelo arenoso, en cer-
cania de Eugenia uniflora (fiangapiri), Fagara pterota (ufia de gato), Lantana balansae
(salvia ).

Material identificado por: Lic. Sara Tressens (IBONE)

Ejemplar/es de herbario: (CTES) GRicciardi 1

Ejemplares estudiados:
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Cddigo de Identificacion: AgRE

-AgRE 1V (otofio): material consistente en plantas grandes, de 2 m de altura, con hojas
pequenas, espigas florales secas y sin frutos.
Fecha de recoleccion: marzo

-AgRE V (primavera): plantas bien verdes, de hojas grandes y recién brotadas, sin flo-
res y sin espigas florales.
Fecha de recoleccion: noviembre

-AgRE VI (verano): ramas con hojas muy pequefias y bien verdes, con espigas florales
vacias, provenientes de arbustos bajos (1-1,30 m de altura)
Fecha de recoleccion: inicios de abril

-Perichdn (Corrientes): en el camino de entrada a El Perichon (Departamento Capi-
tal, 27,25° S, 58,44° W), desde la ruta 12 y hacia el rio Parang; al borde del camino a la
altura del Club de los Odontélogos, en suelo arenoso, en cercania de especies varias de
Mirtaceas y Lippia alba (salvia morada).

Material identificado por: Lic. Sara Tressens (IBONE)

Ejemplar/es de herbario: (CTES) D. Matteis et al. 1910

Ejemplares estudiados:

Cddigo de Identificacion: AgP

-AgP VII (otofio): ramas largas con hojas chiquitas y espiguitas florales abiertas, sin
flores.
Fecha de recoleccion: mayo

-AgP VII1 (primavera): ejemplares de hojas muy pequefias y con flores blancas en es-
piguitas.
Fecha de recoleccion: noviembre

-AgP IX (verano): arbustos muy ramosos, de 1,6 a 1,7 m de altura, con hojas muy chi-
quitas y sin flores ni espigas florales.
Fecha de recoleccion: inicios de abril

6.1.2-Aloysia virgata var. platyphylla (Briguet) Moldenke:

El estudio de esta especie comenzd inicialmente con ejemplares procedentes de la
localidad de San Isidro, Corrientes, identificada como Rio Empedrado por ser éste el rio
que pasa por alli. Posteriormente a la colecta de los materiales vegetales de Rio Empe-
drado, se colectaron muestras de San Lorenzo (Corrientes), en dos estados vegetativos.
Los ejemplares destilados se identificaron de la siguiente manera:
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Caracteristicas de los Ejemplares Estudiados:

-Rio Empedrado (Corrientes): Localidad de San Isidro, a 40 km hacia el S del cen-
tro de la capital correntina (Departamento Empedrado, 27,51° S, 58,44° O y 65 m de
altitud), en el camino de acceso al puente sobre el Rio Empedrado. Suelo arenoso, al
borde del puente, en proximidades de Fagara pterota (ufia de gato), Cordia curassavica
(maria negra) y Lippia alba (salvia morada)

Material identificado por: Ing. Carlos Chifa (Facultad de Agroindustrias, UNNE)

Ejemplar/es de herbario: (FAI) 0122 y 0123

Ejemplares estudiados:

Caodigo de Identificacion: AVvRE

-AVRE | (otofio): ejemplares grandes y altos, de 1,70 a 2m de altura, con hojas tiernas,
grandes y asperas; ramas con espigas florales secas y pocos frutos.
Fecha de recoleccion: fines de marzo

-AVRE 11 (primavera): arbustos muy ramosos, sin flores, con hojas grandes y sin frutos.
Fecha de recoleccion: noviembre

-AVRE 111 (verano): material consistente en hojas con tallos tiernos y espigas florales.

Fecha de recoleccion: inicios de abril

-San Lorenzo (Corrientes): 85 km al S de la capital correntina (Departamento Sala-
das, 28,70° S, 58,47° O y 65 m de altitud); poblaciones abundantes, de ejemplares altos
Yy sanos, cercanas a curso de agua.

Material identificado por: Lic. Sara Tressens (IBONE)

Ejemplar/es de herbario: (CTES) AMTorres y GRicciardi 10

Ejemplares estudiados:

Cdédigo de Identificacion: AvSL

-AvSL 1V (otofio): material vegetal consistente en ramas largas, con abundante pobla-
cion de hojas bien verdes, nuevas y tiernas y con pimpollos florales.
Fecha de recoleccion: inicios de mayo

-AvSL V (verano): ramas con hojas grandes y bien asperas (maduras) con numerosas

espigas florales secas (periodo posterior a floracion)
Fecha de recoleccidn: inicios de marzo
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6.1.3-Lippia alba (Miller) N. E. Br.

Considerando la variabilidad intrinseca asociada a la composicion quimica, de esta
especie, como se ha encontrado en la bibliografia consultada, se han estudiado ejempla-
res representativos de poblaciones diferenciadas principalmente y a priori, por el aroma.
Con este criterio, se han seleccionado tres zonas de recoleccion diferentes, dos de ellas
de la provincia de Corrientes, coincidiendo con una de las zonas de donde se colectaron
las otras especies estudiadas, y la tercer zona correspondiente a la provincia del Chaco.

-Saenz Pefia (Chaco): ejemplares transplantados de la Villa Rio Bermejito a la finca
ubicada en calle Arribalzaga (4) N° 145 — E Sud; 3700- Pcia Roque Séenz Pefia, (Cha-
o, 26° 48’ S; 60° 27’ O).

Material identificado por: Ing. Carlos Chifa (Facultad de Agroindustrias, UNNE)

Ejemplar/es de herbario: (LIL) 603257

Ejemplares estudiados:

Cddigo de Identificacion: LaSP

-LaSP I (otofio): material vegetal de los ejemplares transplantados consistente en hojas
y algunas flores, con tallos tiernos.
Fecha de recoleccion: fines de abril

-LaSP 11 (primavera): ramas largas, con hojas tiernas, grandes y muchas flores color
lila, provenientes de los ejemplares transplantados.
Fecha de recoleccion: octubre

-LaSP 111 (verano): ramas medianas con hojas tiernas de tamafos variables, tallos tier-
nos y algunas flores, sin frutos. Material proveniente de ejemplares transplantados.
Fecha de recoleccion: febrero

-LaSP IV (primavera): ramas medianas, con muchas flores violaceas y hojas chicas,
medianas y grandes, provenientes de los ejemplares silvestres de Villa Rio Bermeji-
fo.

Fecha de recoleccion: noviembre (planta madre)

-Perichon (Corrientes): ejemplares silvestres recolectados al costado del camino de
entrada a El Perichén (27°26 S; 58°45 O), a 500m de la ruta 12, hacia el rio Parand,
frente al club de los Odont6logos. Suelo arenoso, sobre canaleta de agua, en cercania de
A. gratissima (nifio rupd), Eugenia uniflora (flangapiri) y Lantana balansae (salvia ).

Material identificado por: Ing. Carlos Chifa (Facultad de Agroindustrias, UNNE)

Ejemplar/es de herbario: (FAI) 3009

Ejemplares estudiados:
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Cddigo de Identificacion: LaP

-LaP V (otofio): ramas de hojas pequefias y con algunas flores.
Fecha de recoleccion: mayo

-LaP VI (primavera): ramas con hojas, muchas flores y algunos frutos.
Fecha de recoleccion: noviembre

-LaP VII (verano): ramas largas, con hojas chicas y medianas, bien verdes y tiernas,
con pocas flores y muchos frutos.
Fecha de recoleccion: inicios de marzo

-Santa Ana (Corrientes): ejemplares silvestres recolectados a 10 km del Ingenio
Primer Correntino, en la localidad de Santa Ana (27°28 S, 58°39° O); ubicados en suelo
arenoso y vecinas a cursos de agua.

Material identificado por: Ing. Carlos Chifa (Facultad de Agroindustrias, UNNE)

Ejemplar/es de herbario: (FAI) 3008

Ejemplares estudiados:

Codigo de Identificacion: LaSA

-LaSA VIII (verano): la poblacién constituida por plantas medianas, con flores y pocos
frutos, hojas preferentemente chicas y muy aromaticas.
Fecha de recoleccion: fines de febrero
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6.2- Métodos

6.2.1).- Pretratamiento de las muestras:

6.2.1.1-Recoleccidn del material vegetal:

Se recolectaron ejemplares sanos, libres de insectos, hongos o mohos, consistentes
en ramas con hojas, flores o frutos de acuerdo al estado de crecimiento, y tallos tiernos,
realizando podas en las ramas, dejando las raices bien plantadas y el tallo de la planta
intacto. El material vegetal fue transportado al laboratorio mediante bolsas de adecuado
tamanio, del tipo de arpillera y/o con orificios para evitar apelmazamientos o fermenta-
ciones.

Los ejemplares destinados al Herbario fueron colectados en el momento de la reco-
leccion y colocados entre papeles, a fin de prensarlos en la manera correspondiente,
identificados con una adecuada etiqueta ilustrativa del lugar y fecha de recoleccién y de
la posible identidad botanica.

6.2.1.2-Secado por exposicion y aireacion:

El material vegetal fue extendido sobre papeles de diario en un lugar seco a la som-
bra y al aire con periddicas remociones. Luego se separaron las hojas, tallos tiernos,
flores y frutos (en caso de haberlos) que serian destinados a destilar, de los tallos ligni-
ficados que se descartaron. Se continu6 el secado de las hojas durante un periodo varia-
ble de tres a siete dias, de acuerdo a la textura y tamafio de las hojas; en general la espe-
cie A. gratissima var. gratissima ha requerido periodos de secado menores que las otras
especies estudiadas, por tener sus hojas menor superficie, ademas de no presentar pelos
ni rugosidades que pudieran favorecer la inclusién de agua, como en el caso de A. virga-
ta var. platyphylla y Lippia alba.

6.2.2).- Extraccion y Caracterizacion del Aceite Esencial:

6.2.2.1-Destilacion por arrastre con Vapor de Agua:

Las hojas, flores y tallos tiernos, fueron extraidos por destilacion por arrastre con
vapor de agua, para lo cual se utiliz6 un equipo formado por (ver Foto 4) un generador
de vapor, un bal6n de vidrio Pyrex, de 12 litros de capacidad, un condensador tipo West
de aluminio y un frasco florentino para contener las aguas de arrastre; este recipiente
consiste en un balon de vidrio de 2 | de capacidad, con un cuello graduado en ml y con
un sistema de sifonado en uno de sus costados (ver Foto 5) consistente en un tubo de
vidrio doblado en forma de U invertida, cuya concavidad superior lleva un orificio al
cual va adosado un trozo de goma que va cerrado con una llave de Hoffmann para ase-
gurar el sifonado; este orificio se encuentra a la altura del inicio del cuello graduado; el
extremo libre del tubo en forma de U contiene un robinete para regular la salida de las
aguas de arrastre. Al inicio de la destilacion se coloca un pie de agua saturada con cloru-
ro de sodio para evitar que el destilado con el aceite esencial pase a la tubuladura lateral,
con la consiguiente pérdida del aceite esencial; sobre el pie de agua se recogen las aguas
de arrastre con el aceite esencial (*). Luego de destilados 2 | de aguas de arrastre, se
cierra el robinete del sifon y se enrasa el nivel de liquido en el cuello graduado. De esta
manera, debido a la diferencia de densidades con la solucion saturada con cloruro de
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sodio, se separa la capa de aceite esencial que queda en la parte superior del cuello del
florentino y asi se mide el volumen de esencia. El tiempo aproximado de destilacion
usado fue de cuatro horas.

Foto 4: Equipo de destilacion por arrastre con vapor de agua.

(*) Una modificacion al frasco florentino es el tubo que se muestra en Foto 5, que
consiste en un tubo de vidrio, graduado y doblado en forma de U, con un embudo en el
extremo del brazo graduado y una salida lateral en el otro, con un orificio a la altura del
cero de la escala. La salida lateral tiene por finalidad descargar las aguas de arrastre en
un erlenmyer de 2 |. Con este sistema se obtienen resultados similares a los del frasco
original.
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Foto 5: Tubo de recoleccion de aceite esencial.

Debido a que, con el arrastre con vapor de agua lo que se obtiene es una mezcla de
las aguas condensadas y el aceite esencial insoluble, éste se separ6 cuidadosamente de
las aguas de arrastre contenidas en el frasco florentino, mediante una pipeta Pasteur y se
coloco en un frasco limpio, color caramelo, previamente tarado y rotulado. En caso de
que hubiesen quedado pequefias gotas de agua en el aceite, se secd con NaSO4 anhidro
y luego se filtrd el aceite y se colocd en el frasco limpio y seco y en las condiciones
establecidas previamente. Este frasco, conteniendo el aceite esencial, fue nuevamente
pesado para determinar los gramos de aceite esencial destilado. Se conservo el aceite
esencial en atmosfera inerte y a —15 °C en freezer, hasta el momento de su analisis.

El rendimiento en aceite esencial se expreso en funcion del material vegetal seco,
por una relacién de pesos, por lo cual los rendimientos quedaron expresados como %

(p/p).

Extraccion de la fraccion hidrosoluble (miscible) del aceite esencial: En las aguas de
arrastre quedan retenidos los componentes mas solubles en agua, generalmente com-
puestos oxigenados como alcoholes, aldehidos o cetonas, por lo cual, una vez separado
el aceite esencial insoluble, se saturaron las aguas de arrastre con sal comin y se extra-
jeron con éter etilico en ampolla de decantacion; se efectuaron tres extracciones conse-
cutivas con minimas cantidades de disolvente. Las fases etéreas se concentraron usando
la menor temperatura posible. Por diferencia de pesada se determinaron las cantidades
de aceite extraido a los que se denominaron “esencias de aguas”. Estas esencias de
aguas tienen por finalidad completar el rendimiento total de esencia sumandose el ren-
dimiento de las mismas al rendimiento de la esencia completa y si el caso lo requiriera,
se puede también realizar el seguimiento de los constituyentes de las esencias de aguas,
a fin de identificar posibles componentes que pudieran aparecer solamente en ellas y no
en la esencia.
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6.2.2.2-Determinacion de las constantes fisicas:

Tanto la densidad como el poder rotatorio, para su determinacion requieren cantida-
des minimas de esencias de alrededor de 0,5 ml, por lo tanto, en aquellos casos en los
que el aceite esencial separado no alcanzo este valor, solamente se determiné el indice
de refraccion que solamente necesita de algunas gotas para su medicion.

-Densidad: (d) Se determind con un Picndmetro, utilizando agua destilada para de-
terminar el valor del volumen equivalente del mismo.

Foto 6: Picndmetros de diferentes capacidades.

Con el fin de estandarizar los resultados obtenidos en las mediciones, se realizaron
correcciones por el efecto de la temperatura, para lo cual se utilizo la formula:

d2°(g/ml) =d*C + (t°C — 20°C) x 0,0008

Dado que en tablas no se disponia del factor de correccién correspondiente al aceite
analizado, se utilizé un promedio calculado con todos los factores correspondientes a
los demés aceites indicados por Guenther (Guenther, 1960) llegandose al valor promedio
de 0,0008.

-Indice de refraccion: (np) el valor de esta constante se determind en todas las
esencias dado que requiere solamente algunas gotas del aceite esencial. Se utilizd para
ello un refractometro de Abbe, con precision de la cuarta decimal y se realizaron tres
lecturas, que luego se promediaron. La escala se calibré con agua y con una placa de
vidrio de indice de refraccion especifico, provista con el instrumento. También en este
caso se hizo necesaria la aplicaciéon de una férmula para llevar los valores medidos di-
rectamente a valores estandarizados a 20 °C. De la misma manera que para la correccion
de la densidad, en este caso se calculé el promedio de los factores de correccion tabula-
dos por Guenther (Guenther, 1960), llegandose al valor de 0,00045, por lo cual la formula
empleada fue:

2% =ngC + (t°C — 20°C) x 0,00045
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-Poder Rotatorio: ([a] o ©C) Se trabajé con un polarimetro de limbo Carl ZEiss con
la precision de 0,01° y angulo de penumbra ajustable. Todas las medidas se efectuaron
con tubo polarimétrico de 5 cm de paso Optico y capacidad de aproximadamente 0,5 ml.
Se realizaron nameros impares de lecturas, en nimero total de nueve a once, de las cua-
les se descartaron las dos extremas, y se promediaron las restantes.

6.2.3).- Analisis de los Aceites Esenciales:

En algunos casos, la composicion del aceite esencial permitié una separacion inicial
de los constituyentes por medio de la técnica de destilacion a presion reducida, sobre
todo cuando se encontr6 una notable diferenciacion entre constituyentes volatiles
(ejemplo abundante composicion sesquiterpénica), y cuando la cantidad de aceite esen-
cial de la que se disponia superaba los 10 ml necesarios para colocar en el balén de mi-
nima capacidad del equipo.

6.2.3.1-Destilacion fraccionada a presion reducida:

Se utiliz6 un equipo de destilacion con banda rotante Perkin Elmer, de 24 platos teé-
ricos, con una bomba de vacio Arthur Pfeiffer. Se procedié en cada caso a estabilizar la
temperatura y la presion con un tiempo de reflujo de entre 1 y 2 hs. Una vez estable, se
regulé la relacién de reflujo entre 24:1 y 30:1, segun cada caso, para obtener una mejor
separacion de los componentes de cada mezcla destilada.

Cuando se destilaron esencias con fracciones muy volatiles, se comenzd la destila-
cion con una presion de 30 mm Hg y una temperatura en cabeza de la columna de 60°-
70 °C, hasta destilar todos los componentes livianos, luego se procedi6 a enfriar la co-
lumna y a bajar la presion a 2-3 mm Hg para destilar entre 60° y 70 °C las fracciones
mas pesadas.

6.2.3.2-Métodos Quimicos:

Siguiendo la aplicacion de los tradicionales métodos quimicos como medio para
confirmar la presencia de componentes determinados o bien para aislar constituyentes
que pudiesen ser utilizados como patrones de cromatografia o espectroscopia, en algu-
nos aceites se pudo realizar el dosaje y/o separacion de ciertos componentes de natura-
leza carbonilica o alcohdlica, por lo cual se recurrid a la aplicacion de las técnicas de:

-Preparacion de semicarbazonas: En los aceites esenciales de Aloysia gratissima
var. gratissima de San Lorenzo, Corrientes, se procedio a la identificacion de los isome-
ros de Tuyona presentes en ellos, previamente a la cuantificacion por cromatografia
graseosa, como un medio de apoyo a la identidad espectroscdpica, por lo cual se obtu-
vieron las semicarbazonas disolviendo 1 g de compuestos carbonilicos (en este caso, de
las esencias completas o fracciones conteniendo compuestos carbonilicos) en una mez-
cla de 0,65 g de clorhidrato de semicarbazida y 0,65 g de acetato de sodio disueltos en
agua gota a gota y luego lavando con alcohol gota a gota hasta homogeneizar. La mez-
cla se dejé precipitar y se separd el sélido por filtracion y lavado con etanol 56°. Se pasé
el solido a un plato poroso para purificar y luego se recristalizo y determind el punto de
fusién mediante un aparato de Thiele.
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-Restitucién de semicarbazonas: se realizd por hidrdlisis de la semicarbazona ob-
tenida, con acido oxalico en una relacion estequiométrica de 1:2, realizando un arrastre
con vapor de agua, con un equipo de escala micro.

Foto 7: Equipo de micro arrastre por vapor de agua.

-Determinacién de compuestos carbonilicos por_el Método de Stillman Reed:
(Guenther, 1960) este método es una modificacion del método estandar de determinacion
de aldehidos y cetonas. Como también es un método de dosaje, fue utilizado en las
esencias de A. gratissima var. gratissima de San Lorenzo para el dosaje de tuyonas. Se
coloco en un balén de capacidad adecuada, 1 g del aceite esencial y se le adicionaron 35
ml de una solucion de 17,375 g de clorhidrato de hidroxilamina en 20 ml de agua desti-
lada y enrasados a 500 ml con etanol 95%, solucion esta Gltima a la que se le agregaron
7,5 ml de azul de bromofenol al 0,1% en alcohol al 50%. Al mismo tiempo se desarrolld
un blanco para comparar. Luego de haber dejado la mezcla en reposo durante 24 hs, se
titul6 con NaOH 0,5 N estandarizado, hasta lograr un mismo punto final verde amari-
Ilento tanto para la esencia como para el blanco. Se calcul6 el % de compuestos carboni-
licos (porcentaje de isomeros de tuyona) presentes en la esencia mediante la formula:
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, axm
% aldehidos o cetonas= X
20xs

donde:
a: numero de ml de NaOH 0,5 N usados para la neutralizacion
m: peso molecular del aldehido o cetona (PM de tuyona)
s: peso de la muestra en gramos.

6.2.3.3- Métodos Espectroscopicos:

-Espectroscopia Infrarroja:

Los espectros IR se obtuvieron con un espectrofotometro de doble haz, INFRACORD
137, Perkin Elmer, con prisma de cloruro de sodio, rango de medida de 2,5 a 15 um. Se
trabajo con celdas de cloruro de sodio, utilizando espaciador de aluminio de 0,025 mm.
de espesor.

Condiciones de trabajo: fase: Liquido
paso optico: 0,025 mm
testigo: NaCl

Para la interpretacion de los espectros IR de las esencias completas se trabajo de dos
maneras: primeramente se procedio a identificar los modos vibracionales de grupos en
particular, como el caso de los picos de carbonilos que aparecen a una longitud de onda
de 5,4 a 5,8 um, o de alcoholes, que varian entre 3,4-3,8 um dependiendo de que el gru-
po OH se encuentre libre o asociado por uniones puente de hidrégeno; en segundo lu-
gar, se procedié a la comparacion directa de los espectros IR de las esencias o fraccio-
nes, con espectros IR de componentes patrones de la biblioteca propia del grupo de tra-
bajo.

-Cromatografia de gas con Detector de Masa:

Se utilizaron dos equipos de cromatografia con detector de masa. Uno de ellos fue
un equipo Shimadzu QP 5050, equipado con dos columnas capilares: una SE 52 (Mega,
Legnano, Italy) unida quimicamente (25 m x 0,25 mm de diametro interno; 0,25 um de
espesor de fase fija), recubierta con 5 % de fenil-polimetilsiloxano (0,25 pm de espesor
de fase fija). Programa de temperatura en la columna: 60 °C durante 8min, aumentando
hasta 180 °C a 3 °C/min; luego hasta 230 °C a 20 °C/min. Temperatura del inyector 250
°C, modo de inyeccion split; relacion de split 1:40; volumen de inyeccion: 0,2 ul de
aceite. Fase movil: helio, 122,2 kPa (51,6 cm/seg), temperatura de la interfase: 250 °C;
rango de adquisicion de masa 40-400 m/z. La otra columna capilar era de silice fundida
BP-20 (SGE, Australia) (25 m x 0,25 mm de didmetro interno), recubierta con polieti-
lenglicol 20.000 (0,25 um de espesor de fase fija). Programa de temperatura en la co-
lumna: 40 °C durante 8min, aumentando luego hasta 180 °C a 3 °C/min y hasta 230 °C a
20 °C/min. Temperatura del inyector 250 °C, modo de inyeccion split, relacion de split
1:40; volumen inyectado: 0,2 ul de aceite. Fase movil: helio, 92,6 kPa (55,9 cm/seg),
temperatura en la interfase: 250 °C; rango de adquisicion de masas: 40-400 m/z.
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El segundo equipo usado fue un cromatdgrafo de gases Perkin Elmer Autosystem
acoplado a un equipo Perkin Elmer Q-Mass 910 equipado con una biblioteca de espec-
tros de masas de referencia y usando dos columnas capilares. La primera fue una co-
lumna capilar de silice fundida SE-52 (Mega, Legnano, Italy) unida quimicamente (25
m x 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 um de espesor de fase fija). Programa de tem-
peratura en la columna: 60 °C por 8 min, con un incremento hasta 180 °C a 3 °C/min;
luego hasta 230 °C a 20 °C/min. Temperatura en el inyector de 250 °C, con modo de
inyeccion split y relacion de split 1:40; volumen de inyeccion de 0,2 pl de muestra. Fase
movil: helio, con 122,2 kPa (51,6 cm/seg), con temperatura de interfase de 250 °C y
rango de adquisicion de masa de 40-400 m/z.

La segunda columna fue una columna capilar de silice fundida DB-Wax (Alltech,
Deerfield, Illinois, U.S.A.) (30 m x 0,25 mm de didmetro interno) recubierta con polieti-
1én glicol (0,25 wm de espesor de fase fija). Programa de temperatura en la columna 75
°C durante 4 min, aumentando hasta 220 °C a 3 °C/min. Temperatura en el inyector de
255 °C; modo de inyeccion tipo split y relacion de split 1:150; volumen inyectado de 0,2
pl de muestra. Fase movil: helio con 91,5 kPa (26,4 cm/seg) y temperatura en la interfa-
se de 250 °C; rango de adquisicion de masas de 40-400 m/z.

Identificacion y Cuantificacion:

Se utiliz6 nuevamente la Cromatografia de gases mediante un equipo Shimadzu
14B, detector de ionizacion por llama, procesador de datos EZ-Chrom, con dos colum-
nas capilares: la primera SE 52 (Mega, Legnano, Italy) unida quimicamente (25 m x
0,32 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor de fase fija), recubierta con 5 % de
fenil-polimetilsiloxano (0,40-0,45 um de espesor de fase fija). Programa de temperatura
en la columna: 60 °C durante 8 min, aumentando luego hasta 180 °C a 3 °C/min; segui-
damente hasta 250 °C a 20 °C/min y finalmente a 250 °C durante 10 min. Temperatura
en el inyector: 250 °C, en el detector 280 °C, modo de inyeccion split, relacion de split
1:30; volumen de inyeccion de 0,2 ul de esencia. Fase movil: hidrégeno a 55 kPa. La
segunda una columna Carbowax 20M (Ohio, Valley, USA) de silice fundida (25 m x
0,32 mm de diametro interno) recubierta con polietilenglicol (0,25 pm de espesor de
fase fija). Programa de temperatura en la columna: 40 °C durante 8 min, aumentando
hasta 180 °C a 3 °C/min y luego hasta 230 °C a 20 °C/min. Temperatura del inyector 250
°C; temperatura del detector 250 °C; modo de inyeccién split, relacion de split 1:30;
volumen de inyeccion: 0,2 ul de esencia. Fase movil: hidrogeno, con 30 kPa.

La identificacion y cuantificacion se realizo por comparacion de los indices de Re-
tencion Lineales (IRL) determinados en relacion a la serie homoéloga de n-alcanos (Co-
Ca26) con los de bibliografia (Adams, 2001; Davies, 1990). Los patrones de fragmentacion de
cada componente se compararon con los almacenados en la biblioteca de espectros del
software (Adams, 2001; Mc Lafferty et al., 1991; NIST/EPA/NIH, 1992). La cuantificacién se
realizd considerando el area de picos, expresandose las proporciones relativas como
porcentajes obtenidos por normalizacion de las mismas sin correccién por factor de res-
puesta.

A modo de verificar algunos resultados, se inyectaron esencias en un cuarto equipo
con las siguientes caracteristicas:

Un equipo Perkin EImer modelo Clarus 500 provisto de un Unico inyector tipo split
(Relacion de split: 1:100) conectado con un divisor de flujos a dos columnas capilares
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de silice fundido: a) polietilenglicol de PM aprox. 20.000 y b) 5% fenil-95% metil sili-
cona, ambas de 60 m x 0,25 mm de didmetro y 25u de espesor de fase estacionaria. La
columna polar esta conectada a un detector FID mientras que la columna no polar esta
conectada a un detector FID y a un detector de masas cuadrupolar (70 eV), a traves de
un sistema de venteo (MSVent™). Fase movil: Helio a 1,87 ml/min. Programa de tem-
peratura: 90 °C , luego a 3°/min hasta los 225 °C (15 min). Temperaturas de inyector y
detectores FID: 255 °C y 275 °C, respectivamente. Cantidad inyectada: 0,2 pl de una
dilucion al 10% en etanol. Temperatura de la linea de transferencia: 180 °C. Temperatu-
ra de la fuente de iones: 150 °C. Rango de masas escaneado: 40-300 Da.

La identificacion de los compuestos se realizé por sus indices de retencion en las
dos columnas empleadas, respecto de una serie homdéloga de hidrocarburos Cg-Cog, €
identificados por comparacion de sus espectros de masa con los que figuran en la base
de datos (Adams, 2001; Wiley 7t Ed., 2000; Nist/EPA/HIH Mass Spectral Library, vers. 2.0, 2002). La
cuantificacion se realizé por el método de porcentaje de &reas de las respuestas de los
dos FID, sin correccion por diferencias de respuesta. Se tomd para cada componente la
menor respuesta obtenida entre las correspondientes a cada columna usada.

-Analisis _Estadistico: El estudio quimiometrico de las correlaciones entre
el contenido relativo de la fraccion volatil a través de los componentes
de los aceites esenciales (porcentaje de area de pico) obtenidos por CG, se
realizo mediante un analisis  de  cluster  (Principal Compounds
Analysis) utilizando el Software Estadistico MINITAB Release 14 (Minitab
Inc 2005).

-Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de H! y de C!3: Los espectros
se realizaron utilizando un espectrometro de RMN Brucker AC 200, de 200 MHz /52
mm con DCClz como solvente de muestra.

-Cromatografia de gases con columna de guirales:

Para el analisis de la distribucion enantiomérica de compuestos quirales. Se utilizo
un sistema cromatografico bidimensional. El equipo consta de dos hornos, uno de ellos
con columna capilar unida quimicamente con silice fundida SE 52 (Mega, Legnano,
Italy), (30 m x 0,32 mm de didmetro interno) recubierta con 5 % de fenil-
polimetilsiloxano (0,40-0,45 um de espesor de fase). Programa de temperatura de co-
lumna: 45 °C durante 6min, aumentando hasta 280 °C a 2 °C/min; luego a 280 °C duran-
te 15min. En el horno del segundo cromatdgrafo se instal6 una de las siguientes colum-
nas capilares equipadas con fases quirales: silice fundida (25 m x 0,25 mm didmetro
interno, 0,25 pm de espesor de fase), recubiertas con (a) 2,3-di-O-etil-6-O-t-
butildimetilsilil-B-ciclodextrina en PS 086 (13 % fenilmetil-polisiloxano) (Mega, Leg-
nano, Italy) y otra (b) 2,3-di-O-metil-6-O-t-butildimetilsilil-B-ciclodextrina en OV 1701
(50%). Programa de temperatura de inyeccion: 250 °C; temperaturas en las columnas:
(@) 50 °C durante 6min, aumentando hasta 90 °C a 2 °C/min, 90 °C por 20min; luego
incrementandose desde 90° hasta 180 °C a 2 °C/min, 180 °C por 10min; columna (b)
como describe Schmidt et al., (1999); temperatura en la interfase: 200 °C; detector de
ionizacion por llama, 280 °C (en los dos cromatografos). Volumen inyectado: 1 pl de
aceite diluido en n-hexano 1:10; modo de inyeccion, split; relacion de split 1:15. Fase
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movil: helio a 90 kPa en la precolumna y 110 kPa en la columna analitica. Los enantio-
meros de sabineno fueron asignados por inyeccion de los estdndares enantioméricos
puros provistos por Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, USA).

El equipo (ver Figura 3) consta de una valvula rotativa que permite enviar la co-
rriente de gas portador con los componentes de esencia de interés, hacia la column de
fases quirales, por eso es muy importante determinar correctamente los tiempos de elu-
cion de cada contituyente del aceite para poder seleccionar correctamente el tiempo de
corte al cual la valvula desviaré la corriente de gas.

La metodologia de trabajo consiste en realizar una inyeccion de la esencia completa
en el primer horno, a fin de identificar el orden de elusién de cada uno de los constitu-
yentes del aceite. Seguidamente que se identifican los tiempos de retencion de los mis-
mos, se seleccionan los picos correspondientes a los componentes cuyas quiralidades se
pretenden conocer, y se programa con el software del equipo los tiempos a los cuales la
valvula desviara el componente indicado, a la columna de fase quiral del segundo cro-
matdgrafo. Por lo tanto, una vez identificados y programados los tiempos de corte, se
realiza una segunda inyeccion de la esencia completa en el primer cromatédgrafo. Pre-
viamente a este paso, es conveniente dar un tiempo de espera en la segunda columna,
consistente generalmente entre 10 y 15 min, para que los componentes cortados puedan
eluir con sus respectivos tiempos de retencion en la columna quiral. Una vez que se
completa la corrida con los cortes, y si los tiempos de corte estuvieron bien selecciona-
dos, se observan los picos cortados en el cromatograma completo en la forma de picos
truncados a los cuales les falta el area central. En el cromatograma de los componentes
quirales se observan los picos de los componentes dpticamente activos, que eluyen se-
paradamente. De esta manera se pueden comparar los tiempos de elusion correspondien-
tes, con los tiempos de elusion de los patrones puros eluidos en las mismas condiciones
para determinar la quiralidad del componente mayoritario.

Para ejemplificar el funcionamiento de la valvula, se incluye el siguiente esquema
de la trayectoria del gas de arrastre. La columna 1 corresponde al primer cromatografo,
y es la que recibe primeramente el gas portador con el aceite esencial; la segunda co-
lumna es la columna de fases quirales a la cual llega el gas con parte del aceite esencial,
de acuerdo a la apertura de la véalvula 1. (Figura 3)
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Figura 3: Esquema de las columnas y valvula del CG quiral.
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Cuando se programa el corte, al llegar el tiempo de corrida correspondiente la valvu-
la 1 gira de tal modo de enviar la corriente de gas a la columna quiral y al FID 2; mien-
tras no se alcance el tiempo programado, la valvula se mantiene estatica y la corriente
de gas pasa de la columna convencional al FID 1. (Figura 4)

Figura 4: Esquema de la valvula rotativa del CG quiral.
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7.1-Aloysia gratissima var. gratissima:
Las cantidades de material vegetal destiladas con sus respectivas cantidades de
aceite esencial obtenido se detallan a continuacion:

-AgSL I:
Peso de material vegetal destilado: 1743 g
VVolumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 19,8 g; esencia color amarillo que emulsiona con el
agua de arrastre. EI aroma es similar al de las plantas frescas pero mas acentuado y
pungente; al final de la destilacion se suaviza un poco el aroma llegandose a percibir un
fondo frutado.

-AgSL II:
Peso de material vegetal destilado: 871 g

Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 6,6 g; esencia de color amarillo muy pélido, con aroma
especiado similar al de las plantas frescas pero mas concentrado.

-AgSL 1I:
Peso de material vegetal destilado: 914 g

Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 10,6 g; esencia de caracteres organolépticos similares a
las anteriores.

-AgRE 1V:
Peso de material vegetal destilado: 255 g
Volumen de arrastre: 4 litros
Peso de esencia directa: 2,3 g; esencia color amarillo palido que se emulsiona
con el agua de arrastre, aroma muy especiado pero con un agradable fondo de limoneno.

-AgRE V:
Peso de material vegetal destilado: 733 g
Volumen de arrastre: 6,5 litros
Peso de esencia directa: 11,5 g; esencia color amarillo — pélido, con aroma
especiado y un fuerte indicio de 1,8 — Cineol.

-AgRE VI:
Peso de material vegetal destilado: 296 g
Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 2,7 g; de esencia de color amarillo — limon, intenso. El
aroma de la esencia es muy similar al de la esencia IV.

-AgP VII:
Peso de material vegetal destilado: 119 g
VVolumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 1,2 g; esencia color amarillo - limén, con un fuerte
aroma especiado y un fondo notable a frutas.

-AgP VIII:
Peso de material vegetal destilado: 205 g
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Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 1,2 g; esencia de color amarillo palido, con un aroma
especiado pero bastante desagradable y con un fondo frutado (algo limonado).

-AgP IX:
Peso de material vegetal destilado: 362 g

VVolumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 3,3 g; esencia color amarillo — limén, con un fuerte y
destacado aroma especiado similar a las esencias anteriores del mismo origen.

En la Tabla 1, se detallan las constantes fisicas correspondientes a los aceites
esenciales y en la Tabla 2, la composicion quimica de los mismos:

Tablal

-Constantes Fisicoguimicas:

San Lorenzo Rio Empedrado Perichén

AQSL | AgSL | AgSL | AgRE | AgRE | AgRE AgP AgP AgP

I 1 i v Vv VI VII VIII IX

Rto % P/P| 12 0,8 0,7 1,3 1,6 1,0 1,0 1,0 1,1

d20, (g/ml)| 0.93 0,93 0,93 09 | 091 0,93 0,93 094 | 093
Np20 1,4939 | 1,4872 | 1,4945 | 1,5088 | 1,4922 | 1,5032 | 1,5045 | 1,5034 | 1,5070
aplt’C  [+00,36°%%|-15,26°%2| -17,28%27[+03,20°7|-27,020%%( +07,26°%5 -31,44°%1 | -42,51°%6 | -29,820%5

Tabla 2

-Composicion de los aceites esenciales:

Los componentes estan registrados segun el orden de elusion en la columna no
polar, con sus respectivos indices de retencion lineal experimentales, calculados en
columna SE52:

tr: indica proporcion menor que 0,1%

%
IRL Componente San Lorenzo | Rio Empedrado Perichon
(SES2) AgSL | AgSL | AgSL |AgRE | AgRE |AgRE| AgP | AgP |AgP | *
I 1 m v | v | V|V X

915 |o-Tuyeno - tr - 0,1 tf 0,2 01 trl trl no
930 |a-Pineno 0,2 03 t 0,20 05 04 08 14 12 si
972 |Sabineno 39 63 26 01 54 tr tf tr] tr s
979 |B-Pineno - - - 01 tf 03 04 07 05 si
987 |B-Mirceno 02 03 02 o011 03 01 01 031 03 si
1000 |a-Terpineno - - |t -4 014 04 01 01 si
1011 p-Cimeno - - tf 1,6/ 03 3,0 20 14 58 si
1024 |B-Felandreno 0,4 05 - - - - - - - ng
1027 |Limoneno - - 0,7 tr 0,6 tr tn 01 trf si
1041 [1,8-Cineol - - 0,1 - - - - - - si
1044 |(E)-B-Ocimeno - - 4 t t 01 04 02 02 i
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1055 -Terpineno 0,2 02 - 01 - 05 08 1,0 15 no
1083 |Linalol - - - 0,1 13,9 0.6 tn trf tr] i
1108 |a-Tuyona 10,7 17,5/ 6,8 - - - - A A si
1115 |B-Tuyona 1,3 1,4 1,3 - - - - - - si
1131 |Oxido de (Z)-Limoneno - 4 03 - - - - -4 - no
1139 |Mircenona - - - - - - 01 - - ng
1161 [3-Tuyanol 0,6 0,2 0.1 - - - - - - ng
1167 |Oxido de (E)-Limoneno - 4 02 - - - - 4 - no
1185 [Terpinen-4-ol - - 01 - - - - | - no
1185 |a-Terpineol 01 01 01 - - - - | 4 no
1190 |Mirtenol - - - - - |- 04 01 trff ng
1267 |Acetato de 3-Tuyilo 0,2 01 0,2 - - - - - - no
1308 |Acetato de Terpinen-4-ol 6,2 45 21 no
1321 |Acetato de Mirtenilo - - - - - - ty 0,1 tr] ng
1335 |Acetato de (E)-Piperitol 2,71 1,7 21 - - - - - - no
1338 [5-Elemeno - - 4 25 08 1.2 - | - no
1347 |a-Cubebeno 4t -t ot t] 01 02 tf no
1353 |a-Longipineno 0,60 0.1 - - - - - - - NnQ
1360 |Acetato de a-Terpinilo - - 20 no
1375 |a-Copaeno - - 0,2 - - - 0,6 09 tf no
1378 |3-Bourboneno 04 10 08 t tf 03 4t tf no
1384 |isémero de B-Elemeno : - 1 12 07 20 21 18 27 nog
1400 |B-Elemeno 05 0,2 tr] 14,4 1,6 23,6/ 29,0 24,4357 no
1400 |B3-Cubebeno - - 0,6 - - - - - - no
1400 |B-Funebreno t 0,3 - - - - - - 4 no
1422 |o-Gurjuneno - - 06 04 -4 01 - S T
1427 |B-Cariofileno 25,1 15,2| 15,3 1,8/ 28,00 35 3,0 28 38 si
1433 y-Elemeno - | 07 05 49 11 03 13 25 ng
1449 |B-Copaeno - -1 04 01 - tr 4 03 tf no
1450 |(2)-3,5-Muuroladieno 0,7 03 tr - - - - - - no
1457 |dehidro Aromadendrano 0,6 0,7 08 - - - - - - no
1458 |Aromadendreno - - 01 - - - - -t no
1460 [allo Aromadendreno 0,5 0.1 - 0,6 | 08 12 16/ trf no
1462 |Desconocido 1 - - - - - - 1,7 tl 1,6/ ng
1466 |o-Humuleno 30 15 23 06 43 12 18 11 12 si
1479 |Germacreno D 35 69 88 19 1014 38 68 83 50 si
1488 |3-Selineno - - -4 08 4 13 12 trp 1,8 i
1500 [Germacreno A 24 18 tl 04 - 0,7 3,6 28 24 no
1500 [Biciclogermacreno 12,6/ 56 911 12,8 3,8 59 - - - si
1521 |B-Bisaboleno 05 04 30 - - - - N Y
1530 |3-Cadineno 02 tf 08 03 - 02t tr] 0,2 nog
1535 |(Z)-Nerolidol - - - - - - 03 03 - no
1537 [10-epi-Cubebol - - 01 06 06 04 7,9 134 05 ng
1545 |o-Cadineno - - - 03 01 04 tn trf 0,2 ng
1557 |Germacreno B 05 02 37 07 38 1.0 14 13 15 ng
1557 |Ledol - - - 0,2 trl 4,5 - - - si
1572 |(2)-Muurol-5-en-4-a-ol - - - - - - 17 26 tr] no
1575 |Epdxido de o-cedreno 04 tr - - - - - | - no
1581 |hidrato de (E)-Sesquisabineno -4 3,0 - - - - - - - no
1583 |(E)-Nerolidol t 0,2 11,6 - - - - - - no
1585 |Espatulenol 3,7 7,7 tr - - - - - - si
1585 |Germacren-D-4-ol - - tr - - | 05 1,3 1t ng
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1592 |Oxido de Cariofileno 3,8 10,1 tr] - - - 1,1 1,0 1,6 si
1600 |Desconocido 2 . - - - - {4 6,6 6,0 65 no
1600 [Epoxiaromadendreno - - | 03 09 27 62 57 69 no
1601 (Globulol - - - 54 62 29 02 tf - si
1607 [Cedrol 0,8 0,6 - - - - - - 4 no
1608 [Epoxido de Humuleno 11 - | 0,2l 05 - 9,7 - - 4 i
1616 Viridiflorol - - 6,2 336 0,9 10,0 - - 4 no
1627 [Epoxi-alloaromadendreno tr] | LYy 1,2 tr - - - 4 no
1635 |Cedr-8(15)-en-10-a-ol 02 04 12 23 1,0 18 - tf 4 no
1637 [Sesquilavandulol - - - - - - 45 36 35 no
1640 [Eremoligenol 0,4 05 - - - - - - - nQ
1643 |Selin-11-en-4-a.-ol - - 0,8 - - - 09 16 4 no
1643 |a-Muurolol - - 4t - 4 12 tf 4 no
1655 Cariofila-4(14),8(15)-dien-5- 1,2 0,3  tr - - - - - 4 no
ol
1664 [L4-Nidroxi-9-epi-(E)- 11 1 19 o8 o6 12 11 20 ™
cariofileno

1666 |Acetato de Elemol - - 09 - - - 30 04 24 ng
1674 |Selina-3,11-dien-6-a-ol - - 4 23 05 22 - | 4 no
1676 [3-Tuyopsanona - - - 1,2 - 2,0 - - - ng
1686 |Eudesma-4(15),7-dien-1-B-ol - - - 04 07 10 16 16 14 no
1696 |(E)-Bisabolol-11-ol 0,9 055 1,0 - - - - - - sl
1725 |Desconocido 3 15 18 27 24 06 26 21 30 28 ng
1741 |Desconocido 4 2,7 12 12 19 02 22 17 12 22 no
Componentes Identificados 89,2| 90,7| 89,2 91,6/ 90,7| 90,2 86,0 84,6|84,9
Componentes Agrupados

Hidrocarburos Monoterpénicos 49 7.6 35 23 71 47 44 50 96
Monoterpenos Oxigenados 21,8 25,5 154, 0,1 139 0,6 0,2 0,2 0,0
Hidrocarburos Sesquiterpénicos 51,1 34,3 47,2 39,3 58,1 47,1 51,1 46,8/ 57,0
Sesquiterpenos Oxigenados 11,4f 23,3 23,1 49,9 11,6/ 37,8 30,3 32,6 18,3
Desconocidos 4,2 3,00 39 43 0,8 4.8 12,1 10,2131

* Referencia a la identificacion de estos constituyentes

otros origenes geogréaficos de acuerdo a la bibliografia.

en Aloysia gratissima de

Comparando en un mismo grafico el porcentaje de los componentes agrupados para

los aceites esenciales de los ejemplares de A. gratissima var. gratissima analizados:

Figura 5: Grafico de los componentes agrupados de los aceites esenciales de A.

gratissima var. gratissima
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Composicion del aceite esencial de Aloysia gratissima
var. gratissima
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A continuacion se representan los espectros de masa de los compuestos
desconocidos:

-EM 1.
Espectro de Masa del componente Desconocido 1: M*: 220, de A. gratissima de El
Perichon.
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Espectro de Masa del componente Desconocido 2: M*: 220, de A. gratissima de El
Perichon.
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Espectro de Masa del componente Desconocido 3: M*: 220, de A. gratissima de El
Perichon.
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-EM 4.
Espectro de Masa del componente Desconocido 4: M*: 220, de A. gratissima de El
Perichon.
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A pesar del gran nimero de componentes identificados, hay una cierta cantidad de
constituyentes que si fueron identificados en esencias de otras procedencias citados en
bibliografia y que sin embargo, no fueron encontrados en los ejemplares estudiados en

el presente trabajo. Esos constituyentes son:

Citral, trans-Sabinol, hidrato de cis-Sabineno, Terpinoleno, Canfeno, acetato de
Linalilo, Verbenona, trans-Verbenol, Carotol, acetato de cis-Crisantenol,
Pulegona, Alcanfor, Pinocanfona, iso Pinocanfona, Carvona, Dihidrocarvona,
Lippifoli-1(6)-en-5-ona, a-Elemeno, y-Gurjuneno, a-Cedreno, iso Cariofileno,
B-Cadineno, a-Curcumeno, Calameneno, Copaenol, Copaenona, Cadinol y a-
Santalol.

La presencia de a- y B- Tuyona en el aceite esencial de los ejemplares de San
Lorenzo, se verificd por la formacién de la semicarbazona a partir de la fraccion de
AgSL | destilada a 1,7 mm Hg entre 45° y 75 °C y una vez purificada por
recristalizacion y determinado el punto de fusion, se comparé con el de las
semicarbazonas patrones y las semicarbazonas de la mezcla de ambas Tuyonas, ademas
de la observacion de los cristales con el microscopio de la platina de Kofler.

Por otra parte, también fue determinado el contenido de compuestos carbonilicos de
los aceites esenciales AgSL I, AgSL 11 y AgSL 111, respectivamente, por el método
clasico de dosaje de Stillman Reed (Ver: 6.2.3.2). Con este método, se determind que el
menor contenido en carbonilicos de las esencias corresponde al estado de crecimiento
coincidente con la época de verano, en tanto que el maximo valor se observd en la
esencia de primavera como se observa en la siguiente tabla:
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Tabla 3:

-Contenido en componentes carbonilicos por dosaje:

AgSL |

AgSL 11

AgSL 111

| % carbonilicos 13,7

19,3

8,2

La corrida cromatografica con cromatografo de gases con detector de masas,
permitid la identificacion de los isomeros de Tuyona por lo cual la identificacion de o-
y B-Tuyona en las esencias de San Lorenzo, fue completamente asegurada.

(Ver CG 1, CG 2y CG 3en paginas 68, 69 y 70)
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-CG1:

Cromatograma de esencia AgSL |, donde:
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pico 16: B-Tuyona
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-CG 2:

Cromatograma de esencia AgSL |1, donde:
pico 23: a-Tuyona
pico 24: 3-Tuyona
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-CG 3:

Cromatograma de esencia AgSL |11, donde:

0r=-0¢<

pico 18: a-Tuyona
pico 19: B-Tuyona
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El espectro de masa del pico correspondiente a a-Tuyona, en la corrida
cromatografica de la esencia AgSL 111 fue el siguiente:

-EM 5:
Espectro de Masa pico de a-Tuyona en esencias de A. gratissima de San Lorenzo:
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Las esencias extraidas de las aguas de arrastre, también fueron evaluadas en su
composicion quimica, llegandose a observar variaciones cuantitativas principalmente,
como se ilustra con la corrida de la esencia de aguas de AgSL 111 a continuacion:

-CG 4

Cromatograma de esencia de aguas de AgSL 111
pico 13,12: a-Tuyona
pico 13,14: B-Tuyona
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Se puede apreciar enriquecida la fraccion monoterpénica oxigenada representada
por los picos de tr 13,12 y 13,14 min, principalmente.

Por otra parte, por espectroscopia IR de la fraccidon destilada del aceite esencial
AgSL 111, a 18 mmHg y 51 °C se observaron las bandas de absorcion caracteristicas de
los grupos carbonilicos aldehidicos en 5,72 um ademas de las bandas tipicas de los
grupos gem dimetilo (en 7,27 um) y cadenas alquilicas:
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-IR 1:
Espectro IR de fraccion | (enriquecida en Tuyona) de esencia AgSL I11:
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-IR 2:
Espectro IR de Tuyona patrén, restituida de semicarbazona.
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Las relaciones enantioméricas para Linalol y Germacreno D de la esencia AgRE V
se muestran en las corridas cromatogréaficas siguientes, estando los datos resumidos en
la Tabla 4:

72



-CG5:

Cromatograma de AgRE V, cortes quirales de Linalol y Germacreno D:
pico 10: Linalol
pico 25: Germacreno D

Chromatogram *** Filename:AGRARE3.C01

mV
* ~
5 M
i
! .H
i
|
500
’ —
o m |
i i
I i
| g i
e 9 B i i
o 1 2]' il
| - l’l i 1 e
a — ~ boh
] f | Hh o i
Lol ot L ‘ b HiLa 3 WA
0
0 20
¢ Chromatogram *** Filename:AGRARE3B.C02
mv

200

Se realiz6 la corrida cromatogréafica de una mezcla racémica de Linalol patrén para
luego realizar el corte correspondiente y determinar la relacion enantiomérica de los dos
isdbmeros de Linalol:
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-CG 6:

Cromatograma con columna quiral de Linalol racémico patrén, donde:

pico 1: R-(-)-Linalol
pico 2: S-(+)-Linalol

Chromatogram *** Filename:LINALOLB.C02
nv

40

o 2
e

Tabla 4

-Relaciones enantioméricas de Linalol y Germacreno D en AgRE V:
Linalol
Enantiomero 3S-(+) 3R-(-)
Relacion Enantiomérica 0,1 99,9
Germacreno D
Enantiomero 7 R-(+) 1S-(-)
Relacion Enantiomérica 14 98,6

Para la esencia AgRE VI:
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-CG 7:
Cromatograma de esencia AgRE VI, donde:
pico 72: Viridiflorol
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-EM 6:
Espectro de Masa pico Viridiflorol en esencias de A. gratissima de Rio Empedrado:
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-CG 8:

Cromatograma de esencia AgP V11, donde:
pico 41:10-epi-Cubebol
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Nuevamente en el caso de las esencias procedentes de Rio Empedrado, también se
evalud la composicion quimica de la esencia de aguas observandose:

-CG 9

Cromatograma de la esencia de aguas de AgP VII:
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En este cromatograma, se observa que el pico de 23,63 min de tiempo de retencién

corresponde al B-Elemeno mientras que de la fraccidon oxigenada de los sesquiterpenos
se destaca el pico de 28,63 min., correspondiente a 10-epi-Cubebol.

El espectro de masa del componente representado por el pico mencionado es el
siguiente:

-EM 7:
Espectro de Masa pico 10-epi-Cubebol en AgP VII:
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Este espectro de masa coincide con el espectro de masa del 10-epi-Cubebol, ademas
de observarse la correspondencia entre el IRL calculado y el tedrico (1535).

En el espectro IR de estas esencias se distingue el pico correspondiente a los OH
alcohdlicos, como se puede observar en el espectro IR de la esencia AgP VIII que es la
que mayor contenido en alcoholes sesquiterpénicos presenta:
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-IR 3:
Espectro IR esencia AgP VIII:
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7.2-Aloysia virgata var. platyphylla:

-AVvRE [:
Peso de material vegetal destilado: 708 g
VVolumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 2,2071 g; esencia color amarillo palido que se
emulsiona con el agua de arrastre, aroma muy especiado pero con un agradable fondo
reminiscente a Limoneno.

-AVRE 11:
Peso de material vegetal destilado: 1588 g
VVolumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 6,8142 g; esencia color amarillo — palido, con aroma
especiado y un fuerte indicio de 1,8 — Cineol.

-AVvRE 111:
Peso de material vegetal destilado: 690 g
Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 3,7460 g; esencia de color amarillo — limon, intenso. El
aroma de la esencia es muy similar al de la esencia AVRE II.

-AvSL 1V
Peso de material vegetal destilado: 1007 g
Volumen de arrastre: 4 litros (en dos destilaciones de 2 litros cada una)
Peso de esencia directa: 2,4155 g; esencia de color amarillo - limén palido, con
un fuerte aroma especiado pero con fondo frutal.

-AvSL V:
Peso de material vegetal destilado: 901 g
Volumen de arrastre: 4 litros (en dos destilaciones de 2 litros cada una)
Peso de esencia directa: 2,3319 g; esencia de color amarillo - limon oscuro y
aroma especiado muy similar al de la esencia AvSL IV.

En la tabla siguiente se resumen las constantes fisicoquimicas de las esencias de esta
especie:

Tabla b
-Constantes Fisicoguimicas:
Rio Empedrado San Lorenzo
AVRE | AVRE |1 AVRE 111 AvVSL IV AvSLV
Rto % P/P 0,3 0,4 0,5 0,3 0,3
d?%’s (g/ml) 0,91 0,91 0,92 0,91 0,92
no?®”| 11,5083 1,5096 1,5094 1,5091 1,5081
aptC| -45,460%" -48,580%° -40,620%° -46,460%° -57,940%7

La composicién quimica de los aceites esenciales es la que se muestra en la tabla
siguiente:
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Tabla 6

-Composicion de los aceites esenciales:

Los componentes estan registrados segun el orden de elusion en la columna no
polar, con sus respectivos indices de retencion lineal experimentales, calculados en
columna SE52:

tr: indica proporcion menor que 0,1%

%
Rio Empedrado San Lorenzo

IRL Componente AVRE | AVRE | AVRE | AvSL | AvSL
SE-52 [ 1 i v \Y
936 |a-Tuyeno 0,1 tr 0,1 0,1 -
941 |a-Pineno 0,1 tr tr 0,1 -
976 |Sabineno 2,2 1,8 2,4 14 0,4
1021 |p-Cimeno 0,1 tr 0,1 - -
1025 |Limoneno tr 0,1 tr - -
1052 |y-Terpineno 0,1 tr tr - -
1324 |acetato de iso Verbanol tr tr tr 0,4 0,3
1338 [5-Elemeno 4,6 8,4 4,9 7,6 4,5
1348 |a-Cubebeno 0,1 tr 0,1 tr tr]
1375 |a-Copaeno 1,7 11 41 14 3,0
1384 |B-Bourboneno 3,3 0,7 2,5 15 3,6
1391 |B-Cubebeno 0,2 - tr tr tr]
1391 |B-Elemeno 0,4 2,7 3,0 3,7 3,5
1406 |o-Gurjuneno 0,2 0,1 0,4 0,2 0,3
1424 |B-Cariofileno 16,3 16,8 18,1 11,0 13,5
1430 |B-Copaeno 1,7 0,7 1,0 0,8 1,4
1435 |y-Elemeno 0,3 1,6 2,4 3,2 1,4
1441 |Aromadendreno 1,2 - - 0,3 0,4
1457 |o-Humuleno 2,7 1,0 15 3,7 5,9
1463 |9-epi-(E)-Cariofileno 3,7 1,9 2,7 2,3 3,1
1468 |y-Muuroleno - - - tr 0,2
1487 |Germacreno D 27,1 251 16,0 26,8 28,1
1487 |o-Muuroleno 0,3 - - tr tr
1500 |[Biciclogermacreno 17,6 29,3 20,3 24,4 16,2
1508 |(E) Cicloisolongifol-5-ol - - - 0,3 0,3
1515 |y-Cadineno 0,4 0,5 0,8 0,6 0,8
1520 |Germacreno A 1,6 0,1 0,3 - -
1525 [5-Cadineno 0,3 0,7 1,6 1,2 1,6
1530 |(E) Cadina-1(2),4-dieno - - - tr 0,1
1530 |a-Cadineno - - - - 0,2
1537 |10-epi-Cubebol 0,2 0,1 0,4 - -
1540 |a-Calacoreno - - - 0,2 0,1
1560 |Germacreno B 1,3 1,3 1,9 2,1 0,6
1563 |Hidrato de Sesquisabineno tr 0,2 0,3 - -
1570 |Ledol - - - 0,1 0,1
1580 |Espatulenol 0,6 0,9 1,3 1,5 1,9
1585 |Germacreno D-4-ol - 1,2 3,0 - -
1586 |Globulol 0,5 0,1 0,7 15 1,4
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%
Rio Empedrado San Lorenzo
IRL AVRE | AVRE | AVRE | AvSL | AvSL
SE-52 Componente | 1 1 v Vv
1596 |Guayol 0,4 0,2 0,4 - -
1600 |Salvial-4,(14)-en-1-ona - - - 0,1 0,2
1607 |Bulnesol tr 0,1 0,2 - -
1612 |Viridiflorol 0,4 - - 0,1 0,1
1645 |epdxido de Humuleno Il - - - 0,1 0,3
1665 9—epi-(E) 14-hidroxi i i i 0.3 0.7
Cariofileno
1680 |a-Muurolol - - - 0,4 0,9
1700 |Selin-11-en-4-o-ol - - - 0,4 0,9
Componentes Identificados 89,7 96,7 90,5 97,8 96,0
Componentes Agrupados
Hidrocarburos Monoterpénicos 2,6 1,9 2,6 1,6 0,4
Monoterpenos Oxigenados - - - 0,4 0,3
Hidrocarburos Sesquiterpénicos 85,0 92,0 79,5 91,0 88,5
Sesquiterpenos Oxigenados 2,1 2,8 8,2 4,8 6,8

No existen otros datos sobre la composicion de esta esencia, en bibliografia.

Graficando los porcentajes de abundancia de los distintos constituyentes, la
composicion quimica de la esencia de A. virgata var. platyphylla guarda la siguiente
relacién, respecto de los origenes y estado de crecimiento de las plantas:

Figura 6: Gréfico de los componentes agrupados del aceite esencial de A. virgata
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Dado que la mayor proporcion de compuestos sesquiterpénicos dificulta la
visualizacion de la relacion que guardan entre si los componentes terpenicos, se
reproducen seguidamente los porcentajes correspondientes a los hidrocarburos
monoterpénicos, monoterpenos oxigenados y sesquiterpenos oxigenados:

Figura 7: Gréfico de la relacidn entre terpenos livianos y sesquiterpenos oxigenados
del aceite esencial de A. virgata var. platyphylla
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Para encontrar una relacion mas directa entre las propiedades fisicas de los aceites y
sus constituyentes, se ha analizado la relacion enantiomérica de aquellos que aparecen
en proporciones considerablemente mayores respecto de los demas, y de los que ademas
se disponia de patrones. Estos resultados aparecen indicados en la tabla siguiente:

Tabla 7
-Relaciones enantioméricas para Sabineno y Germacreno D

Rio Empedrado San Lorenzo

AVRE | AVRE 11 AVRE 111 AvSL IV AvSL V

Sabineno

Enantiémero [ (1R,5R)- | (15,55)- | (1R,5R)- | (15,55)- | (LR,5R)- | (1S,55)- | (1R,5R)-| (1S,5S)- | (1R,5R)-| (1S,5S)-
(+) ) (+) ) (+) ) (+) ) (+) )

Relacion (%) 87,2 12,8 87,7 12,3 87,5 12,5 87,8 12,2 - -

Germacreno D

Enantiémero 7R-(+) | 15-() | 7R-() | 15-() | 7R-(H) [ 15-() [ 7R-(H) [ 15-() | 7R-(+) | 15-(9)

Relacion (%) 0,7 99,3 0,5 99,5 0,7 99,3 1,4 98,6 0,5 99,5

Se ejemplifican las corridas cromatogréaficas y la separacion de los enantiomeros de
Sabineno y Germacreno D para la esencia de AvSL 1V, con columna quiral:
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-CG 10:
Cromatograma con columna quiral de esencia AvSL 1V, cortes quirales de
Sabineno y Germacreno D:
pico 4: Sabineno
pico 48: Germacreno D
Separaciones enantiomericas:
pico 1: R-(+)-Sabineno
pico 2: S-(-)-Sabineno
pico 17: S-(-)-Germacreno D
pico 18: R-(+)-Germacreno D

* Chromatogram *** Filename:AVIRSL2.CO1l
mvV

5000

0
Chromatogram *** Filename:AVIRSL2B.C!
mvV

y 3

20

763

En el cromatograma con columna SE 52, de la esencia AVRE | se pueden observar
los picos correspondientes a &-Elemeno, f-Cariofileno, Germacreno D vy
Biciclogermacreno:
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68): Biciclogermacreno.

pico (31,03): Germacreno D;

pico (28,51) B-Cariofileno;
pico (31

Cromatograma de esencia AVRE I, donde:
pico (24,44): 5-Elemeno;
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A modo de comparacion se incluye seguidamente el cromatograma en columna SE
52, para la esencia AvSL 1V en el cual se pueden observar los picos ya indicados en el
caso anterior:

-CG 12:
Cromatograma de esencia AvSL 1V, donde:
pico (19): 5-Elemeno;
pico (28): B-Cariofileno;
pico (35): Germacreno D;
pico (36): Biciclogermacreno.
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El espectro de masa del pico de Germacreno D de estas esencias es el siguiente:

-EM 8:
Espectro de Masa pico de Germacreno D de esencias de A. virgata:
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En el espectro IR de la esencia AVRE Il se observan las bandas caracteristicas de
los hidrocarburos sesquiterpénicos:

-IR 4:
Espectro IR de esencia AVRE I1:

) WAVENUMBER (cm-1)

4000 3000 2000 1500 1000 900 800 700

o]
(=]

(=)
(=]}
T

S
o

TRANSMITTANCE (%)

n
o

i SESESESREYERES! ! i H 0
3 4 5 6 V4 8 9 10 11 12 13 14 15
WAVELENGTH (MICRONS)

La esencia de aguas de AVRE 111 dio un perfil cromatografico muy similar al de la
esencia directa, s6lo que se observan incrementados los sesquiterpenos principales,
como se puede observar en el siguiente cromatograma:

-CG 13:
Cromatograma de la esencia de aguas de AVRE I1II:
pico (21,32): 5-Elemeno;
pico (25,05): B-Cariofileno;
pico (27,47): Germacreno D;
pico (28,06): Biciclogermacreno.
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7.3- Lippia alba:

-LaSP I:
Peso de material vegetal destilado: 68g
VVolumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 0,2 g; de esencia color amarillo intenso, con fuerte
aroma a Citral.

-LaSP 11I:
Peso de material vegetal destilado: 554 g
Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 2,5 g; esencia color amarillo con aroma a Citral.

-LaSP I11:
Peso de material vegetal destilado: 580 g
Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 4,4 g; esencia color amarillo — verdoso con aroma a
Citral pero con un fondo de 1,8-Cineol.

-LaSP IV:
Peso de material vegetal destilado: 388 g
Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 1,9 g; esencia amarillo claro y con aroma fuertemente
citrico.

-LaP V:
Peso de material vegetal destilado: 429 g
Volumen de arrastre: 2,4 litros
Peso de esencia directa: 7,8 g; esencia color amarillo - naranja, con aroma
fresco, frutado y muy agradable.

-LaP VI:
Peso de material vegetal destilado: 772 g
Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 10,7 g; esencia color amarillo-limén oscuro, aroma
caracteristico del 1,8-Cineol al inicio de la destilacion, luego algo més frutado .

-LaP VII:
Peso de material vegetal destilado: 1170 g
Volumen de arrastre: 2 litros
Peso de esencia directa: 24,0 g; esencia de color amarillo — verdoso al inicio de
la destilacion y luego mas amarilla y de aroma especiado con fondo frutado.

-LaSA VIII:
Peso de material vegetal destilado: 1583 g
Volumen de arrastre: 6 litros
Peso de esencia directa: 29,9 g; esencia de color amarillo — anaranjado, de aroma
con indicios de 1,8-Cineol, sin percibirse aroma a Citral.
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Para una mejor comprension de los resultados del andlisis de las esencias de esta
especie, dada la variabilidad de sus composiciones quimicas, se ha resumido en un
mismo cuadro comparativo los resultados para las esencias de las tres procedencias:
Perichon (Corrientes), Santa Ana (Corrientes) y Saenz Pefia (Chaco). Por lo tanto, en
Tabla 8 y Tabla 9 se indican las Constantes Fisicas y Constituyentes de los aceites
esenciales, respectivamente.

Tabla 8
-Constantes Fisicoguimicas:
Saenz Pefa Perichdén Santa
(Chaco) (Ctes) Ana
(Ctes)
LaSP LaSP LaSP LaSP LaP LaP LaP LaSA
[ 1 1] v \Y \Y| VIl VIII
Rto% P/P | 0,3 0,6 0,8 0,6 2,1 1,6 2,1 2,2
d?% (g/ml) - 0,91 0,89 0,92 0,89 0,89 0,89 0,89
np2° 1,4927| 1,4930 | 1,4853 | 1,4953 | 1,5029 | 1,5056 | 1,5019 | 1,5039
oD - -21,26° | -06,12° | -27,28° | -13,52° | -12,18° | -13,00° | -08,62°
t°C 250 290 26° 23° 26° 26° 27°
Tabla 9

-Composicion de los aceites esenciales:

Los componentes estan registrados segun el orden de elusion en la columna no
polar, con sus respectivos indices de retencion lineal experimentales, calculados en
columna SE52:

tr: indica proporcion menor que 0,1%

%
Séenz Pefia (Chaco) Perichén Sﬁgtaa .

IRL Componentes LaSP |LaSP|LaSP|LaSP| LaP | LaP | LaP | LaSA

SE 52 | 1 11 [\ V VI VII VIII

914 |o-Tuyeno - - - - 01 01 tr] 2,3 si
928 |a-Pineno - - - - 07 06 04 tr si
942 |Canfeno - - - 2,7 2,2 1,6 0,1 si
958 |Sabineno 02 0,1 - tl 05 05 03 2,1 Si
968 |B-Pineno - - - - 05 07 03 tr] Si
986 |6-metil-5-hepten-2-ona trl 0,3 trl 1,3 - - - - si
991 |B-Mirceno 33 1,20 11 trl 19,2 25,2 15,2 13,8 Si
1017 |Desconocidos - - - - 1,3 1,3 12 09 no
1024 |Limoneno - tl 01 04 1,21 1,00 09 - Si
1026 [1,8-Cineol -1 02 -+ 01 07 109 04 6,8 si
1032 |(Z)-B-Ocimeno 12 trf tr - - - - 01 i
1042 |(E)-B-Ocimeno 03 13 0,6 tr - - - 0,2 Si
1050 (Bergamal - - -1 0,3 - - - 4 no
1084 |a-Terpinoleno - - - {4 03 03 03 4 no
1092 |6,7-epoxi Mirceno - - - - 03 04 02 0,3 no
1096 (Perilleno 0,77 0,4 trl 0,1 - - - -1 no
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%
Séenz Pefia (Chaco) Perichén SAaE;a .

IRL Componentes LaSP|LaSP [LaSP|LaSP| LaP | LaP | LaP | LaSA

SE 52 | 1 11 [\ V VI VII VIII

1100 |6xido de a-Pineno 01 01 - 01 09 11 07 4 no
1100 |Linalol -1 0] 40,8/ 0,5 - 01 02 - Si
1116 |6xido de B-Pineno 0,1 0,6 - 01 - - - 4 no
1119 |p-1,3,8-Mentatrieno - - 0,2 - - - - 1 no
1127 |Alcanfor - - 06 02 - - - - Si
1144 |6xido de (E)-Limoneno 0,6/ 04 - tr tr trf 0,1 - no
1145 |B-Citronelal tl 02 02 04 - - - 1 no
1150 |Borneol - - - -l 35 27 - - no
1162 |Mircenona - - - - 39,6 34,2 47,1 358 Si
1171 |epoxido de Rosefurano trf 0,2 trf 01 - - - 1 no
1172 |p-Menta-1,5-dien-8-ol - - tr - - - - | no
1175 |a-Terpineol - - - 4 041 03 27 0,71 i
1190 |Salicilato de metilo 01 0,1 - 01 - - - 4 no
1191 |Verbenona - - - - tf 0,21 05 0,71 no
1206 |(Z)-dihidro Carvona 05 1,0 05 - tr tf 0,1 0,1 Si
1211 |(E)-dihidro Carvona - - 20 - - - - 0,3 Si
1239 |(Z)-Ocimenona - - - -1 92 11,3 98 8,0 Si
1245 |Neral 19,4 199 9,3 114 - - - - Si
1246 |(E)-Ocimenona - - - - 46 60 3.2 2,3 Si
1255 |Piperitona -1 0,2 -1 0,2 - - - - Si
1276 |Geranial 29,7 26,6 12,4/ 18,5 - - - 0,4 si
1286 |oxido de (E)-Carvona - - - 02 - - - 4 no
1332 |3-Elemeno - 01 - - - - - | no
1344 |o-Cubebeno 0,6/ 071 0,3 - - - - 0,1 no
1357 |o-Longipineno 08 0,7 - - - - - - no
1360 |Eugenol tr tr tr - tr trf 04 0,3 no
1363 |Ciclosativeno - |02 11 - - - 1 no
1373 |o-Copaeno 25 37 16 6,7 08 08 08 1,00 no
1381 |3-Bourboneno { 01 03 t| 02 01 02 0,3 no
1386 |[acetato de Geranilo - tr - - - - - 1 no
1387 |B-Cubebeno trl 04 1,9 trl 04 04 05 t si
1387 [B-Elemeno 3.2 3,0 tr - tr tr tr] 1,3 Si
1406 |o-Gurjuneno 06 07 04 - tr trl 0,2 4 no
1419 |B-Cariofileno 52 80 51 52 31 27 37 4,8 Si
1427 |B-Copaeno trf 04 03 4 02 02 01 02 no
1429 ly-Elemeno 15 24 08 172 - - - tsi
1442 |o-Humuleno tl 08 05 1,0 tr tr tr] 04 no
1451 |Allo Aromadendreno 20 12 06 -1 02 021 02 - no
1458 |(E)-B-Farneseno - tr trf 0,7 05 06 06 0,70 i
1483 |Germacreno-D 34 71 46 11 42 34 49 5,1 Si
1486 |(E)-Muurola-4(14),5-dieno tf 01 tr - - - - -1 no
1497 |Viridifloreno -1 02 02 tr - - - - Si
1506 |B-Selineno - tr - tr tr tr 0,2 4 no
1510 [y-Cadineno trl 06 09 14 - - - 41 no
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%
Séenz Pefia (Chaco) Perichén SAaE;a .

IRL Componentes LaSP|LaSP [LaSP|LaSP| LaP | LaP | LaP | LaSA

SE 52 | 1 11 [\ V VI VII VIII

1517 |Biciclogermacreno tf 05 04 - 03 02 02 0,77 no
1523 |o-Muuroleno 27 31 19 53 trl 01 0,1 04 no
1526 |(E)-Cadina-1(2),4-dieno -1 02 tr - - - - 4 no
1528 |3-Cadineno 33 23 1,3 21 0,4 o071 03 0,60 no
1534 |a-Cadineno trl 03 0,1 - - - - 4 no
1535 |(Z)-Muurol-5-en-4-B-ol - - - 03 4 no
1553 |Germacreno B 1,3 1,8 08 0,9 - - - 0,5 Si
1561 |a-Calacoreno - - trl 0,8 - - - 4 no
1561 |(Z2)-Muurol-5-en-4-a-ol 0,5 tl 03 09 tr - - | no
1580 |Viridiflorol tf 0,8 - - - - - - no
1581 [6xido de Cariofileno 33 03 22 8.2 tr tr tr 0,1 no
1583 |Globulol 0,8 - - 18 03 04 04 4 no
1597 |Espatulenol - - tr - tf 0,2 tr] - no
1599 |Germacren D—4-ol -1 29 13 -1 0,3 trf 0,1 0,6 no
1623 |1,10-di epi-a-Cubenol 02 02 01 03 - - - 4 no
1640 |epi-o-Cadinol trl 0,2 trl 3,1 - - - 4 no
1641 |epi-o-Muurolol 19 18 13 tr - - - - no
1653 |o-Cadinol 1,4 10 09 23 - - - 4 no
1668 |(Z)-Calmenen-10-ol 0,4 - -1 1,2 - - - - no
1683 |9-epi-E-14-hidroxi-Cariofileno 0,5 - -1 05 - - - - no
1689 |Tetradecanol-n 0,8 0,2 tf 10 0,3 01 0,3 - no
1739 |Oplopanona 0,7 tr -1 24 - - - - no
Componentes Identificados 93,8 98,1 96,1 83,5 95,0 97,2 97,2 92,0
Componentes agrupados

Hidrocarburos Monoterpénicos 57/ 30 20 05 252 306 19,00 18,6
Monoterpenos Oxigenados 50,5 49,9 65,8 33,5 58,9 57,2 654 557
Hidrocarburos Sesquiterpénicos 27,1 37,8 22,00 27,5 10,00 8,7 12,0f 16,1
Sesquiterpenos Oxigenados 10,51 7.4 63 220 09 0,7 08 0,7
Desconocidos - - - - 13 13 1,2 0,9

* Referencia a la identificacion de estos constituyentes en Lippia alba de otros
origenes geograficos de acuerdo a la bibliografia.

Asimismo, los componentes hallados en ejemplares de otra procedencia y que no
han sido hallados en los ejemplares estudiados en este trabajo son:

Lippiona; Piperitenona; Lippiafenol; Carvona; Nerolidol; Terpinen-4-ol;

Biciclosesquifelandreno.

Representando en un grafico los porcentajes de los componentes agrupados, resulta
mas facil la comparacion, de acuerdo al estado de crecimiento y procedencia de los
ejemplares de Lippia alba del Nordeste:
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Figura 8: Gréafico de los componentes agrupados del aceite esencial de Lippia alba
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Por otro lado, el espectro de masa del componente Desconocido, es el siguiente:

-EM 9:
Espectro de masa del componente Desconocido: M*: 134, de Lippia alba de El
Perichdn y Santa Ana.
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Para identificar de mejor manera las relaciones entre los componentes particulares
de cada una de las procedencias, se observa en la siguiente figura, la relacion entre los
componentes principales:
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Figura 9: Gréafico de la relacion entre los componentes principales de los dos

quimiotipos de Lippia alba
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El cromatograma, con columna SE 52, de la esencia LaSP | fue el siguiente:

(Ver CG 14, de pagina 93)
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-CG 14:

Cromatograma de esencia LaSP I, donde:
pico 22: Neral
pico 23: Geranial

DA\P\EDUARDO\2003\GABRIESE\LALBASP1 — Channel A

0.1 eisiie—— - — - e —
Plrak Number To e

0r=-0<

0.08 © 0.08
®
O
(]
0.06 & b.oe
0
[y
&
e ]
[ .
0.04 0.04
[+]
51 %
0.02 0.02
0.0 .00

75

Ner—=-0<



De la esencia LaSP I11 se obtuvo el siguiente cromatograma con columna SE 52, en
el que se observa que el pico correspondiente a Linalol aparece considerablemente

aumentado respecto de la esencia de LaSP I:

-CG 15:

Cromatograma de esencia LaSP 111, donde:
pico 4: Linalol

pico 13: Neral

pico 14: Geranial
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Del pico 4, correspondiente al Linalol, con IRL calculado 1110 (IRL tedrico del

Linalol 1097), el espectro de masa fue:
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-EM 10:
Espectro de Masa pico Linalol de esencia LaSP IlI:
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El espectro IR de la esencia LaSP 11l muestra la banda correspondiente al OH
terciario a una longitud de onda de 2,86 um, evidenciando la presencia de Linalol:

-IR 5:
Espectro IR de esencia LaSP I11:
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Para verificar la presencia de Linalol, se compara con el espectro IR del Linalol
patrén:

95



-IR 6:
Espectro IR de Linalol patron (curva superior mas definida)
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Por otra parte, se puede comparar con el espectro IR de la esencia LaSP I:

-IR7:
Espectro IR de esencia LaSP I:
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Se puede apreciar la mayor coincidencia de bandas entre el espectro IR de la esencia
LaSP 111 (IR 5) y el espectro IR del Linalol patron (IR 6), mientras que en el caso del
espectro IR de LaSP I (IR 7), las bandas correspondientes al patron no se pueden
identificar con facilidad, evidenciado, por consiguiente, una concentracion mucho
menor de este componente en la esencia.
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Por otro lado, para comprobar si se repetia la presencia mayoritaria de Linalol en la
esencia de verano, se analizo el aceite esencial de ejemplares que son hijos de tercera
generacion de los que dieron ese resultado, por lo que se adjunta a continuacion el
cromatograma de gases correspondiente:

-CG16:
Cromatograma de esencia de Lippia alba hija de tercera generacion de la planta
madre LaSP 111, donde:
pico 12,45: Linalol (0,2%)
pico 17,56: Neral (17,2%)
pico 18,70: Geranial (27,7%)

lippia alba sp vii Scan Ei
18.70 TIC
10 1049
17.56
% 24.87

22.99
9.26
0TS 513

L4l JI.

A L L L L L L

745 1245 1745 245 2145 3245 3145 4245 4145 5245 5745 6245 6745

De la misma especie, se obtuvo el cromatograma de la esencia de aguas, a fin de
descartar que el Linalol se encuentre en la fraccion soluble en agua, por lo cual se
adjunta el cromatograma correspondiente a esta esencia:
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-CG 17:

Cromatograma de esencia de aguas de Lippia alba hija de tercera generacion de la

planta madre LaSP 111

pico 12,44: Linalol (0,5%)
pico 17,82: Neral (28,7%)
pico 19,00: Geranial (36,6%)
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La esencia de aguas presenta enriquecida la fraccion monoterpénica oxigenada
(representada por el 66% de los constituyentes totales) mientras que en el caso de la
esencia directa, se encuentran en mayor proporcion tanto los monoterpenos oxigenados
como los hidrocarburos monoterpénicos (47,3% de los primeros, con 32,1% de los

segundos)

En el caso de las esencias de El Perichon, se muestra el cromatograma con columna
SE 52 correspondiente a la esencia LaP V en el cual el pico 6 es el correspondiente a -

Mirceno y el pico 17 a Mircenona:
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-CG 18:
Cromatograma de gases de esencia LaP V, donde:
pico 6: B-Mirceno
pico 17: Mircenona
pico 23: (Z)-Ocimenona
pico 24: (E)-Ocimenona

D:\P\EDUARDO\2003\GABRIESE\LAPERIil — Channel A
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El espectro de masa correspondiente al pico asignado a Mircenona fue:
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-EM 11:
Espectro de Masa pico 17 de esencia LaP V: Mircenona
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El cromatograma de la esencia de aguas de esta especie es:
-CG 19:
Cromatograma de esencia de aguas de LaP V:

pico 14,44: Mircenona
pico 15,57: (Z)-Ocimenona y (E)-Ocimenona
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En el caso de la esencia de Lippia alba Santa Ana (LaSA VIII), el cromatograma de
gases con columna SE-52 en el que también se identifica el pico correspondiente a
Mircenona es:
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-CG 20:
Cromatograma de esencia LaSA V111, donde:

0 e+=0<

pico 19: Mircenona
pico 27: (Z)-Ocimenona
pico 28: (E)-Ocimenona
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Esta esencia de Santa Ana fue caracterizada ademas, por medio del espectro IR de la
esencia completa. Por otra parte, se fracciond la esencia por destilacion en banda rotante
y de la fraccion | (destilada a 10 mmHg y 75 °C) se realiz6 el espectro UV en el cual se
observan dos maximos de absorcion (Amax. 1= 225 nm; Amax. 2= 248 nm) y luego se
obtuvo el espectro de RMN de la misma fraccion. A continuacién se representan los
espectros mencionados:

-IR 8:
Espectro IR de esencia LaSA VIII:
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Se puede apreciar que la banda que aparece a 5,90 um es la que caracteriza a los
compuestos carbonilicos, por lo cual si se correlaciona este resultado con el CG
correspondiente (CG 20) es de esperar que esta banda corresponda al grupo carbonilo
de Mircenona, estando intensificada ademas por la presencia de Ocimenona en la
misma esencia. También son destacables las bandas correspondientes a los modos
virbacionales - rotacionales de CH., CHs y enlaces dobles caracteristicos de los
sesquiterpenos (grupo gem-dimetilo a 7,25 um).

A modo de comparacion, también se obtuvo el espectro IR y el CG de la esencia de
aguas:
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-IR 9:
Espectro IR de esencia de aguas de LaSA VIII:
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El cromatograma de esta esencia de aguas permite corroborar el espectro de IR,
evidenciando la presencia de los componentes oxigenados mayoritarios, en mayores
proporciones que los demés constituyentes del aceite:

-CG 21:

Cromatograma de la esencia de aguas de LaSA VIII:
pico 14,41: Mircenona
pico 17,37: (Z)-Ocimenona
pico 17,62: (E)-Ocimenona
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De la fraccion enriquecida en Mircenona se obtuvo, a fin de lograr una mejor
identificacion, el espectro de UV correspondiente, en el cual se pueden calcular los
maximos de absorcion y compararlos con los de la Mircenona patron:

UV 1
Espectro UV de la fraccion | enriquecida en Mircenona de LaSA VIII:

‘‘‘‘‘ AR FA VS AN LLER

ioe PRINTED IN US4

-Valores experimentales:
Amax. 1= 225 nm

Améax. 2 = 248 nm

-Célculo del coeficiente de extincion del Amax. 1:

2225 _ PM x(2-1ogT) 138,21x(2-logl,2)

=13274
C (0,02g/L)
-Célculo del coeficiente de extincién del Amax. 2:
2208 _ PM x(2-1logT) _ 138,2x(2-10g9,5) _ 7064

C (0,02g/L)

Donde:
PM: peso molecular de Mircenona
T: transmitancia
C: concentracién de la dilucion de la esencia LaSA VIII

Por su estructura, la Mircenona presenta dos méaximos de absorcion

correspondientes a los dos grupos cromoforos, por lo cual calculando 10S Amax.
correspondientes:
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O/

Cromoforo Béasico 217 nm Cromoforo Bésico 215 nm
1 sustituyente alquilico __ 5 nm 2 sustituyentesen  _ 24 nm
A max. calc 1 = 222 nm A max. calc 2 = 239 nm

(Ricciardi, A., 2004)

Estos valores difieren poco de los valores experimentales correspondientes en el
espectro UV.

-RMN 1:
Espectro RMN H de fraccion |, enriquecida en Mircenona de LaSA VIII:

DD ODN— — O~
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0220
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=R = —

B B 1§
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Calculando los desplazamientos quimicos de los Hidrégenos de Mircenona,
mediante tablas adecuadas (Hesse, et al., 1995) para Hidrogenos sobre enlaces dobles o
utilizando la regla de Shoolery modificada, para Hidrogenos alifaticos:
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Ha: 5,25 ppm + (-0,22) + (-0,28) + 1,10 = 5,85 ppm ............. singulete

Hb: 5,25 ppm + (0,02) = 5,27 PPM eeoenvreriieiieeieeiieeiee e e cuadruplete
Hc: 5,25 ppm + (1,24) = 6,49 PPM .ecvvveveveeceeeceece e cuadruplete
Hd: 1,25 ppm + 0,8 + 1,20 = 3,25 ppm ..ooovvvvviieieieereeee, singulete
He: 5,25 ppm + (-0,22) + (0,02) =4,99 ppm ................... duplete
CHaf: 1,71 ppm .o, singulete

Por la vecindad de Ha con los Hb, la sefial que deberia ser un singulete aparecera
como triplete.
Asignando estos valores calculados a los datos obtenidos del espectro de RMN:

1,84 ppm .ccvveieiieiee, singulete = CH3 f
2,10 pPM oo singulete = CHs f
3,25 PPM e singulete = Hd
5,04 ppM oo duplete = He
515 pPM oo cuadruplete = Hb
6,11 PPM oo triplete = Ha
6,37 PPM oo cuadruplete = Hc

-Relaciones enantioméricas de linalol y germacreno D:

Del aceite esencial LaSP 111 se determind la relacion enantiomérica de Linalol y de
Germacreno D (45,4% del total identificado), debido a que esta esencia es la que
presentaba mayor diferencia de valores con la rotacion Optica de las otras esencias de la
misma procedencia. Al analizar los distintos constituyentes del aceite esencial, se
observo que la diferencia primordial entre las tres esencias esta en el mayor contenido
de Linalol en la esencia de verano. El cromatograma gaseoso con columnas quirales
correspondiente al corte de Linalol y Germacreno D de LaSP Il y la separacién
enantiomérica correspondiente son:
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-CG 22:
Cromatograma con columna quiral de LaSP 111, cortes de Linalol y Germacreno D,
donde:
pico 8: Linalol
pico 40: Germacreno D
Separaciones enantiomericas:
pico 1: R-(-)-Linalol
pico 2: S-(+)-Linalol
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La identificacion de los enantiomeros de Linalol se realizé por comparacion con la
corrida de Linalol patrén cuyos datos y cromatograma (CG 6) se incluyen en la seccién
correspondiente a A. gratissima var. gratissima.
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Por lo tanto la relacion enantiomérica de los enantiomeros respectivos se resumen en
la Tabla 10:

Tabla 10
-Relaciones enantioméricas de Linalol y Germacreno D en LaSP Il1:

Linalol
Enantiomero 3S-(+) 3R-(-)
Relacion % 99,7 0,3

Germacreno D
Enantiomero 7R-(+) 1S-(-)
Relaciéon % 9,8 90,2
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7.4-Ensayos de Actividad Antitumoral:

Incidentalmente, las esencias de Aloysia gratissima var. gratissima de San Lorenzo |
(AgSL 1), Aloysia virgata var. platyphylla de Rio Empedrado | (AVRE 1) y Lippia alba
Santa Ana (LaSA VIII), han sido enviadas a la empresa Biomar S.A., ubicada en la
ciudad de Ledn, Espafa, por lo cual se pudo evaluar, mediante el test de inhibicién de
Aldosa Reductasa, la posible actividad antitumoral in vitro, de las mismas. Los ensayos
de actividad se llevaron a cabo en cultivos de células neoplésicas determinando la
citotoxicidad en paralelo frente a lineas de células normales CV-1 (fibroblastos de rifion
de mono), datos no informados en este trabajo.

Las esencias se ensayaron sobre las siguientes muestras:

P-388: leucemia en raton
A-549: carcinoma de pulmoén humano
HT-29: carcinoma de colon humano.

Con los dos ensayos de carcinoma humano (A-549 y HT-29), se pretende inhibir
directamente in vitro un cultivo de las células de tumores en fase de crecimiento puesto
que son de lento desarrollo, exponiendo continuamente dichas células a las muestras en
ensayo. En tanto que con el ensayo P-388 sobre ratones, se determina la velocidad de
proliferacion celular ya que se persigue detectar la posible inhibicion de ADN, ARN y
proteinas, sistemas claves en el control de tumores que son de progreso mas rapido,
como en el caso estudiado.

Los resultados, expresados como valores de 1Cso, 0 concentracion del compuesto en
uM que inhibe el 50 % de la division celular, fueron los siguientes:

Tabla 1l
-Ensayos de actividad antitumoral de aceites esenciales de:
AgSL | AVRE | LaSA VIl
P-388 > 10mg/ml >10mg/ml >10mg/mi
A-549 >10mg/ml >10mg/ml >10mg/ml
HT-29 >10mg/ml >10mg/mi >10mg/mi

*QObservacién: se considera que presenta actividad antitumoral positiva cuando 1Csg <
10 mg/ml.
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8. - Discusion
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-Aloysia gratissima var. gratissima (Gillies & Hook.) Tronc.

De acuerdo con los componentes identificados para los aceites esenciales de esta es-
pecie (CG 1al CG 5, CG 7y CG 8), se observa un comportamiento distintivo respecto
de las diferentes procedencias del material vegetal (Figura 5). En la Tabla 1 se puede
apreciar que hay variaciones en los rendimientos en aceite esencial, manteniéndose los
valores en el orden entre 0,7 y 1,3% (p/p), de acuerdo al estado de crecimiento de la
planta. Resulta notable el hecho de que el periodo de crecimiento de la planta en el que
el rendimiento en esencia alcanza el mayor valor no es el mismo para cada esencia, de
acuerdo a la procedencia del material vegetal: en las especies colectadas en San Loren-
zo, el rendimiento fue mayor en otofio, mientras que en las de Rio Empedrado alcanz6
el maximo rendimiento en primavera, y en verano, como seria de esperar, en las espe-
cies de El Perichon. En general, se puede observar que los mayores valores de esta pro-
piedad coincidieron con épocas posteriores a lluvias copiosas por lo que dado que, des-
de los ultimos diez afos se viene observando un clima cambiante, aparecieron rendi-
mientos mayores en otofio cuando seria de esperar lo contrario.

Se puede observar ademas que, independientemente de la procedencia de los aceites
esenciales, algunas constantes fisicas como densidad e indice de refraccidn, también se
mantienen dentro de un rango de valores casi constantes, no asi la rotacion Optica de las
esencias que presenta variaciones muy notables, inclusive en los aceites esenciales de
un mismo origen. Esta magnitud puede variar entre valores positivos y valores altamen-
te negativos. Este hecho se puede relacionar con la propiedad aditiva de la rotacion op-
tica, con lo cual componentes con valores positivos de esta constante fisica, se contra-
ponen a componentes con rotaciones opticas negativas llevando asi a la rotacion dptica
total de la esencia, a valores muy cercanos a 0°. Por otra parte, al ser una propiedad al-
gebraicamente aditiva, la predominancia de alguno de los componentes con valores ne-
gativos o positivos llevaran la rotacion total a asumir un valor en ese sentido, lo cual
permitiria explicar que algunas de las esencias presenten fluctuaciones de esta magnitud
respecto de las variaciones en los contenidos de sus componentes principales, de acuer-
do al estado vegetativo y la preponderancia de alguno de los enantiomeros 6pticos en
particular.

Todas las esencias de A. gratissima var. gratissima presentan altos contenidos en
hidrocarburos sesquiterpénicos (Tabla 2) que sufren algunas variaciones en la propor-
cion de acuerdo al estado de crecimiento de la planta. En segundo orden de importancia
se encuentra la fracciébn monoterpénica oxigenada, que a su vez aparece mas abundante
en las esencias de San Lorenzo y de El Perichdn que en las de Rio Empedrado. Estas
ultimas esencias presentan, en cambio, un incremento muy notable en la fraccion de
sesquiterpenos oxigenados en relacién con las esencias de San Lorenzo, encontrandose,
inclusive, en proporciones muy cercanas a la proporcion en la que estos componentes se
encuentran en las esencias de El Perichdn. En cuanto a la fraccion de hidrocarburos mo-
noterpénicos, se mantiene casi constante para todas las esencias en sus distintos orige-
nes y estados de crecimiento, observandose variaciones minimas entre los distintos acei-
tes. (Figura 5)

Otra tendencia evidente que surge del grafico de los componentes de los aceites
esenciales para esta especie, es la que presentan los monoterpenos oxigenados que tien-
den a aumentar hacia la primavera en el caso de las esencias de San Lorenzo y Rio Em-
pedrado, manteniéndose casi invariables en las de El Perichén (Figura 5). En cambio,
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comparando los hidrocarburos sesquiterpénicos en las esencias de San Lorenzo y El
Perichon se ve que tienden a experimentar una disminucién hacia la primavera mientras
que, con la misma tendencia, experimentan una modificacion en sentido inverso en las
esencias de Rio Empedrado.

Estas fluctuaciones en las proporciones de las diferentes fracciones de componentes
de los aceites pueden ser explicadas por la diferente composicion de las mismas, ya que
en el caso de los aceites esenciales de San Lorenzo (AgSL I: CG 1, AgSL I1: CG 2y
AgSL 11l: CG 3) la fraccion de hidrocarburos sesquiterpénicos esta principalmente
constituida por B-Cariofileno, Germacreno D, Biciclogermacreno, mientras que la
fraccion de los monoterpenos oxigenados por los isdbmeros a- y B-Tuyona (Tabla 2,
EM 5, IR 1). De los sesquiterpenos méas abundantes, el contenido en B-Cariofileno se
mantiene practicamente constante, independientemente del estado vegetativo de las
plantas (Tabla 2). Por esta razon, se podrian relacionar los elevados valores negativos
de las rotaciones oOpticas de los aceites AgSL 11 'y AgSL 111 con el contenido en 6xido
de Cariofileno ([o]o —74°) y de B-Cariofileno ([a]p —11°), (Ourisson et al., 1966), a los
cuales se suma la contribucion de a-Tuyona ([o]o —10°14) en mayor proporcion respec-
to de B-Tuyona ([o]o +76°10), (Guenther, 1963), aunque esta suposicion no se ha podido
verificar por la carencia de patrones dpticos.

En cualquier caso, es importante considerar que el sistema enzimatico de cada orga-
nismo en particular, condiciona la estereoquimica de los productos finales de la biosin-
tesis, por lo que la rotacion Optica total de la esencia dependera de los enantibmeros
formados para cada constituyente.

Por otra parte, el contenido en monoterpenos en los aceites de San Lorenzo, alcanza
su mayor proporcion (7,6%) en primavera (AgSL 1) mientras que en otofio y verano,
los més altos porcentajes corresponden al contenido en hidrocarburos sesquiterpénicos
(47,2 - 51,1%) (Tabla 2, Figura 5). Particularmente, la fracciobn monoterpénica oxige-
nada de estos aceites estd mayoritariamente representada por la contribucién de la frac-
cion de a- y B- Tuyona, por lo cual, estos componentes condicionaran la variacion total
de la fraccion. Comparando esta composicion con la de la fraccién monoterpénica de las
esencias de Rio Empedrado (CG 5 y CG 7) en las que no se observa la presencia de
Tuyona, la variacion total estara directamente afectada por el contenido en Linalol y no
de Tuyona.

Respecto de la composicion de la fraccion sesquiterpénica oxigenada se observan
notorias diferencias en los distintos aceites, a pesar de que la variacion de las mismas
con el estado de crecimiento de la planta para cada aceite, experimenta una tendencia
similar. En el caso de los aceites de San Lorenzo, es predominante la presencia de 6xido
de Cariofileno, en tanto que en las esencias de Rio Empedrado el principal constituyente
de esta fraccion, y del cual dependen las variaciones totales, es el Viridiflorol (EM 6) y
en el caso de las esencias de El Perichon, la mencionada fraccion esta determinada por
el contenido en 10-epi-Cubebol. (Tabla 2)

Estas diferencias observadas entre los distintos componentes principales de la mis-
ma especie, dependiendo de la naturaleza u origen de la planta, llevaria a pensar en un
caso similar al que ocurre con Lippia alba, respecto de la plasticidad de la especie. Has-
ta el momento no se habia encontrado en la bibliografia citas referentes a la existencia
de diferentes composiciones de aceite esencial de Aloysia gratissima, por lo cual, frente
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a los resultados obtenidos, seria considerable suponer que esta especie pudiese presentar
una cierta adaptabilidad o plasticidad similar a la que presenta L. alba, de la misma fa-
milia.

En la Tabla 2, en la dltima columna, se observa que en las especies estudiadas en
este trabajo aparece una gran cantidad de constituyentes que no han sido identificados
en trabajos sobre esta esencia pero de otras procedencias, haciéndose notable la identifi-
cacion positiva de los isomeros de Tuyona, sélo que en proporciones mucho menores a
las encontradas en las esencias de Corrientes. De la misma manera, luego de la tabla
mencionada, aparece un listado de los constituyentes que fueran citados en trabajos de
bibliografia pero que no fueron encontrados en las esencias estudiadas en el presente
trabajo. No resultan sorprendentes las diferencias halladas suponiendo que las especies
constituyentes de la familia de las Verbenaceas estadn caracterizadas por una notoria
variabilidad quimica, como ya se ha mencionado previamente para el caso de Lippia
alba.

Por otra parte, los isomeros a- y B-Tuyona aparecen exclusivamente en los aceites
de especies provenientes de San Lorenzo, siendo sus contenidos variables (6,8 — 17,5%)
de acuerdo al estado vegetativo. Este Gltimo hecho es notable ya que previamente no se
han encontrado estos constituyentes en cantidades que superaran el 2% del total de la
esencia. Sin embargo, por conversaciones personales con personas de campo vecinas al
sitio de donde se recolectaron los ejemplares, se supo que no utilizan esta planta bajo
ninguna forma, excepto en animales y como medio para facilitar la expulsion de la pla-
centa en las vacas (efecto abortivo). En consecuencia, considerando que los isomeros de
Tuyona presentan accion convulsiva comprobada, (ECFA, Monographs & Evaluations, 519),
este dato llevaria a pensar que la presencia de altas proporciones de estos componentes
en el aceite, sea el motivo del escaso uso de esta especie en la zona de San Lorenzo,
Corrientes, teniendo en cuenta que las cetonas son suficientemente solubles en agua y
pueden ser extraidas del aceite esencial al prepararse la infusion. Esta particularidad se
ve reflejada en el cromatograma de gases de la esencia extraida de las aguas de arrastre
(CG 4), en el cual se observa incrementada la fraccion monoterpénica oxigenada de o.-
y B- Tuyona, por lo que es de esperar que la infusidn de esta especie contenga una ma-
yor proporcion de estos componentes por su solubilidad en agua.

Por otro lado, resulté notable el hecho de que el contenido en cetonas monoterpéni-
cas disminuye a medida que la planta alcanza su mayor estado de desarrollo, siendo
maximo cuando esta mas joven.

En relacion a los componentes no identificados o desconocidos, por los valores de
los iones moleculares se supuso que se trata de compuestos sesquiterpénicos, aunque la
identificacion se hizo dificil por presentar espectros de masa (EM 1; EM 2; EM 3; EM
4) que no guardan relacion definida con los espectros de masa de los componentes de
las bibliotecas disponibles. Los indices de retencion lineales de los compuestos desco-
nocidos 2 al 4 hacen suponer que estos componentes sean sesquiterpenos oxigenados de
naturaleza alcohodlica o cetonica a diferencia del componente desconocido 1, que se ha-
Ila dentro del rango de indices de retencion lineales de los hidrocarburos sesquiterpéni-
cos. Tanto el componente desconocido 1 como el 2 aparecen solamente en las esencias
procedentes de El Perichon, en tanto que los componentes desconocidos 3 y 4 aparecen
en proporciones similares en todas las esencias de las tres procedencias.
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Como se puede observar en la Tabla 2, la esencia AgRE V (CG 5) es la que se ca-
racteriza por contener una mayor proporcion de Linalol respecto de todas las muestras
de esta procedencia (Rio Empedrado).

Por otro lado, y contrariamente a lo que sucede con las esencias de San Lorenzo, los
aceites esenciales de especies de Rio Empedrado y Perichon presentan mayor contenido
en sesquiterpenos oxigenados sin observarse cantidades notables de monoterpenos oxi-
genados, excepto en el caso del aceite AQRE V que, como se explicd anteriormente,
tiene un alto contenido en Linalol (13,9%) no observado en los demés. Correlacionando
este dato con la correspondiente rotacion Optica de la esencia, se ve que es la que pre-
senta el méas elevado valor negativo a diferencia de las otras esencias con valores casi
nulos o positivos, por lo que se podria suponer que este terpeno sea el responsable de
este efecto ya que al determinar la relacion enantiomérica se observo que predomina el
isdmero 3R-(-)-Linalol (CG 5) (Tabla 4) cuya rotacion especifica tiene un valor teérico
de [a]p —17°4. (Guenther, 1963)

Luego de la comprobacion de la relacion enantiomérica del linalol, el hecho de que
los aceites AgRE 1V y AgRE VI, contrariamente a la esencia AgQRE V, presenten rota-
ciones positivas, podria permitirnos concluir que efectivamente el enantiomero de Lina-
lol presente en esta ultima esencia es el levo.

Los aceites esenciales del Perichon presentan todos altos valores negativos de rota-
cién especifica, a la vez que estan caracterizados por la presencia de alcoholes sesqui-
terpénicos como el 10-epi-Cubebol (EM 7), lo cual concuerda con la identificacion de
la banda de OH a 3,90 um observada en el espectro IR de los aceites esenciales (IR 3).
Asimismo, el contenido en este alcohol sesquiterpénico es mas importante en el aceite
AgP VIII y en menor proporcién en el AgP VII (CG 8) (primavera y otofio respecti-
vamente) siendo préacticamente trazas en el aceite AgP X de verano.

Respecto de las esencias de aguas de las especies procedentes de El Perichdn, se ob-
serva que dado que los componentes principales son sesquiterpenos poco solubles en
agua, las esencias de aguas de arrastre estan principalmente constituidas por 3-Elemeno
y 10-epi-Cubebol, como se observa en el CG 9. Surge como consecuencia de ese cro-
matograma que las esencias de aguas se diferencian de las esencias directas solamente
en la proporcion relativa de los componentes, sin apreciarse modificaciones cualitativas
que pudiesen modificar la calidad de la infusion en el momento de prepararla.

Analizando los sesquiterpenos presentes en las esencias de San Lorenzo y Rio Em-
pedrado (AgSL | a AgSL 111 y AgRE IV a AgRE V1), se observa que entre los sesqui-
terpenos de mayor predominancia, aparece un contenido variable entre el 5% y el 25%
de Biciclogermacreno, acompafiado por el Espatulenol en proporciones mucho meno-
res, de entre el 3,7 y el 7,7% solamente en las esencias AgSL | y AgSL I, hecho éste
que resultd curioso por no mantenerse la constancia en todos los aceites. Sin embargo,
como sefialan Toyota M. et al., (Toyota M. et al., 1996), el Espatulenol resulta ser un pro-
ducto de la conversion del Biciclogermacreno por oxidacién en el tiempo. Este proceso
de conversion se produce por envejecimiento del aceite o extracto y es cuantitativo en
cuanto a la cantidad de Biciclogermacreno presente y Espatulenol formado; también
postularon que se mantiene la relacion enantiomérica del isomero del Biciclogerma-
creno que se esta transformando, por lo que esta interconversion se puede representar de
la siguiente manera:
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Biciclogermacreno Espatulenol

En consecuencia, seria posible considerar la presencia del Espatulenol no solamente
como constituyente del aceite esencial, producto del metabolismo de la planta, sino
también en parte como un producto secundario formado durante el proceso de extrac-
cion del aceite.

La amplitud del &rea de distribucion para A. gratissima, en la Provincia de Corrien-
tes, esta caracterizada por una notable complejidad fisiografica que, a su vez, depende
de un complicado conjunto de factores. Por lo tanto, es razonable encontrar divergencias
considerables en la composicion de los aceites esenciales de regiones diferentes. Los
ejemplares estudiados difieren notablemente de los publicados en la bibliografia inter-
nacional, sobre todo en el contenido en Sabineno y a-Pineno, los cuales no representan
valores considerables en los aceites analizados, contrariamente a lo citado en especies
de Brasil y otras procedencias (Bauer et al., 1969; Soler et al., 1986b; Zygadlo et al., 1995). Ade-
mas, tampoco se encontraron cantidades apreciables de Copaenol, 1,8-Cineol y Pule-
gona. Este ultimo compuesto fue encontrado previamente en especies provenientes de
Cordoba (Argentina), como principal constituyente de las flores (Jozami et al., 1982; Soler et
al., 1986a; Zygadlo et al., 1995). (\Ver seccidn 3.3.1: CONSTITUYENTES IDENTIFICADOS)

Del andlisis de los diferentes compuestos encontrados para cada origen de las plan-
tas, se hace evidente la dificultad de evaluar objetivamente las matrices de composicién
dada la complejidad que presentan los aceites esenciales. Por otra parte, son variados los
factores que condicionan la composicion quimica de éstos. En este sentido, se podria
realizar la comparacion entre aceites provenientes de origenes similares, tomando como
variable el estado de crecimiento de la planta, pero por otra parte se podria considerar a
este factor como una constante para analizar el efecto del origen geogréfico. Sin embar-
go, al momento de analizar ambos factores simultdneamente el andlisis se ha complica-
do en su interpretacion por lo que se hace necesario recurrir al uso de herramientas del
tipo del analisis estadistico multivariable. Que permitan realizar, con mayor objetividad,
un analisis de los resultados y su efecto sobre los diferentes factores (estado de creci-
miento, origen geogréafico, condiciones climaticas, etc.) Por otra parte, la aplicacion de
este tipo de herramientas permitiria tanto visualizar como explicar fenémenos de dis-
criminacion o relacionamiento entre las poblaciones para poder asi agrupar aquellas con
caracteristicas comunes que inicialmente podrian no ser percibidas. En tal sentido, el
analisis estadistico en la modalidad de agrupamientos y representacion grafica en la
modalidad de dendrograma sobre los aceites esenciales analizados (Tabla 2), ha hecho
posible agrupar las poblaciones estudiadas de Aloysia gratissima de la region del Nor-
deste Argentino, en tres grupos bien definidos:
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Figura 10: Grafico del agrupamiento de las poblaciones de Aloysia gratissima en

funcion de los componentes quimicos principales del aceite esencial.
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Coincidentemente los tres grupos estan separados por el origen geografico de los
aceites esenciales sin que el estado de crecimiento tenga influencia mayormente signifi-
cativa en la distribucion de las tres familias, ya que la vinculacion estaria determinada
por los constituyentes principales, identificAndose un primer grupo por Tuyona, un se-
gundo grupo por Linalol — Viridiflorol y el tercer grupo por 10-epi-Cubebol — -
Elemeno. A modo de confirmacion se puede analizar el dendrograma de las esencias
obtenido por analisis jerarquico de clusters, del cual también es posible establecer el
acercamiento de los aceites esenciales 1-AgSL 1, 2-AgSL 11, 3-AgSL 111 por un lado,
7-AgP VII, 8-AgP VIII y 9-AgP IX por otro lado, mientras que en el medio de ambas
vinculaciones, se encuentra el tercer grupo: 4-AgRE 1V, 5-AgRE V y 6-AgRE VI que
presenta similitudes con sus vecinos observandose, ademas, que la esencia AgRE IV
pareceria ser el centro del grupo:

Figura 11: Dendrograma para aceites esenciales de Aloysia gratissima
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Como consecuencia de lo expuesto, se ha supuesto que en A. gratissima var. gratis-
sima también existe variabilidad quimica, por lo cual se postulan los siguientes quimio-
tipos diferenciados segun sus constituyentes principales:

-quimiotipo A (con presencia de a-Tuyona): caracterizado por aceites esenciales
conteniendo a-Tuyona en proporcion variable entre el 10 y el 20%, B-Cariofileno,
Germacreno D, Biciclogermacreno y 6xido de Cariofileno como constituyentes secun-
darios.

a-Tuyona B-Tuyona

-quimiotipo B (con presencia de Linalol y Viridiflorol): caracterizado por aceites
esenciales conteniendo proporcién variable entre 1 y 40% de Viridiflorol, 0,6 a 15% de
Linalol, 2 a 24% de B-Elemeno, y pB-Cariofileno, Germacreno D y Biciclogermacreno
como constituyentes secundarios.

OH

Viridiflorol Linalol

-quimiotipo C (sin a-Tuyona ni Viridiflorol, con presencia mayoritaria de 10-epi-
Cubebol y B-Elemeno): caracterizado por aceites esenciales conteniendo proporciones
considerables y variables con el estado de crecimiento de la planta, de 10-epi-Cubebol
(0,5 a 13,4%), y como constituyentes secundarios B-Elemeno (24,4 a 35,7%), B-
Cariofileno (2,8 a 3,8%), Germacreno D (5,0 a 8,3%) y Epoxiaromadendreno (5,7 a
6,9%).

10-epi-Cubebol B-Elemeno
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Los constituyentes comunes a todos los aceites y considerados como componentes
secundarios, como ser: B-Cariofileno, Germacreno D, Biciclogermacreno y ¢xido de
Cariofileno, no son los que permiten diferenciar los quimiotipos ya que aparecen en
todas las esencias estudiadas aunque las proporciones sean variables desde el nivel de
trazas hasta valores mas apreciables:

B-Cariofileno Germacreno D Biciclogermacreno

Por lo que esta nueva clasificacion de la especie en funcién de la composicién qui-
mica podria convertirse en un complemento a la clasificacion botanica establecida pre-
viamente por Cabrera (Cabrera, 1965), Botta (Botta, 1979) y Jozami (Jozami et al., 1982) dado
que es la primera vez que se considera la division de esta especie en tres subespecies de
acuerdo a la composicién quimica de los aceites, por lo que los trabajos previos a esta
presentacion deberian ser revisados en este aspecto.

Resumiendo los tres quimiotipos postulados, en la Tabla 12:

Tabla 12
-Quimiotipos postulados para A. gratissima var. gratissima de Corrientes:
omponente
< o o rs)
c — c o O pust . °
S| 2| §| 88| = | &8
o 1
N | 3| mw|38g| 2|23
Quimiotip 3 A M >
Tipo A 7-17 - tr 6-13 - -
Tipo B - | 1414 | 223 | 413 | 132 |
Tipo C - tr 24-36 - - 1-13

Si se tiene en cuenta la vinculacion geografica de las tres poblaciones que definen
los tres quimiotipos (la localidad de Rio Empedrado se encuentra aproximadamente a
mitad de camino entre El Perichdn y San Lorenzo: ver mapa de zonas de recoleccion,
pag. 43) y sumado a lo observado por medio del dendrograma respecto de la vincula-
cion de los mismos, se podria suponer que, a medida que se avanza desde el Sur de la
Provincia hacia el Norte (desde San Lorenzo hacia EIl Perichon), existe una interconver-
sion entre el quimiotipo A y el quimiotipo C a través del quimiotipo B, que es el que
presenta elementos comunes con los dos anteriores.
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-Aloysia virgata var. platyphylla:

Como se puede observar en la Tabla 5, los aceites esenciales de esta especie estan
caracterizados por elevados valores negativos de rotacion especifica, en tanto que no se
observan mayores diferencias entre los valores de las otras constantes fisicas en los dife-
rentes estados de crecimiento de las plantas. La rotacion dptica, en todos los aceites
mantiene un valor altamente negativo y casi constante respecto del estado de crecimien-
to de las plantas, entre -40° y -60°, lo cual indica a primera vista la presencia dominante
de componentes Opticamente activos en su forma levo. Simultaneamente, de estos resul-
tados se puede esperar que la composicién quimica de los aceites esenciales esté ma-
yormente representada por sesquiterpenos (con altos valores de rotacion Optica negati-
va) que ademas abundan en las Verbenaceas. El hidrocarburo monoterpénico mas carac-
teristico de estos aceites, Sabineno, predomina en la forma del enantiomero dextro en
forma casi constante en todas las esencias (Tabla 7), de acuerdo a lo observado a partir
de la determinacién de la distribucion enantiomerica de los enantidmeros presentes. Por
lo cual, la contribucion de este enantiomero particular a la rotacién dptica total de la
esencia, deberia moderar el valor altamente negativo de la rotacion dptica de los sesqui-
terpenos. Sin embargo, la proporcion total en la que Sabineno se encuentra en la esencia
no supera el 3% por lo que ésta continda teniendo una rotacion optica altamente negati-
va, ademas afectada directamente por la presencia de contenidos elevados de sesquiter-
penos, como es el caso del Germacreno D (entre otros) con un exceso enantiomérico de
alrededor del 99 % para la forma levo. (Tabla 7)

A su vez, la presencia de sesquiterpenos (Tabla 6) se puede correlacionar con los al-
tos valores de densidad e indice de refraccion de los aceites, que también mantienen una
relacion casi constante en todas las esencias y que, por otra parte, son valores caracteris-
ticos de estos constituyentes. Relacionando estas tendencias con la composicién quimi-
ca de los aceites esenciales en funcion de los diferentes estados vegetativos de las plan-
tas, en la Figura 6 se puede apreciar la predominancia de las fracciones sesquiterpéni-
cas en todas las etapas de crecimiento de las matrices vegetales, para los dos origenes
considerados, mientras que las fracciones de hidrocarburos monoterpénicos, asi como
los mono y sesquiterpenos oxigenados se observan notablemente disminuidas. En la
Figura 7, sin embargo, se puede distinguir que los monoterpenos oxigenados se man-
tienen practicamente constantes en las esencias de Rio Empedrado, viéndose disminui-
dos en las de San Lorenzo; mientras que, los sesquiterpenos oxigenados, que son los
constituyentes secundarios de los aceites, alcanzan sus contenidos méas importantes en
las esencias de verano para ambas procedencias. Pareciera ser una caracteristica de la
especie la escasez de monoterpenos oxigenados, puesto que para ambas procedencias no
se observan proporciones considerables de estos componentes, coincidiendo este dato,
ademas, con lo encontrado en bibliografia. (De Oliveira et al., 2005)

Por otra parte, entre los hidrocarburos sesquiterpénicos mas abundantes de los acei-
tes esenciales de esta especie, se destacan 3-Elemeno (4,6 a 8,4 %), B-Cariofileno (16,3
a 18,1 %), Germacreno D (16,0 a 27,1 %) y Biciclogermacreno (17,6 a 29,3 %) (CG
10 — CG 12) entre otros. Analizando la composicién quimica de la esencia de aguas
(CG 13), se puede apreciar que esta principalmente caracterizada por la presencia de los
hidrocarburos sesquiterpénicos mayoritarios, viéndose notablemente disminuidas las
proporciones de los demas constituyentes por lo que se podria concluir que la esencia de
aguas no presenta componentes diferentes a los de la esencia directa sino simplemente
diferencias cuantitativas. Por otra parte, y de acuerdo a lo informado por Ourisson et al.
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(Ourisson et al., 1966) Y Guenther (Guenther, 1960), es probable que habitualmente los sesqui-
terpenos que aparecen en la naturaleza sean aquellos enantiomeros con altos valores
negativos de rotacion oOptica especifica, por lo cual se ha supuesto que estos sesquiter-
penos son los que contribuyen a la rotacion Optica total del aceite esencial.

Esta afirmacion se ve reforzada por los resultados obtenidos por otros autores que,
investigando por cromatografia de gases enantioselectiva un nimero importante de acei-
tes esenciales provenientes de plantas medicinales y aromaticas de diferente origen,
demostraron que si bien la presencia de ambos enantidmeros de un determinado com-
puesto es una situacion frecuente para los monoterpenos, no ocurre lo mismo para los
compuestos sesquiterpénicos, (Konig, 1998). Los que presentan una composicion enan-
tiomérica caracteristica para cada planta considerada. Esta afirmacion se confirmé en
este trabajo por la distribucion enantiomérica obtenida para los diferentes mono y ses-
quiterpenos seleccionados, en particular para el Germacreno D, que se encuentra practi-
camente como su enantiomero levo puro.

Este comportamiento ha demostrado que puede ser utilizado con un objetivo quimo-
taxondmico asi como para la deteccion de adulteraciones. (Lorenzo et al., 2002)

d-Elemeno B-Cariofileno Germacreno D Biciclogermacreno

En la Tabla 6, en la que se listan los constituyentes principales de los aceites esen-
ciales de A. virgata var. platyphylla, no aparecen diferencias cualitativas significativas
entre ellos sino simplemente pequefias diferencias cuantitativas en los constituyentes
principales, tanto en diferentes estados de crecimiento como de distinta procedencia del
material vegetal. Las referencias bibliogréaficas solamente citan los constituyentes de los
extractos de las hojas de esta especie (De Oliveira et al., 2005) de los que se separaron com-
ponentes del tipo de los feniletanoides y de los glucosidos de iridoides, sin haberse en-
contrado ningun tipo de informacion referente a la composicion del aceite esencial.

Analizando la composicion en sesquiterpenos de los aceites esenciales estudiados,
se ha observado que el contenido de B-Cariofileno se mantiene practicamente constante
durante todos los estados de crecimiento de la planta, pues siempre se mantiene en valo-
res aproximados al 10 y 20% de la esencia (Tabla 6); en cambio, Germacreno D (EM
8), experimenta pequefias variaciones cuantitativas que implican una disminucion de su
contenido a medida que la especie entra en su estado de mayor desarrollo (esto es, el
verano); a este componente se asocian los contenidos de sus isomeros: Germacreno A
y Germacreno B que, si bien en proporciones mucho menores que las de Germacreno
D, se mantienen alrededor del 1% de la esencia. El Biciclogermacreno es otro de los
sesquiterpenos de importancia de la especie, experimentando variaciones menores que
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provocan que en la primavera alcance su maximo valor, en el caso de las especies de
Rio Empedrado, y en otofio en las de San Lorenzo. Dado que las especies de primavera
presentan la mayor proporcion de hidrocarburos sesquiterpénicos (IR 4), en cambio en
verano este contenido se ve disminuido, aumentando la proporcion de sesquiterpenos
oxigenados, se ha supuesto la transformacion de los primeros en los segundos como
resultado de los diferentes estados metabolicos de la especie. Es de hacer notar que, a
diferencia de las otras especies de la familia (Aloysia gratissima, Lippia alba; Aloysia
citriodora y Aloysia polystachia, no incluidas en este trabajo), con notables contenidos
en monoterpenos y monoterpenos oxigenados, A. virgata var. platyphylla carece practi-
camente de estos compuestos, estando representados los monoterpenos, principalmente
por Sabineno, en una proporcién variable entre el 1,8 y el 2,4 % del aceite esencial. La
ausencia de monoterpenos y monoterpenos oxigenados se ha asociado con las propieda-
des organolépticas de los aceites analizados, que presentan un aroma especiado, bastan-
te aspero y distintivo de los sesquiterpenos, a diferencia de los aromas citricos o frescos
y mentolados de Lippia alba, que esta caracterizada por Citral o 1,8-Cineol respectiva-
mente. Es interesante, y a la vez importante, destacar que la bibliografia no hace refe-
rencias a la composicion quimica del aceite esencial de A. virgata var. platyphylla, ha-
biéndose encontrado solamente una referencia de la composicion del aceite esencial de
A. virgata proveniente de Cuba y publicado contemporaneamente a este trabajo, en la
cual expresa la composicién del aceite esencial de A. virgata sin especificar la variedad
de la especie, y que estd constituida por Germacreno D (15,6%), B-Cariofileno
(15,4%), Biciclogermacreno (13,8%) y a-humuleno (11,7%), (Pino et al., 1996). Como
se puede apreciar, comparando estos datos con los de las esencias de Corrientes, si bien
la composicion quimica pareciera ser similar hay notables diferencias cuantitativas.

Los datos presentados en la Tabla 6, estan basados en muestras simples de cada si-
tio de coleccidn y solamente se han comparado con aceites esenciales de una sola pro-
cedencia diferente (San Lorenzo, Corrientes), y en dos estados vegetativos esta Ultima
(otofio y verano) debido a que se comprobd que no hay diferencias cualitativas signifi-
cativas entre los mismos. Manifestdndose solamente algunas variaciones menores en la
proporcion de los constituyentes principales, debidas a la influencia de las condiciones
ambientales locales y de los periodos estacionales al momento de la coleccion. Esto
resulta interesante desde el punto de vista comparativo con la especie A. gratissima, de
la cual para las mismas procedencias se verific6 una notable diferencia en la composi-
cion quimica de los aceites esenciales. Lo que permitiria suponer que en el caso de la
variabilidad fitoquimica comprobada para esta Gltima especie, el origen de la misma se
deba a un aspecto mas bien genético que fenoldgico, considerando el parentesco botani-
co de ambas especies y el mismo tipo de suelo en el cual fueron recolectadas.

Como un indicador sustancial de genuinidad se ha introducido la evaluacion de la
quiralidad de los constituyentes de los aceites esenciales (CG 10), presuponiendo alta
estereoespecificidad durante la biosintesis de los precursores y la liberacion enzimati-
camente inducida de los volatiles quirales. Por lo tanto, a fin de caracterizar el aceite
esencial de A. virgata que crece en la region del Nordeste Argentino, se ha verificado la
distribucion enantiomérica de Sabineno y de Germacreno D (Tabla 7) que son el mo-
noterpeno y sesquiterpeno mas caracteristicos de su aceite esencial.

Como es sabido, el cation Terpinen-4-ilo origina el cation Tuyilo y por deshidroge-

nacién de éste se forma Sabineno. Si posteriormente se produce la oxigenacion de este
compuesto se llega a Tuyona; sin embargo, si el sistema enzimatico de la planta no al-
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canza a desarrollar este Gltimo paso, se observara una proporcion notable de Sabineno
en lugar de Tuyona, que pareciera ser lo que ocurre en el caso de A. virgata en el que
los aceites esenciales estan constituidos por proporciones variables entre el 0,4 y 2,4%
de este componente, sin notarse cantidades detectables de la cetona correspondiente.

reordenamiento
1,2-de Wagner y Meerwein

ST \ o O
d
& red.

cation Terpinen-4-ilo  atidn Tuyilo Sabineno Tuyona

(Dewick, 2002)

En el estudio realizado a estas esencias, las condiciones experimentales usadas evi-
taron la parcial o total racemizacion de los compuestos sensibles, que pudieran haberse
producido durante el proceso de extraccion y analisis. El elevado contenido en Germa-
creno D y Biciclogermacreno encontrados en los aceites es prueba de este procedimien-
to, dado que es conocida la alta labilidad de ambos sesquiterpenos (Toyota et al., 1996;
Schmaus et al., 1985). Ya en 1969, Kazuo Yoshihara et al., comprobaron a través de Ger-
macreno D aislado de la especie Pseudotsuga japonica que, al hacerlo pasar por silica-
gel, se isomeriza completamente dando una mezcla de hidrocarburos sesquiterpénicos
como (+)-y-Muuroleno, (-)-a-Amorfeno, a-Muuroleno, (+)-6-Cadineno y (+)-y-
Cadineno. Estos sesquiterpenos son comparieros habituales del Germacreno D en los
aceites esenciales de la mayoria de las especies, como es el caso de los constituyentes de
las esencias estudiadas. De acuerdo a lo postulado por Kazuo Yoshihara et al. (Kazuo
Yoshihara et al., 1969), el camino de biosintesis que siguen los derivados de Cadineno se
corresponde con un proceso de ciclacion e isomerizacion, como se indica con las si-
guientes estructuras:
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Germacreno D v-Cadineno

Por lo tanto, la presencia en cantidades apreciables de isomeros de Cadineno,
Muuroleno y Amorfeno en los aceites esenciales puede ser un indicador de que la esen-
cia no ha sido bien almacenada o procesada. Sin embargo, como se ve en la Tabla 6, los
aceites esenciales de A. virgata var. platyphylla contienen entre el 15 y el 30% de Ger-
macreno D, con proporciones que van desde 0,1 a 2% solamente de a- y 8- Cadineno
y a- Yy y-Muuroleno; por consiguiente se puede decir que las esencias examinadas han
sido bien procesadas y conservadas.

Por otra parte, como la estructura conformacional preferida por el Germacreno D
pareciera ser aquélla en la que los dos dobles enlaces se encuentran enfrentados cara a
cara, es posible que en la matriz vegetal ocurra una fotoisomerizacion catalizada por la
radiacion UV, (Kazuo Yoshihara et al., 1969), en la cual se convierte el Germacreno D en
Bourboneno, razén por la cual es frecuente encontrar en la mayoria de los aceites esen-
ciales con altos contenidos en Germacreno D, la presencia de derivados de la familia del
Bourboneno en proporciones menores:

H
hv
H,C ~ CHs >
7 / w H

B ) -Bourboneno
conformacion espacial del

Germacreno D

En resumen, es muy probable que si se encuentra Germacreno D en un aceite esen-
cial se encuentren también y-Cadineno, y-Muuroleno y y-Amorfeno, ademas de a- y
B-Bourboneno, pero como productos secundarios de transformaciones y no ya como
productos del camino biosintético en la matriz vegetal. Por lo tanto, se podria decir que
la especie A. virgata var. platyphylla esta caracterizada quimicamente por los sesquiter-
penos 8-Elemeno, Germacreno D y Biciclogermacreno.
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-Lippia alba

De acuerdo a los rendimientos en esencia indicados en la Tabla 8, para los aceites
esenciales de esta especie se observan variaciones entre el 0,3 y el 2,1% coincidiendo
los mayores valores con las especies colectadas en Corrientes, a la orilla de caminos
arenosos en areas completamente abiertas, libres de malezas, con buena luz solar y cer-
canas a cursos de agua.

En la Figura 8, donde se puede comparar la composicion quimica de los aceites
esenciales de las tres procedencias en sus respectivos estados de crecimiento (corres-
pondientes a la Tabla 9), se observa que los mismos estan perfectamente diferenciados
por la predominancia de alguna de las fracciones de componentes quimicos habituales
en aceites de Verbenaceas. Si bien todas las esencias estudiadas se caracterizan por pre-
sentar una fracciébn monoterpénica oxigenada en proporciones considerables, en las
esencias de Saenz Pefia (Chaco) se observa como rasgo distintivo la presencia de hidro-
carburos sesquiterpénicos en mayor proporcion que en las esencias de Corrientes, mien-
tras que estas Ultimas estan caracterizadas por la fraccion de hidrocarburos monoterpé-
nicos, en segundo término. Complementariamente, las esencias de Séenz Pefia, son mas
ricas en sesquiterpenos oxigenados que las esencias de Corrientes que practicamente
carecen de ellos. Por otra parte, y de acuerdo a la Figura 9, a primera vista se podria
establecer que Lippia alba esta caracterizada por dos variedades quimicas diferentes,
dado que la especie cosechada en Séenz Pefia muestra una predominancia considerable
de Neral y Geranial en la fraccion monoterpénica oxigenada. Sin embargo, es notable
que en la esencia colectada en verano, se hace importante el contenido en Linalol, el
cual experiment6 un aumento considerable, a expensas de una marcada disminucion del
contenido en Citral (Neral y Geranial), posiblemente relacionado a la genética de la es-
pecie, aunque este aspecto no se ha podido elucidar dado que no se repitié esta variacion
en cosechas posteriores. Por otro lado, las esencias colectadas de plantas de EI Perichén
(Corrientes) coinciden en su composicion con la esencia de Santa Ana (Corrientes),
manifestandose la predominancia de Mircenona en lugar del Citral de las esencias de
Séaenz Pefia.

En cuanto a la tendencia que siguen los componentes principales en las esencias
completas, se puede observar que tanto el Neral como el Geranial en las esencias de
Séenz Pefia, experimentan una disminucion hacia la llegada del verano. Por el contrario,
en las esencias de EI Perichdn no se observa la presencia de estos componentes, estando
la esencia de verano enrigquecida en el contenido de Mircenona. A su vez los porcentajes
de B-Ocimeno de estas Gltimas esencias experimentan una tendencia inversa a la del
contenido en Mircenona, alcanzando el mayor valor en la esencia de primavera. Coinci-
dentemente con la presencia de Mircenona, las esencias de El Perichon y de Santa Ana
contienen altas proporciones de B-Mirceno, el cual varia de acuerdo a la etapa de desa-
rrollo de la planta (mayores valores cuando el contenido en Mircenona es menor).

En estas esencias también los valores de las constantes fisicas son indicadores de
componentes mas pesados como los sesquiterpenos, o bien de compuestos oxigenados
que generalmente elevan el valor de densidad a valores proximos a 0,90 g/ml en tanto
que mantienen los valores de indice de refraccion alrededor de 1,50 (Tabla 8). Nueva-
mente, se ha observado que la rotacién Optica de las esencias completas esta caracteri-
zada por cifras altamente negativas que hacen suponer la presencia de componentes en
la forma de su enantiébmero levo. La esencia LaSP I11 es la que menor valor negativo
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presentd para esta propiedad por lo cual se supuso que, a diferencia de las otras esen-
cias, alguno de los componentes que aparecen en mayor proporcion deberia encontrarse
en la forma dextro, de tal modo que su contribucion a la rotacion dptica total de la esen-
cia completa fuera tal que disminuyera su valor de -21°, -27° a -06°. Esta presuncion se
corrobord, como se observa en la Tabla 10, determinando las distribuciones enantiomé-
ricas de los componentes principales dpticamente activos (CG 22), de las cuales resultd
evidente que el enantiomero mayoritario del Linalol es el isomero dextro (3S-(+)-
Linalol), que al encontrarse en proporciones superiores al 10% del total de la esencia
(Tabla 9), permitiria explicar la diferente magnitud de esta propiedad en relacion a las
otras esencias (LaSP Il y LaSP 1V). Este hecho concuerda con lo encontrado por Siani
et al., (Siani et al., 2002), en Lippia alba de diversas localidades del sudeste de Brasil, en
las que aparecen ejemplares con 46,5 a 90,7 % de 3S-(+)-Linalol, y también puede
compararse con los resultados obtenidos por Lorenzo et al., (Lorenzo et al., 2001), en espe-
cies silvestres de Uruguay que también contienen en su aceite esencial un 55,3 % de
Linalol, representando el 99,6% de 3S-(+)-Linalol. Por esto, resulta completamente
factible suponer que el metabolismo de esta especie se encuentra genéticamente condi-
cionado para biosintetizar el enantiomero dextro, en forma similar a lo que ocurre en el
aceite esencial de coriandro o de petit grain. Lo que la diferencia de otras especies (co-
mo las lavandas, por ejemplo) ricas en Linalol, pero que biosintetizan preferentemente
el enantiomero levo del compuesto.

3S-(+)-Linalol 3R-(-)-Linalol

Por otro lado, se sabe que cada enantiémero individualmente puede producir dife-
rentes respuestas bioldgicas, en particular en lo que se refiere a los receptores olfativos
en la nariz. (Dewick, 2002)

Observando los resultados presentados en la Tabla 9, se ve que simultaneamente
aparecen (Z)- y (E)-Dihidrocarvona en el aceite esencial LaSP 111 (CG 15), ademas de
contener también pequefias proporciones de Limoneno. Esta composicion podria expli-
carse considerando que biosintéticamente la (-)-Carvona se origina a partir del (-)-
Limoneno, formado a su vez a partir del cation a-Terpinilo, precursor originado a partir
del pirofosfato de Linalilo, por lo que la presencia de Linalol en la esencia puede ser
explicada ademas, considerando los componentes que se forman simultdneamente du-
rante esta ruta biosintética. Sin embargo, comparando con la esencia de otofio (CG 14),
no se observa la presencia de este componente, encontrandose en cambio aumentada la
proporcion de Citral. Un fendmeno que, si bien excede el alcance de este trabajo, debera
ser estudiado en mayor detalle en el futuro en base a la experiencia y resultados adquiri-
dos en el desarrollo de esta tesis, dado que la evaluacion del aceite esencial proveniente
de plantas hijas de tercera generacién de la planta madre LaSP 111, dio un contenido en
Linalol visiblemente disminuido respecto del de la esencia original (CG 16), incremen-
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tandose en cambio, el contenido en Citral (44,9% contra 21,7%); del resto, el perfil
cromatografico resultd muy similar al de las esencias de primavera y otofio. Por otra
parte, la cromatografia de la esencia de aguas de la especie hija (CG 17), dio un conte-
nido en Linalol ligeramente mayor que el de la esencia directa (0,5% contra 0,2%) pero
igualmente disminuido respecto del contenido en Linalol de la especie original. A la
vez, se observa un enriquecimiento de la esencia de aguas respecto del contenido en
Citral (65,3% contra 44,9%) en relacion a la esencia directa, estando notablemente dis-
minuidos los demas constituyentes de la esencia. Esto pone de manifiesto que la esencia
de aguas de la especie no tiene una composicion quimica diferente sino simplemente se
manifiestan pequefias modificaciones cuantitativas, como seria de esperar considerando
la mayor solubilidad en agua de los componentes oxigenados. Por lo tanto, seria de su-
poner que las infusiones preparadas con este quimiotipo se vean principalmente consti-
tuidas por Citral.

Asimismo, comparando las rotaciones Opticas de las esencias analizadas, expresadas
en la Tabla 8, el hecho de que la mayoria de las rotaciones presenten valores altamente
negativos, llevaria a pensar en que las esencias deberian estar constituidas por compo-
nentes principales de altos valores dpticos negativos. Sin embargo, como resultado de la
identificacion de la distribucion enantiomérica de Linalol y Germacreno D en la esencia
de LaSP Il1, se concluye que la misma deberia presentar un valor de rotacién dptica
total menos negativo dado que, a diferencia de lo observado en otras esencias, como la
de Aloysia gratissima de Rio Empedrado de primavera (AgRE V) con alta proporcién
de Linalol levo, esta esencia presenta mayor proporcion de Linalol dextro, como se ob-
serva en la Tabla 10. Sin perder de vista la aditividad de la rotacion oOptica de la esen-
cia, la presencia de un enantidmero en mucha mayor proporcién produciria un aumento
de la rotacién Optica total, por lo cual seria explicable que de las tres esencias de L. alba
de Séenz Pefia, la de verano presente una rotacion dptica diferente.

En las demas esencias registradas en la Tabla 8, el elevado valor negativo de la ac-
tividad Optica indica la presencia de algin isdémero levo en alta concentracién, lo cual,
en el caso de las muestras de Perichon y Santa Ana, podria corresponderse con el alto
contenido en sesquiterpenos.

De la composicion quimica mostrada en la Tabla 9, se observa que no hay tanta si-
militud entre los componentes principales de los aceites esenciales de diferente proce-
dencia (Figura 9), dado que a primera vista se aprecia la presencia de Mircenona y
sesquiterpenos en las esencias de Perichdn y Santa Ana y en cambio, de Citral (Neral
y Geranial) y sesquiterpenos en las esencias de Saenz Pefia:

O OH

B-mirceno  Mircenona Neral Geranial Linalol
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En la esencia LaSP | se observd que el pico correspondiente al Linalol (CG 14)
aparece notoriamente disminuido en relacion a los picos de Neral y Geranial, estando
estos Ultimos aumentados considerablemente en relacion a los picos equivalentes en el
cromatograma correspondiente a la esencia LaSP 111 (ver CG 15). La identidad del
Linalol en esta esencia fue comprobada por comparacion del EM del pico en cuestion
(EM 10), con el EM del Linalol en la biblioteca de espectros. También mediante el es-
pectro IR se pudo detectar la presencia de un alcohol, por la identificacion de la banda
correspondiente al OH, en 2,86 um (IR 5) que ademas, por comparacion directa de es-
pectros con el espectro IR de Linalol patrén (IR 6) se identificaron la mayoria de las
bandas de este componente en la esencia en cuestion, en tanto que si se compara con el
espectro IR de la esencia de otofio (IR 7), la banda de OH aparece disminuida en inten-
sidad por lo cual se podria suponer gque la presencia de este grupo (OH terciario) es es-
casa, ademas de no observarse mayor similitud entre los espectros (IR 6 e IR 7).

Por otra parte, cuando se realizo la verificacion de la presencia mayoritaria de Lina-
lol en Lippia alba de Séenz Pefia, se analizo el aceite esencial directo proveniente de
una muestra de verano de ejemplares hijos de la planta original. Sin embargo, se pudo
comprobar que la composicion de esta esencia no se diferenciaba mayormente de la
composicion de las esencias de otofio y primavera, por comparacion de los cromato-
gramas (CG 14 y CG 16). En el cromatograma de la esencia directa de la planta hija
(CG 16), se observa un enriquecimiento en la proporcion de Citral (17,2% de Neral y
27,7% de Geranial) con 0,2% de Linalol. Mientras que si se comparan los cromatogra-
mas de la esencia directa (CG 16) con el de la esencia de aguas (CG 17), la tnica dife-
rencia visible es simplemente el hecho de aparecer enriquecida la fraccion monoterpéni-
ca oxigenada (constituida principalmente por Citral) viéndose el contenido en Linalol
aumentado en una proporcion muy pequefia, por lo que no se ha podido verificar que el
quimiotipo Linalol y el quimiotipo Citral pudiesen ser el mismo quimiotipo que expe-
rimenta una interconversion bajo la influencia del estado de crecimiento de la planta.

Complementariamente, al realizar el transplante de la especie silvestre a un suelo di-
ferente en condiciones méas resguardadas que las ambientales de su origen, se pudo ob-
servar que la composicién quimica de los aceites esenciales extraidos de las especies
transplantadas no experimentd modificaciones cualitativas con respecto a la composi-
cion quimica del aceite esencial de la planta madre, identificado como aceite LaSP 1V.
(Tabla 9, Figura 8)

Por otro lado, analizando la posible influencia del estado de crecimiento de las plan-
tas sobre la composicion quimica del aceite esencial, se puede afirmar que éste simple-
mente se manifiesta a través de una modificacién cuantitativa de las proporciones de
cada componente, sin observarse cambios en el perfil de composicion de cada aceite
para una misma procedencia. Este comportamiento estaria de acuerdo con lo observado
por Castro et al., (Castro et al., 2002), quienes informaron, a traves de un estudio de bio-
masa, la relacion que guardan los rendimientos de los aceites esenciales en plantas de
Brasil en diferentes estados de crecimiento. Como conclusion de ese estudio surgié que
los rendimientos porcentuales resultaron mayores en verano que en otofio, sin que se
vea afectada la calidad de la composicion quimica de los aceites. Complementariamen-
te, estos autores reportan que los componentes principales de estos aceites esenciales, al
igual que las esencias de L. alba de Saenz Pefia, son Neral y Geranial, sin observarse
cambios notables en el contenido de los mismos en las diferentes épocas de cosecha y
sin indicar tampoco la presencia de Linalol en ninguna de las estaciones del afio. EsS
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decir que, aplicando el mismo razonamiento, se podria confirmar esta relacion entre
rendimientos en esencia y estado de crecimiento, en las especies de Saenz Pefia, ademas
de corroborarse que ambas especies en cuestion guardan un perfil similar de composi-
cion quimica con presencia de Citral. Un rasgo notable respecto de la composicién
quimica de las esencias de Saenz Pefia, lo constituye la presencia de Linalol en cantida-
des mayores en los aceites colectados en verano. De acuerdo a la informacion disponi-
ble, y la generada, sobre esta especie, podria correlacionarse esta situacion con la plasti-
cidad confirmada de la especie. Lo que determinaria que las condiciones ambientales
presentes al momento de la cosecha de los ejemplares, hayan inducido el metabolismo
de este componente conjuntamente con cantidades menores de Citral, dado que, de
acuerdo con el camino de biosintesis de ambos compuestos, se generan a partir del piro-
fosfato de Linalilo que puede isomerizar al pirofosfato de Geranilo y pirofosfato de
Nerilo y originar Linalol en un caso o Geranial y Neral en otro:

N NS
X OPP O
|
|

Pirofosfato de Geranilo ~ Geranial (Z-Citral)

: OPP
o |
| i |
- —_—
| |

Linalol Pirofosfato de Linalilo B- Mirceno
Nerol Pirofosfato de Nerilo Neral (E-Citral )

(Dewick; 2002)
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Por otra parte, este comportamiento puede correlacionarse con los quimiotipos Ci-
tral encontrados en Brasil, ya que en estos casos siempre que aparece este componente
también se ha detectado Linalol en proporciones muy pequefias. Dada la plasticidad
asociada a esta especie no deberia descartarse una transformacion metabolica entre los
quimiotipos en poblaciones geograficamente cercanas. Una situacion sobre la que debe-
ria avanzarse en el futuro sobre la base de los resultados de este trabajo.

Por otro lado, comparando las composiciones quimicas de las esencias separadas de
ejemplares colectados en El Perichdn y Santa Ana (Corrientes) (CG 18, CG 20), se ob-
servan perfiles cromatograficos diferentes a los de las esencias de Saenz Pefia (Chaco).
Contrariamente, respecto de las cantidades relativas de los componentes agrupados en
las esencias de Corrientes se observo un perfil similar entre si (Figura 8), destacandose,
en todos los aceites estudiados, una tendencia semejante en cuanto a la presencia de
monoterpenos oxigenados (estando a su vez constituidos principalmente por Mircenona
(EM 11)), hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos y sesquiterpenos oxigena-
dos. Por otra parte, en las esencias de las dos poblaciones correntinas analizadas, el con-
tenido en Mircenona no resulté estable (Figura 9), manifestando variaciones de acuerdo
al estado vegetativo de la matriz vegetal. EI mayor valor se consiguié en el verano
(47,1%), durante la finalizacion del proceso de floracion y cuando el material tiene una
considerable cantidad de frutos, mientras que el menor valor se encontro en la primave-
ra (34,2%) coincidiendo con la ausencia de flores o frutos (Tabla 9). A su vez, este
componente tiene un comportamiento en su contenido que resulta ser inversamente pro-
porcional al del B-Mirceno, el cual alcanz6 un méximo valor de 25,2% cuando el con-
tenido en Mircenona era el menor (Tabla 9). Sin embargo, lo que si resulté sumamente
notable e importante de destacar es que, de acuerdo al cromatograma de la esencia de
aguas (CG 19), ésta estaria formada principalmente por Mircenona y Ocimenona, lo
cual es posible dada la mayor solubilidad en agua de los componentes oxigenados. Pero
ademas, esta esencia no presenta componentes diferentes respecto de la esencia directa
sino que principalmente se observan modificaciones cuantitativas mas que cualitativas
con lo cual la calidad de la infusion dependera sencillamente del quimiotipo utilizado
para realizarla.

La esencia proveniente de Santa Ana, localidad correntina vecina a escasos km de El
Perichon, dio un perfil cromatografico (CG 20) muy similar al de la esencia de EIl Peri-
chon, con un contenido en Mircenona muy elevado. Ademas, la esencia de aguas co-
rrespondiente, al igual que aquella de El Perichdn, se vio enriquecida en el contenido de
este componente sin observarse diferencias cualitativas del aceite, como se observa en
el CG 21 de la esencia de aguas de LaSA VIII. En el espectro IR de la esencia directa
correspondiente (IR 8) se aprecia la presencia de componentes carbonilicos, por la pre-
sencia de la banda caracteristica en 5,90 um por lo que este espectro también permitiria
corroborar la presencia de Mircenona y Ocimenona en la esencia directa. En relacion a
la esencia de aguas, se podria decir que ésta presenta un enriquecimiento de la fraccion
oxigenada, manifestada por el moderado incremento en la intensidad de la banda en el
espectro IR (IR 9) correspondiente a los OH (2,85 um).

La variacion en los contenidos de p-Mirceno y Mircenona en las esencias directas,
podria explicarse suponiendo una posible modificacion en el camino biosintético, prue-
ba de lo cual es el hecho de que, ademas de B-Mirceno y Mircenona, también se en-
contraron como constituyentes secundarios (Z)-Ocimenona (9,2 - 11,3%) y (E)-
Ocimenona (3,2 - 6,0%), isomeros estructurales de los dos compuestos mencionados
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primeramente. De acuerdo a lo expuesto por Andersson, (Andersson, 2002), el B-Mirceno
puede oxidarse al epoxido correspondiente (6,7-epoximirceno) por accion de la tempe-
ratura y de la luz durante el almacenamiento de la esencia, por lo que no seria sorpren-
dente que por la similitud estructural de los componentes antes mencionados y supo-
niendo una reaccion enzimatica o bien por el efecto de la radiacion UV, ocurra la isome-
rizacion de B-Mirceno a Ocimeno, con lo cual estando presente B-Mirceno deberian
estar presentes simultdneamente (E)- y (Z)-Ocimeno. Por otra parte, si estos compues-
tos experimentan una oxidacion enzimética (mas enérgica que la accion del tiempo, la
temperatura y la luz), de la misma manera que el B-Mirceno, podria esperarse que se
forme Mircenona a partir de B-Mirceno y simultaneamente los dos isémeros de Oci-
menona a partir de los dos isomeros de Ocimeno, como se resume en el siguiente es-

quema:
=
|
= =
| — Il +
| | |

B-Mirceno Z-Ocimeno E-Ocimeno
J
[Oxidacion] [Oxidacion]
07 [fot0|some- o~
| rizacion]
Mircenona Z-Ocimenona E-Ocimenona

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, podria afirmarse que el
quimiotipo Mircenona en Lippia alba, encontrado inicialmente en la localidad de El
Perichén (Corrientes), no es un caso aislado de la especie, puesto que se comprobd la
existencia simultanea de este quimiotipo en la localidad de Santa Ana, al determinar
Mircenona en la esencia del material proveniente de ese origen. Si bien las localidades
de Santa Ana y EI Perichon son localidades vecinas, estan separadas por varios kiléme-
tros una de otra y en suelos con algunas caracteristicas diferentes, sobre todo en lo refe-
rente a la humedad.

Sin embargo, todo esto permitiria confirmar que se trata efectivamente de un qui-
miotipo nuevo para la Argentina.

Por otra parte, como dato complementario, es de hacer notar que el quimiotipo Mir-
cenona ha sido detectado simultdneamente en Guatemala, (Fischer et al., 2004), y en un
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cultivo de ejemplares en Costa Rica, (Ricciardi, G. et al., 2006; Ciccio et al., 2004), identifica-
dos en esas regiones como L. alba tipo “fuerte”. Lo que refuerza la hipétesis de la exis-
tencia de un quimiotipo nuevo, dejando de lado la posibilidad de que se trate simple-
mente de una variedad local.

Conjuntamente a los constituyentes principales aparecen los componentes secunda-
rios, de los cuales del Componente Desconocido que aparece en estas esencias de Co-
rrientes y que figura en la Tabla 9, por su patrén de fragmentacion en EM se piensa que
se podria tratar de un compuesto tipo monoterpénico, sin haberse podido comprobar su
identidad.

Es evidente el comportamiento diferente entre individuos que son de origen geogra-
fico distinto, puesto que la tendencia observada en los componentes principales del
quimiotipo Mircenona no se aprecia en las esencias de L. alba de Saenz Pefia (Chaco),
en las que no aparecen ni siquiera trazas de Mircenona ni de los isdmeros de Ocime-
nona, observandose solamente B-Mirceno en proporciones mucho menores que las de
las esencias de El Perichdn y Santa Ana (Corrientes). Este comportamiento ha permitido
suponer que el razonamiento planteado acerca de la interrelacion entre B-Mirceno, Oci-
meno, Mircenona y Ocimenona podria ser posible.

Recurriendo nuevamente al analisis estadistico multivariable en la modalidad de
dendrograma, aplicado a los componentes principales de los aceites esenciales estudia-
dos de la especie, en el grafico resultante (Figura 12) se pueden apreciar las distintas
relaciones entre los grupos de aceites, de las que se distinguen dos quimiotipos diferen-
tes para las esencias de Argentina. Simultdneamente, comparando estas esencias con
aquellas citadas para Costa Rica, (Ricciardi, G. et al., 2006, Ciccio et al., 2004), se observa una
relacion bastante cercana entre una de éstas (CR strong: quimiotipo “fuerte”) con el
mismo quimiotipo Mircenona hallado en Corrientes:

Figura 12: Gréafico del agrupamiento de las poblaciones de Lippia alba en funcién
de los componentes quimicos principales del aceite esencial.
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La agrupacion de los constituyentes principales lleva a relacionar los aceites esen-
ciales de Séenz Pefia (constituidos principalmente por Citral) por un lado (ejemplares
identificados en el grafico como AR4, AR5 y ARG6) y los aceites esenciales de El Peri-
chon por el otro (identificados como AR1, AR2 y AR3). Por otra parte, se pone de ma-
nifiesto una diferencia sustancial en la composicién de la esencia CR1 sweet (quimioti-
po “dulce”) correspondiente al quimiotipo de L. alba de Costa Rica, que esté caracteri-
zado en su aceite esencial por la presencia de Carvona. Esto se debe a que en ninguno
de los aceites esenciales de Argentina, estudiados en este trabajo, se han detectado can-
tidades apreciables de este componente, ademas de que este quimiotipo no se encuentra
citado para la Argentina en ninguna de las referencias bibliograficas analizadas hasta el
momento.

Si se observa la muy cercana vinculacion entre la composicion del aceite esencial de
las especies de El Perichdn (con Mircenona) con la composicién del aceite esencial de
la especie “fuerte” de Costa Rica (CR2 strong), se interpreta que se trata del mismo
quimiotipo.

De las relaciones establecidas en el grafico anterior también surge que la esencia
identificada como AR5 y correspondiente a L. alba de Saenz Pefia de verano (LaSP
I11), es la que mas se distingue de los otros aceites de Argentina (y en particular de los
de su mismo origen), por el alto contenido en Linalol; pero por otra parte, de la deter-
minacién de las relaciones enantioméricas de este componente, se observa la predomi-
nancia del enantiomero 3S-(+)-Linalol (Tabla 10). Desafortunadamente, este compo-
nente aparecié como Unica vez en la esencia mencionada ya que de cosechas realizadas
posteriormente sobre ejemplares que resultaron ser hijos de las plantas madres, no se
encontr6 Linalol sino que por el contrario, la esencia estaba formada principalmente por
Citral (Neral y Geranial), como las esencias correspondientes a primavera y otofio
(LaSP Il y LaSP 1) del mismo origen. Sin embargo este caso aislado podria aportar un
testimonio mas sobre la plasticidad de la especie, como ya fuera observado por otros
autores en trabajos anteriores. Como es el caso de los cambios fundamentales en el con-
tenido de Dihidrocarvona y Citral-Linalol de un afio a otro, verificados por Fester et
al., (Fester et al., 1961b). Mas recientemente Ocampo et al., (Ocampo et al., 2005), citaron
ejemplos de la variabilidad genética y quimiotipos encontrados en ejemplares de L. al-
ba. En este sentido existen también otros trabajos, como los de Januzzi (Januzzi, 2005),
que caracteriz6 mas de 40 cultivos de Lippia alba, Yuri Yamamoto (Yuri Yamamoto, 2005)
que informé sobre la interaccion entre el genotipo y el ambiente y Siquiera, (Siquiera,
2005), que ha evaluado las posibilidades de mejorar genéticamente la especie para su
explotacion basandose en criterios de composicién quimica del aceite esencial.

Por todo lo expuesto anteriormente en referencia a la variabilidad quimica detectada
para la composicion de los aceites esenciales y considerando la gran variedad de usos
que se le atribuyen a esta especie, es evidente que la composicion quimica de las esen-
cias es una caracteristica determinante al momento de evaluar la utilizacion de la espe-
cie. Ya que basado en los constituyentes presentes en la esencia se puede determinar su
calidad, asi como también diferenciar sus caracteristicas organolépticas y sus efectos
fisioldgicos. (Bandoni, (ed.), 2000)

Por otra parte, la identificacion de estos compuestos carbonilicos para las esencias
de las poblaciones de Corrientes permite cotejarlas al quimiotipo de Lippia junelliana
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(Mold.) Tronc. encontrado en la provincia de Cérdoba (Argentina), que también contie-
ne una proporcion variable entre el 54% y el 76% de Ocimenona y un 10% de Mirceno
(Juliani et al., 2002) e incluso se podria establecer una cierta similitud también con la espe-
cie Verbenécea Lippia javanica, muy difundida en Africa del Sur y que se caracteriza
por presentar cinco quimiotipos diferentes: tipo Mircenona (con Mircenona entre 36 -
62%); tipo Carvona (con Carvona entre 61 - 73%); tipo Piperitenona (con Piperitenona
entre 32 - 48%); un quimiotipo rico en Ipsidienona (42 - 61%) y finalmente un quimio-
tipo rico en Linalol (con mas del 65% de este componente), (Viljoen et al., 2005). Como se
observa de estos resultados, pareciera ser una especie muy afin a Lippia alba, con razas
quimicas muy similares entre si.

A su vez, como se vio en el apartado correspondiente a los Antecedentes de este tra-
bajo, en el item 3.3.3 han sido analizadas otras muestras de Lippia alba:

a) de un cultivo experimental en La Plata (Buenos Aires) y obtenidas de gajos trai-
dos de Puerto Limén (Costa Rica) conocidos en dicho pais como “variedad dulce” y
gue mantenia aproximadamente una calidad comparable con la del aceite original anali-
zado en Costa Rica (Carvona: 61,3%, Limoneno: 32,9%);

b) otra de un cultivo en lquitos, Peru (Carvona: 47,6%, Limoneno: 26,4%, (E)-
Dihidrocarvona: 4,9%, (Z)-Dihidrocarvona: 4,6%);

€) una muestra colectada en Santa Fe (Argentina) ((E)-Dihidrocarvona: 42,2%,
(2)-Dihidrocarvona: 34,9 %, Limoneno: 10,0%);

d) cultivos en Entre Rios (Argentina) ((E)-Dihidrocarvona: 52,1%, (Z)-
Dihidrocarvona: 19,1 %, Limoneno: 6,5%, Piperitona: 4,2%);

e) cultivos en Las Brujas (Uruguay) (Linalol: 76,3%, (Z)-Dihidrocarvona: 2,5%).

En consecuencia, por las composiciones quimicas respectivas de estos materiales de
Lippia alba se podria establecer una relacion més estrecha con los quimiotipos Carvo-
na, Dihidrocarvona, por lo que pareciera ser ésta la variedad méas reconocida y abun-
dante de estas regiones Latinoamericanas. Mientras que este quimiotipo no ha sido iden-
tificado en las muestras de Corrientes estudiadas, ni ha sido encontrado en la bibliogra-
fia como quimiotipo frecuente en la Argentina.

Finalmente, no deja de resultar sorprendente que, simultdneamente al descubrimien-
to del quimiotipo Mircenona en Lippia alba en Corrientes (Argentina), se encontrara el
mismo quimiotipo en Guatemala, (Fischer et al., 2004), pais muy distante de la Argentina y
con clima diferente por encontrarse mas cercano al Ecuador. Sin embargo, esta coinci-
dencia ha permitido confirmar la existencia de este quimiotipo como tal y no pensar en
la presencia de Mircenona como una posible biotransformacion en la matriz vegetal o
un subproducto de oxidacién por mala conservacién del aceite esencial. Este hecho ava-
laria la idea de que la formacion de Mircenona ocurre por un proceso enzimatico de
origen genético, descartdndose el efecto fenolégico como posible origen de la oxida-
cién-isomerizacion.

La aparicion de este quimiotipo, reportado hasta el momento solamente para Argen-
tina, Guatemala y Costa Rica, deberia ser explicada considerando algunas posibles cir-
cunstancias:

e primeramente que, por un hecho fortuito no se haya encontrado ain este
quimiotipo en otros paises sudamericanos, pero que seguramente aparecera
con el tiempo;
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e en segundo lugar, que exista una justificacion ecoldgica: la region del sur de
Ameérica es la més rica en biodiversidad de esta especie (7 de 8 quimiotipos
se encuentran en Argentina), (Ricciardi, G. et al., 2006), por lo que probablemen-
te constituya el centro de distribucion. Por tal motivo es posible suponer que
el quimiotipo Mircenona se desarrolle en regiones de condiciones subtropi-
cales (sur de América y América Central) mientras que otros quimiotipos
podrian adaptarse mas facilmente en zonas fitogeogréficas tropicales.

Comparando los resultados obtenidos en este trabajo, con los que obtuviera inicial-
mente Fester et al., (Fester et al., 1961a), quien estudiara por primera vez en el Nordeste a
esta especie, surgio el inconfundible hecho de que en plantas de Lippia alba analizadas
en este trabajo no aparecio ni Lippiona ni Hidrolippiona ni Lippiafenol, que fueran los
componentes que Fester et al., encontraran y aislaran como marcadores filécticos de
esta especie en la provincia de Entre Rios, limitrofe con la provincia de Corrientes y con
clima mesopotamico similar al de ésta ultima:

0 0
OH
=0 =0 OH
| |
Lippiona Dihidrolippiona Lippiafenol

Este podria ser un argumento mas que avale la existencia de los distintos quimioti-
pos.

Otra observacion que puede resultar interesante, es la ausencia del quimiotipo Car-
vona en el Nordeste Argentino ya que en ninguna de las especies estudiadas se observd
la presencia mayoritaria de Carvona, componente principal del quimiotipo frecuente en
paises mas cercanos a América Central (Cuba, Perd, Colombia y Brasil) por lo cual se
podria asociar este quimiotipo a un ambiente ecolégico mas de acuerdo con un clima
tropical.

De todas maneras, en la Tabla 9 se observan muchos componentes que no han sido
identificados en especies de Lippia alba de otras procedencias por lo que una de las
causas de tanta diferencia en composicion puede deberse a que, aparte de la diferencia
de suelos o climas, en muchas publicaciones se hace hincapié en los componentes ma-
yoritarios o0 que aparecen en proporciones considerables. Sobre todo si las publicaciones
son de una cierta antigiiedad cuando no se disponia de métodos mas precisos para la
cuantificacion e identificacion de constituyentes. Por otra parte, también hay una serie
de componentes que no han sido identificados en las especies del Nordeste pero que si
son caracteristicos de otras procedencias, como ocurre en el caso de Carvona o de Bici-
closesquifelandreno que son componentes principales de quimiotipos especificos de
Lippia alba, de otros paises. En este caso, se podria suponer que la ausencia de estos
componentes se debe principalmente a un factor genético y no fenoldgico.
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Es decir que estos resultados obtenidos permitirian postular dos quimiotipos nuevos
para la region del Nordeste, con lo cual se los podria clasificar en 5 quimiotipos diferen-
tes:

Tabla 12
-Quimiotipos postulados para Lippia alba del Nordeste Argentino:

Componente ©

© e % < S S e — @ o S
O = 56 sl gl L = s = = =
> S = > S| —E|I=E = o " 2 S )

Quimiotipo | & | B © 8 8| = i I =

1,8-cineol 35 18 9

Citral-linalol - 1-3 - - - - 21-49 | 40 -

Dihidrocarvona 42-52 Si Si

Lippiona 50 | Si Si

Mircenona tr 15-25 - 9-11 | 3-6 |34-47 - tr -

Piperitona 14 31

En resumen, de las especies de las tres procedencias diferentes estudiadas en este
trabajo, se observaron constituyentes comunes en la composicién de los aceites esencia-
les de las Verbenaceas, como es el caso de Germacreno A, B y D. Siendo éste Gltimo el
mas abundante de los Germacrenos en las Verbenaceas estudiadas, ademas del hecho de
que se trata de isdbmeros de posicién, por lo cual es completamente factible que si se
encuentra uno de ellos, simultineamente se deba encontrar a los otros dos, como se
puede observar con las estructuras siguientes:

i

Germacreno A Germacreno B Germacreno D

En consecuencia, y como se viera anteriormente para A. virgata var. platyphylla,
también aparecen los componentes de la familia de Cadineno que se forman a partir del
cation comun germacranilo, con lo cual se encuentran a-, 8- y y- Cadineno:

o-Cadineno d-Cadineno y-Cadineno
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Pero basicamente, la diferencia principal entre estas especies la constituyen los
componentes diferenciales y que en muchos casos son los responsables de los caracteres
organolépticos de las plantas, hecho ya observado cuando se realiz6 la prospeccion y
coleccidn de las plantas, circunstancias en las cuales se ha podido percibir el aroma dis-
tintivo de los diversos quimiotipos para Lippia alba y también en el caso de los quimio-
tipos de Aloysia gratissima.

Finalmente, como componentes comunes de los aceites esenciales de las Verbena-
ceas aparecen los sesquiterpenos: B-Cariofileno, Germacreno D, Biciclogermacreno y
oxido de Cariofileno, éste Gltimo probablemente un producto de auto oxidacion del
primero ocurrido como consecuencia del manipuleo de la esencia, (Skéld et al., 2005), asi
como también aparece en algunas esencias el 6,7-Epoximirceno, también producto de
la oxidacion del Mirceno, o los 6xidos de Limoneno y de a-Pineno, (Andersson, 2002;
Skold et al., 2005). Complementariamente es interesante recalcar que la aparicion de los
oxidos por auto oxidacion de los componentes mencionados, produce un aumento de las
dermatitis de piel, mientras que B-Mirceno, Limoneno o B-Cariofileno estan indicados
como componentes con minimo efecto de dermatitis. (Skld et al., 2005)
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Ensayos de Actividad Antitumoral:

De las especies de Verbenaceas estudiadas en este trabajo, los ensayos realizados
tendientes a demostrar una posible actividad antitumoral, dieron resultados negativos,
ya que esta actividad ensayada viene expresada como ICso en mg/ml, por lo cual segin
los resultados obtenidos (Tabla 11) y dadas las condiciones que deben cumplirse para
que una sustancia sea activa, en el caso de los aceites ensayados lamentablemente nin-
guno de ellos presenta concentraciones activas menores a 10mg/ml, por lo cual los acei-
tes de A. gratissima var. gratissima provenientes de San Lorenzo (Corrientes), A. virga-
ta var. platyphylla de Rio Empedrado (Corrientes) y Lippia alba de Santa Ana (Corrien-
tes) no demostraron ser activos en casos de leucemia en raton, carcinoma de pulmdn
humano y carcinoma de colon humano.

Sin embargo, cabria considerar que estos resultados negativos corresponden especi-
ficamente a quimiotipos bien definidos, como es el caso de A. gratissima var. gratissi-
ma de San Lorenzo (quimiotipo A), caracterizada por a-Tuyona y Lippia alba de San-
ta Ana (Corrientes) caracterizada por Mircenona. Por lo que no se puede, sin embargo,
emitir juicio respecto de la actividad de los otros quimiotipos encontrados (quimiotipo
B y quimiotipo C de A. gratissima var. gratissima y quimiotipo Citral de Lippia al-
ba), por no haberse ensayado sobre ellos la actividad aldosa reductasa. Ya en la bus-
queda bibliogréfica se ha observado que en general los trabajos de los que se ha dis-
puesto, no hacen referencia a la correlacion entre quimiotipo y actividad fisioldgica
comprobada sino que hacen mencién a aplicaciones generalizadas a toda la especie sin
tener en cuenta la existencia de las variedades quimicas.
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9. - Conclusiones
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Se ha realizado la prospeccion geografico-estacional en la provincia de Corrientes,
de los aceites esenciales de las especies Verbenaceas encaradas en este trabajo: Aloysia
gratissima (Gillies & Hook.) Tronc. var. gratissima, Aloysia virgata var. platyhpylla
(Briquet) Moldenke y Lippia alba (Miller) N.E.Br.. De esta tarea, surgieron las siguien-
tes conclusiones:

-De la determinacion de la composicion quimica de los aceites esenciales de las tres
especies estudiadas, se observd que en general estas Verbenaceas presentan un conjunto
comun de constituyentes quimicos, en su mayoria sesquiterpenos: particularmente (-
Cariofileno, Germacreno D y Biciclogermacreno. Ademas, y desde el punto de vista
intraespecifico se constato la presencia de quimiotipos, algunos de ellos por primera vez
en el pais.

-Se verificd variabilidad quimica para los aceites esenciales de Aloysia gratissima
var. gratissima. Este aspecto se evalué mediante la comparacion de la composicion
qguimica de especies provenientes de tres origenes geograficos diferentes (San Lorenzo,
Rio Empedrado y El Perichén, Corrientes). En paralelo, este comportamiento se corre-
lacion6 con los datos sobre la especie relevados de bibliografia, no encontrandose ante-
cedentes previos a este respecto.

-Se comprobd una sustancial similitud en la composicion quimica del aceite esencial
de A. virgata var. platyphylla al compararla con aceites esenciales de dos procedencias
diferentes (Rio Empedrado y San Lorenzo, Corrientes). Los componentes principales
identificados fueron 8-Elemeno, B-Cariofileno, Germacreno D y Biciclogermacreno,
estando la fraccion liviana caracterizada por Sabineno. Ademas se verificd que la com-
posicion del aceite esencial se ve afectada por el efecto ontolégico solamente a nivel
cuantitativo de sus constituyentes, sin modificarse el perfil cualitativo del aceite esencial
a medida que la planta va pasando por sus diferentes estados vegetativos. Por otra parte,
el estudio de la distribucion enantiomérica para el Sabineno y Germacreno D resulto
en una relacién caracteristica de la especie en las condiciones ambientales selecciona-
das, observandose solo pequefias variaciones en la composicién enantiomérica durante
los diferentes periodos de crecimiento de los terpenos quirales analizados.

-Se determind la composicién quimica de los aceites esenciales de Lippia alba de
tres procedencias diferentes (EI Perichon y Santa Ana de Corrientes y una tercera pro-
cedencia correspondiente a S&enz Pefia, Chaco), observandose que la composicion qui-
mica en dos de ellas (una de Corrientes y la otra de Chaco) no se mantuvo constante.
Para el caso de las poblaciones de Corrientes, la composicion quimica de los aceites
esenciales estuvo principalmente constituida por Mircenona, B-Mirceno, (E)-
Ocimenona, (Z)-Ocimenona, B-Cariofileno y Germacreno D. En tanto que las esen-
cias de Séenz Pefia (Chaco) presentaron como principal constituyente a Neral y Gera-
nial, con una importante presencia de Linalol en la esencia de verano, ademas de los
sesquiterpenos comunes en la familia Verbenaceas.

-Se verifico para las tres especies estudiadas que sus aceites esenciales mostraron
tener rendimientos dependientes de la época del afio, alcanzando los mayores valores en
los periodos posteriores a lluvias copiosas, esto es la época veraniega. Por lo cual, te-
niendo en cuenta la potencial aplicacion de los aceites esenciales, se advierte sobre la
importancia de este factor al momento de utilizar estas especies, tanto desde el punto de
vista del rendimiento como sobre sus posibles efectos farmacolégicos.
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-Se observo que la calidad del aceite esencial del material de Lippia alba provenien-
te de Saenz Pefia no sufrié cambios significativos al ser evaluado luego de trasplantado
a un suelo distinto al original.

-Se verifico que la composicion quimica de los aceites esenciales de Aloysia gratis-
sima var. gratissima estd estrechamente relacionada con el origen de las muestras. A
pesar de que para esta especie no se habia planteado previamente la existencia de qui-
miotipos, a partir de este trabajo se identificaron tres posibles quimiotipos, definidos
especificamente para la Provincia de Corrientes.

-Se postuld que A. gratissima var. gratissima de Corrientes estaria representada por:

-quimiotipo A: caracterizado por la presencia de a- y B-Tuyona en proporciones
hasta del 20%, y B-Cariofileno, Germacreno D, Biciclogermacreno y oxido de Ca-
riofileno como constituyentes secundarios de importancia;

-quimiotipo B: caracterizado por la presencia de Viridiflorol en proporciones hasta
del 34%, y Linalol en proporciones hasta del 15%;

-quimiotipo C: caracterizado por la presencia de 10-epi-Cubebol hasta el 13% de la
esencia.

Este hallazgo deberia ser motivo para una revision de los estudios fitoquimicos pre-
vios sobre la especie, ya que es la primera vez que se reconoce la clasificacion taxond-
mica de Botta (Botta, 1979) donde se identificaron 2 variedades predominantes en la zona
del Nordeste argentino: A. gratissima var. gratissima y A. gratissima var. sellowii.

-El hallazgo de a- y B-Tuyona en los aceites esenciales de A. gratissima var. gratis-
sima de San Lorenzo deberia ser motivo suficiente para advertir sobre el uso indiscrimi-
nado de esta planta, dado el grado de toxicidad de estos componentes. Por otra parte,
corresponderia advertir que el periodo en el cual estos componentes se encuentran en
menor proporcién (verano) seria el que menor riesgo revistaria en el uso de esta especie.

-Se verificé la existencia del quimiotipo Citral para la especie L. alba, de Sdenz Pe-
fia (Chaco), lo que se relaciond con lo que ya planteara inicialmente Fester et al., (Fester
et al., 1961a), sobre la existencia de este quimiotipo en el norte de la provincia de Santa
Fe y en la provincia de Entre Rios. En consecuencia, se correlacion6 al quimiotipo Ci-
tral de Saenz Pefia, con el que Fester llamara quimiotipo del Norte de Santa Fe y En-
tre Rios. Se observo una variacion en el contenido de Citral en una de las recolecciones,
sin gque se haya repetido posteriormente esta modificacion, en la cual se hizo importante
el contenido de Linalol en los ejemplares correspondientes a la época de verano, con
una disminucién concomitante en el contenido en Citral. Sin embargo, al no repetirse
esta variacion no se ha podido encontrar la causa, dejando abierto un interrogante mas
sobre la plasticidad de la especie.

-Simultaneamente, la determinacion de la distribucion enantiomérica del Linalol en
Lippia alba de Sdenz Pefia en verano, permitio corroborar que se trata principalmente de
3 S-(+)-Linalol, coincidiendo con lo observado por Siani et al., (Siani et al., 2002), en la
misma especie proveniente de Brasil, y Lorenzo et al. (Lorenzo et al., 2001), en especies
silvestres de Uruguay.
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-Se encontrd también para la especie Lippia alba un nuevo quimiotipo en la provin-
cia de Corrientes, correspondiente al quimiotipo Mircenona, que fuera encontrado si-
multaneamente en Guatemala, (Fischer et al., 2004), y Costa Rica, (Cicci6 et al., 2004). Este
nuevo quimiotipo esta caracterizado por Mircenona, B-Mirceno, (E)-Ocimenona y
(Z2)-Ocimenona. Este resultado soporta con mayor validez la propuesta de un nuevo
quimiotipo para Argentina por los factores genéticos y no fenoldgicos o ecoldgicos
condicionantes de la region estudiada, debido a la gran distancia que separa los paises
mencionados de nuestro pais.

-Es valido suponer que la amplitud y diversidad de usos atribuidos a las especies es-
tudiadas, en especial Lippia alba, tenga su origen en esta diversificada composicion
quimica de acuerdo a la zona donde crecen las plantas, y a la época de recoleccion.
Ademas, en el caso del quimiotipo Citral de Lippia alba, la presencia de este compo-
nente podria ser la causante de las aplicaciones de esta especie como estimulante car-
diaco y sedante. Sin embargo, también es importante destacar los riesgos que pueden
ocasionar el confundir calidades de una misma especie, suponiendo actividades que
pueden no ser las esperables, en funcion de la variabilidad quimica y estacional de estas
plantas.

-Se verifico circunstancialmente la inactividad como antitumorales frente a carci-
noma de pulmén humano, carcinoma de colon humano y leucemia en ratones, de los
aceites esenciales de A. gratissima var. gratissima quimiotipo A, A. virgata var.
platyphylla y Lippia alba quimiotipo Mircenona, lo cual no descarta que esta actividad
se manifieste en los otros quimiotipos de estas especies.

-Se observo que las aguas de destilacion obtenidas en el proceso de extraccion de es-
tos aceites esenciales poseen una composicién en componentes volatiles muy similar a
la de las esencias respectivas, en las especies donde se pudo realizar este estudio. Por
este motivo estas fracciones no aportarian ventajas adicionales en una posible utiliza-
cion industrial de estos aceites esenciales, independientemente de buscar una optimiza-
cién en la separacion del aceite con el objetivo de minimizar los componentes volatiles
residuales en estas aguas.

-De acuerdo a todos estos resultados, se han podido constatar las hip6tesis oportu-
namente planteadas, a saber:

-se han encontrado nuevas variedades quimicas en las poblaciones de las especies
estudiadas en la region.

-se han detectado notables variaciones estacionales, lo que influye no solamente en
la eleccion del momento de cosecha de cada especie, sino también en la ponderacién de
sus posibles aplicaciones industriales, asi como en la seguridad e inocuidad en su mane-
jo para el consumo humano o animal.

Todas estas especies, debidamente caracterizadas, pueden ser mas ampliamente
aprovechadas por la industria de lo que son en la actualidad, tanto desde el punto de
vista de sus cualidades organolépticas, como por la composicion quimica y la especifi-
cidad estructural de algunos de sus principales constituyentes (caso de la Mircenona o
del 3 S-(+) Linalol, (Viljoen et al., 2004)).
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Argentina
Corrientes: Citral; 1,8-Cineol
Entre Rios: Lippiona
Santa Fe: Citral, Linalol, Alcanfor
Tucuman: Piperitona, Limoneno, 1,8-Cineol

Brasil
: Limoneno, 1,8-Cineol, Carvona
Tipo B: Limoneno, 1,8-Cineol, Carvona, Germacreno D
Tipo C: Citral, Germacreno D
Carvona: Carvona, Limoneno
Geranial: Citral
Linalol: Linalol, 1,8-Cineol
Tipo I: Citral, Limoneno
Tipo II: Citral, Limoneno
Tipo I1I: Carvona, Limoneno
Tipo IV: Linalol
Citral: Citral
Carvona: Carvona
Mirceno-Citral: Mirceno, Citral

Colombia
Carvona: Limoneno, Carvona, Piperitona

Costa Rica
Dulce: Limoneno, Carvona

Cuba
Carvona: Limoneno, Carvona

Guatemala
Citral: 1,8-Cineol, Citral
Mircenona: Mircenona
Piperitona: Limoneno, Piperitona, 1,8-Cineol

India
Linalol: Linalol, Geraniol, 1,8-Cineol

Peru
Carvona: Carvona, Germacreno D, Limoneno
Lippiol: Geraniol, Citral, Limoneno



Uruguay
Silvestres: Alcanfor, 1,8-Cineol
Cultivadas: Linalol, Germacreno D, Limoneno

Venezuela
Citral: Citral, Geraniol, Limoneno
Carvona: Carvona, Limoneno



Segun Hennebelle et al., (2006), los quimiotipos de L. alba se podrian agrupar en
siete quimiotipos diferentes de acuerdo a la proporcion de los componentes
mayoritarios; por lo que de acuerdo a esta consideracion se reconocen:

Quimiotipo I: Citral / Linalol

Subtipo la: > proporcion de Citral pero con Linalol también presente en
porcentajes menores: Argentina, Brasil, Francia, Guatemala e India.

Subtipo Ib: > proporcion de Linalol con Citral en cantidades menores: Brasil,
India, Uruguay.

Subtipo Ic: Citral y Linalol en cantidades variables uno respecto del otro y de
acuerdo al estado de crecimiento: Argentina (Corrientes)

Subtipo Id: Citral y Linalol pero con una proporcion considerable de pB-
Cariofileno: Brasil.

Quimiotipo Il: Mircenona, Mirceno, Germacreno D: Argentina (Corrientes),
Guatemala.

Quimiotipo I11: Carvona, Piperitenona
Subtipo Illa: > proporcion de Carvona o Limoneno: Brasil, Cuba, Columbia,
Francia y Perd.
Subtipo Il1b: > proporcién de Piperitona con Limoneno y 1,8-Cineol: Argentina;
Guatemala

Quimiotipo IV: > proporcién de Mirceno con Citral (Argentina) o Canfeno (India)
Quimiotipo V: y-Terpineno: Brasil
Quimiotipo VI: Alcanfor y 1,8-Cineol: Uruguay
Quimiotipo VII: Estragol en var. carterae no citada para la Argentina: USA.

Sin embargo, en el caso del quimiotipo I subtipo Ic, resulta apresurado afirmar que
se trata de un mismo quimiotipo dado que no se cuenta con otros datos que confirmen

esta conversion de un componente en otro, si bien el camino de biosintesis indica la
formacion de Citral y Linalol a partir del miso precursor:
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No seria desacertado incluir dentro de un mismo quimiotipo (Citral / Linalol)
subtipos de acuerdo a la presencia mayoritaria de los componentes que lo definen. Sin
embargo, en el caso del quimiotipo propuesto como Ill, con Limoneno / Carvona /
Piperitona, la inclusion en un mismo subtipo (I11c) de Carvona / Piperitona y Lippiona,
también se podria justificar a partir del camino de biosintesis de estos componentes, ya
gue también en este caso el precursor resulta el mismo para los tres constituyentes:
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El quimiotipo Lippiona ha sido identificado originalmente en los trabajos de Fester
et al., en Argentina, mientras que en el caso del quimiotipo Carvona, no ha sido
detectado en ninguna muestra proveniente de Argentina.

La posibilidad de existencia de un hibrido entre el quimiotipo I y el 111, no esta
verificada tampoco, dado que es un solo caso en el que se verifica la existencia de
Limoneno conjuntamente con Citral, de acuerdo a lo investigado por Tavares et al,
(2005) y segun Fester et al., (1961), se presentaron plantas en las cuales aparece Citral en
el quimiotipo I11. Sin embargo, dado que se trata de un monoterpeno aciclico y otro
ciclico, es de esperar que el camino de biosintesis, si bien incluye el mismo precursor
(pirofosfato de geranilo), implique enzimas diferentes, por lo que la suposicion de
hibridos entre ambos quimiotipos no resulta muy clara.

En el caso del quimiotipo 11, la presencia de Mircenona, identificada en Argentina y
simultdneamente en Guatemala demuestra efectivamente la aparicion de un nuevo
quimiotipo, caracterizado ademas por la presencia de los dos isémeros de las cetonas
isomeras del componente principal: (Z) — Ocimenona y (E) — Ocimenona, de acuerdo a
la posible interconversion de estos isGmeros geométricos:
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o
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La presencia de Estragol, identificada en la variedad carterae de Lippia alba, ha
sido establecida solamente en ejemplares provenientes de USA. Sin embargo, en
Argentina y en Uruguay, no estan reportadas variedades de Lippia alba, exceptuando un
taxon dudoso: Lippia alba var. globiflora (L’Her.) Moldenke (Zuloaga et al., 1999).

Hennebelle et al. (2006), por otra parte, proponen la existencia de morfotipos,
basados en trabajos de Matos (1996), en los cuales asocia la forma de las hojas con el
quimiotipo Citral / Mirceno, sin haberse encontrado otras referencias (especialmente en
los trabajos de Fester et al., pionero en el estudio de esta especie) al respecto.
Consideramos que la identificacion de morfotipos, basados s6lo en trabajos de este tipo,
no son suficiente justificacion dado que para poder correlacionar quimiotipos con
formas de hojas, es necesario realizar un estudio estadistico de las hojas de Lippia alba,
de cada uno de los quimiotipos, sobre todo conociendo la enorme variabilidad de la
especie en lo referente a forma y composicion.
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