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Resumen

El cedron (Aloysia citrodora) es la especie aromatica nativa mas difundida en el
mundo. Actualmente su comercializacién se provee de cultivos existentes en varios
paises, como Marruecos, Portugal, Francia, Vietnam, Paraguay y Chile. En los
altimos afios han surgido varias normas de calidad para el cedrén, justamente como
una necesidad debida a esta expansion. Es una de las plantas medicinales y
aromaticas de mayor venta en la herboristeria local. Existe, ademas, una creciente
demanda para otras aplicaciones industriales ademas del uso medicinal, como la
elaboracion de mezclas para infusiones, bebidas a base de hierbas, aguas
saborizadas, licores, productos cosméticos, fragancias y en aromaterapia, entre

otras.

La fraccion volatil es una de las caracteristicas mas destacadas del cedron. El
principal componente de su aceite esencial (AE) es el citral (mezcla de neral y
geranial), que, junto con el limoneno, son los responsables del olor caracteristico de

esta especie aromatica.

Sin embargo, y desde el punto de vista de su uso como medicinal, también es
importante su fraccibn no volatil, ya que la misma se encuentra fuertemente
relacionada con los usos medicinales tradicionales atribuidos a esta droga vegetal y
con actividades biol6gicas demostradas. El verbascdésido, un glicésido perteneciente
a la familia de los fenilpropanoides, ha sido determinado como uno de los
compuestos caracteristicos de esta fraccion, que seria ademas el principal

responsable de sus distintas bioactividades.

Por este motivo se investigd tanto la fraccion volatil como la fraccibn no volatil

(verbascésido) del cedrén de la Argentina.
Este trabajo fue disefiado y desarrollado en 6 ensayos con diferentes caracteristicas:

Evaluacion de la variabilidad del aceite esencial de cedron bajo las mismas
condiciones de cultivo; Determinacion de marcadores de calidad para un aceite
esencial de cedrén tipico; Evaluacion quimica de los metabolitos de mayor interés en
cedron a lo largo de un ciclo de cultivo en la Estacién Experimental Agropecuaria
INTA Cerro Azul, provincia de Misiones, zona potencialmente productora; Analisis de

los metabolitos de mayor interés en muestras de cedron de un Banco de



Germoplasma, situado en la provincia de Entre Rios; Evaluacion de la calidad de
distintos materiales de cedron cultivados en la Estacion Experimental Agropecuaria
INTA Cerrillos, en la provincia de Salta; Evaluacion quimica de poblaciones
silvestres recolectadas en el noroeste argentino (NOA).

- Se determind en total el contenido de AE en 135 muestras provenientes de muy
diversos origenes, y de materiales cultivados y silvestres 0 muestras comerciales del

mercado local.

- Se determin6 la composicion quimica por cromatografia de gases acoplado a
detector de masas (GC-MS) de las 135 muestras de AEC.

- El andlisis de los resultados obtenidos mediante el uso de diferentes métodos
estadisticos multivariados, permiti6 establecer la existencia de diferentes
qguimiotipos:

1) AE con altos contenidos de limoneno vy citral, perfil tipico descripto para cedron,

siendo el mas utilizado en todo el mundo.

2) AE con alto contenido de limoneno, siendo posiblemente una variedad primigenia
del anterior, desde el punto de vista biosintético.

3) AE con alto contenido de linalol, quimiotipo que ha sido detectado por primera vez

en el cedron.

4) AE con alto contenido de carvona y derivados (cis y trans-dihidrocarvona).
5) AE con alto contenido de tuyonas (a + B-tuyona).

6) AE con alto contenido de citronelal.

- En funcion de la composicion quimica tipica del AEC, se establecieron los
marcadores positivos y negativos y sus rangos de aceptaciéon para ser incluidos

en una norma de calidad:

Marcadores positivos: limoneno 5-30%, neral 14-27%, geranial 17-36%, ar-
curcumeno mayor a 1%. Marcadores negativos: 1,8-cineol menor a 1%, 6-metil-5-
hepten-2-ona menor a 3.5%, citronelal menor a 0.5%, a-tuyona + B-tuyona menor a
0.5%.



- Se identific6 por primera vez en un aceite esencial la presencia del compuesto
sabinona, cetona terpénica que habia sido propuesta tedricamente como
intermediaria en la biosintesis de las tuyonas, pero nunca habia sido aislada,

solamente sintetizada.

- Se contribuyé0 a la caracterizacion quimica de los materiales de cedron
depositados en el Banco de Germoplasma de la provincia de Entre Rios con la
finalidad de conocer su rendimiento y composicion de AE y contenido de
verbascosido.

- Se determiné la variacion cualitativa y cuantitativa de los principios activos en un
cultivo en la provincia de Misiones. Este ensayo fue realizado a lo largo de un
afo. El AE present6 un perfil tipico. Teniendo en cuenta el contenido de AE y el de
verbascosido, se justificaria la colecta en los meses de diciembre-enero ya que

ambos resultados fueron 6ptimos en ese periodo.

- Se determiné el contenido de verbascosido por HPLC segun Farmacopea
Europea 8.0 en 52 muestras de hojas de cedrén, dando como resultado promedio
2.1% P/P. Estos valores representativos del cedrén en la Argentina podrian ser

incorporados en una monografia farmacopeica para su uso medicinal.

El desarrollo de este trabajo de tesis permiti6 conocer la variabilidad fitoquimica del
cedrén en poblaciones silvestres y cultivadas en la Argentina y establecer
pardmetros fitoquimicos de calidad para sus diferentes usos. Con esta informacién
se espera contribuir con la redaccion de normas de calidad para el cedrén argentino.
La normalizacion del cedron contribuira, por un lado, a optimizar la eleccion del
material genético para su cultivo y, en consecuencia, contribuir a un buen manejo

agricola y a competir con la oferta de otros paises.
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Collection des vélins du Muséum National d’Histoire Naturelle, vol. 19: t. 16 (¢17827) [G.
van Spaendonck]
http://plantillustrations.org/ILLUSTRATIONS_thumbnails/258968.jpg

INTRODUCCION




Introduccion

1 INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, el consumo de plantas aromaticas y medicinales ha
aumentado notablemente debido no solo a la mayor demanda por parte de la
poblacién por consumir productos naturales, sino también porque a nivel industrial se
buscan nuevas materias primas para la produccién de medicamentos herbarios,
suplementos dietarios, sabores, cosméticos, perfumeria y productos para la higiene
personal (Cafigueral et al.,, 2003). La produccion de plantas aroméaticas y
medicinales en la Argentina proviene en gran medida de la recoleccién de plantas
silvestres, aunque para ciertas especies de mayor consumo existen cultivos

controlados.

El cedron (Aloysia citrodora Palau, Verbenaceas) es una de las plantas
medicinales y aromaticas con mayor demanda en la herboristeria local de la
Argentina (Chifa y Ricciardi, 2001). Existe, ademas, una creciente demanda para
otras aplicaciones industriales ademas del uso medicinal, como la elaboracion de
mezclas para infusiones, bebidas a base de hierbas, aguas saborizadas, licores,
productos cosmeéticos, fragancias y en aromaterapia, entre otras. Esto ha originado
una mayor oferta de cedron en el mercado local, no solo para uso interno sino
también para la exportacion, lo que ha influido en la decisién de realizar cultivos en
nuestro pais, en forma esporadica y en escala limitada. Por motivos tanto de calidad
como de costos de produccion, no se afianzaron ni se expandieron, a diferencia de

lo que puede observarse que ocurrié en otros paises.

Algunos autores (da Silva et al., 2006) han mencionado que la Argentina podria
ser la region donde posiblemente se hubiera originado esta especie, lo que permitiria
suponer gue exista una gran diversidad fitoquimica en las poblaciones silvestres. Ya
sea por este motivo o por la alta biodiversidad intraespecifica que presentan las
plantas aromaticas, seria logico esperar la aparicion en el mercado local de

materiales de diversa calidad, en concomitancia con la fuerte demanda.

La fraccion volatil es una de las caracteristicas mas destacadas del cedrén. El
principal componente del aceite esencial (AE) es el citral (mezcla de neral y
geranial). Se conocen en el mercado local variedades de cedron conteniendo otros

compuestos mayoritarios distintos al citral y otras con morfologia foliar distinta a la

2
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tipica. Como es sabido, los materiales vegetales pueden presentar un alto grado de
variabilidad genética y, por lo tanto, también presentan variaciones en la
composicién quimica, en el contenido de principios activos y en la morfologia, que
dificultan su correcta identificacion. La abundancia de publicaciones sobre el cedron
gue abordan diferentes aspectos demuestra la importancia de esta especie a nivel
mundial. Existen numerosos antecedentes acerca de la variabilidad de la
composicion quimica del aceite esencial de cedron (AEC) ya sea en muestras de
origen nacional (Zygadlo et al., 1994; Lopez et al., 2004; Duschatzky et al., 2004;
Duschatzky et al., 2005; Gillij et al., 2008; Benzi et al., 2009; Oliva et al., 2010;
Werdin Gonzélez et al, 2010; Ricciardi et al., 2011) como en muestras provenientes
de otros origenes geograficos (Carnat et al.,, 1999; Stashenko et al., 2003; de
Figueiredo et al., 2004; Sartoratto et al., 2004; Diaz et al., 2007 ; Olivero-Verbel et
al., 2009; Escobar et al., 2010; Ocazionez et al., 2010; Oliva et al., 2010; Rojas et al.,
2010; Paulus et al., 2013). En algunos de estos trabajos se informa la presencia de
compuestos con actividad neurotoxica, como las tuyonas, que han motivado el

rechazo de los materiales comerciales por el mercado europeo.

Las hojas de cedrén fueron incluidas como droga vegetal en la Farmacopea
Nacional Argentina V edicidén en el afio 1966 y se mantuvo en la VI edicién de 1978.
Los ensayos de calidad alli codificados solo hacen referencia a su identificacion
botanica macroscépica. Asimismo, en el afio 2008, la monografia de cedrén fue
incluida en la Farmacopea Europea 6.0, en donde, ademas de indicar los ensayos
de identificacion botanica y el perfil cromatografico por cromatografia en capa
delgada (CCD) utiliza como parametro de calidad la determinacion del contenido de
verbascosido por HPLC, por ser considerado un componente marcador activo de la
fraccidbn no volatil en esta especie. En cuanto a la fraccién volatil solo exige la
determinacién del contenido de aceite esencial, el que debe ser mayor al 0.3% V/P
para la droga entera y 0.2% V/P para la droga fragmentada. No hace mencién a la
composicion quimica del mismo. Actualmente, en la version 8.0 (2016), permanece

vigente la misma monografia.

Consideramos que es importante la caracterizacidbn de ambas fracciones ya que
tanto la fraccion volatil como la no volatil son de interés comercial. Por este motivo

planteamos la importancia de realizar estudios de materiales silvestres y de cultivo
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gque se encuentran distribuidos en la Argentina para poder caracterizar
fitoquimicamente las fracciones de interés medicinal y comercial del cedron, con el
objetivo final de abordar la redaccion de normas que garanticen tanto la calidad del
cedron nacional, como su competitividad a nivel internacional, teniendo en cuenta
las normas ya existentes en otros mercados. Esta problematica dio origen a la

investigacion que dio como resultado final este trabajo de tesis.

Finalmente, los resultados obtenidos pretenden ser transferidos al sector

productivo para orientarlos en la seleccidn de los materiales a cultivar.
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Lectotipo de Aloysia citrodora Palau (1784)

En el afio 1784, Palau realizd nuevamente la descripcion de esta especie en
una obra en colaboracién con Ortega, donde incluyé un dibujo de excelente
calidad, (realizado por el famoso dibujante Bruno Salvador y Carmona),
actualmente tomado como lectotipo de la especie y aceptado como valido
segun las normas de la ultima version del Cédigo Internacional de Taxonomia

Botanica.

ANTECEDENTES
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2 ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes de la familia

Verbenaceas es una familia cosmopolita que se distribuye principalmente en las
regiones tropicales del hemisferio sur (Figura 1). Tradicionalmente esta familia esta
subdividida en dos subfamilias: Verbenoideae y Viticoideae (Troncoso, 1974). En el
mundo comprende alrededor de 100 géneros y 2.000 especies de arboles, arbustos
y hierbas. Esta siendo evaluado si la familia Verbenaceas se reduce estrictamente a
la subfamilia Verbenoideae, mientras que los géneros de la subfamilia Viticoideae

pasarian a formar parte de la familia Lamiaceas (Mulgura de Romero et al., 2003).

Figura 1. Distribucion mundial de la familia Verbenaceas (Heywood, 1985)

Algunos géneros y especies de Verbenaceas se cultivan con fines ornamentales,
como Lantana, Glandularia, Clerodendum y Verbena, cuyas plantas son herbaceas y
presentan flores decorativas. En otros paises se cultiva Tectona grandis para la
utilizacion de su madera. Varias especies de los géneros Aloysia, Lippia, Verbena y
Acantholippia se emplean y cultivan con fines medicinales (Fester et al., 1961;
Toursarkissian, 1980; Ratera y Ratera, 1980; Calvo, 2006).

La familia Verbenaceas se caracteriza por la presencia de aceites esenciales
(Soler et al., 1986; Terblanché y Kornelius, 1996; Ghisalberti, 2000; Pascual et al.,

2001; da Silva et al., 2006; Hennebelle et al., 2008), aunque también se aislaron
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saponinas (Toyota et al., 1990; Ahmed et al., 2009; Farias et al., 2010b), taninos
(Pascual et al.,, 2001; Montiel Herrera et al., 2004), quinonas (Ghisalberti, 2000) e
iridoides (Rimpler y Sauerbier, 1986; von Poser et al., 1997). Es rara la presencia de

alcaloides (Hegnauer, 1973).

En la Argentina, esta representada por 26 géneros y 191 especies (Mulgura de
Romero, 1999), entre los cuales se pueden nombrar Lippia, Acantholippia y Aloysia
como los de mayor importancia. En el afio 2006, Siedo realizé una revision del
género Aloysia en todo el mundo, utilizando, en el caso del cedron, plantas

recolectadas en las provincias de Catamarca, Jujuy, La Rioja, Salta y Tucuman.

Géneros de la familia Verbenéaceas, subfamilia Verbenoideae, Tribu Lantaneae
(Mulgura de Romero et al., 2003)

VERBENACEAS Adans.
Subfamilia |. VERBENOIDEAE Brig. (23 géneros y 5 tribus)
Tribu Lantaneae Endl. (11 gén.)
Lantana L.
Neosparton Griseb.
Xeroaloysia Tronc.
Lippia L.
Phyla Lour.
Aloysia Palau
Acantholippia Griseb.
Bouchea Cham.
Stachytarpheta Vahl
Diostea Miers
Lampaya Phil.
Clave taxondmica del Género Aloysia

Tribu LANTANEAE Endl.
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1'. Fruto esquizocarpico, seco, separandose a la madurez en clusas.

2'. Hierbas, generalmente no rastreras, ni radicantes, subarbustos o arbustos, sinpubescencia

malpigiacea.

3'. Arbustos, subarbustos, o sufritices, de porte variado. Inflorescencias complejas con o sin

espiga terminal o espigas solitarias.

4'. Arbustos o sufrutices, con hojas normales, no de aspecto retamoide.

5'. Arbustos generalmente aromaticos, o sufrdtices. Hojas margen aserrado,

lobulado, rara vez enteras, no carnosas.

6. Espigas contraidas o laxas. Flores perfectas, caliz tubuloso, corola 4-
lobada, levemente zigomorfa.

2. Aloysia
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2.2 Antecedentes del género

El género Aloysia comprende principalmente arbustos arométicos. Su
distribucion se extiende desde el sur de Estados Unidos y México hasta Chile y
centro de la Argentina. Comprende alrededor de 30 especies, de las cuales unas 12
se encuentran en nuestro pais. Pueden hallarse ejemplares de este género en las
provincias de Catamarca, Jujuy, La Rioja y Salta (Mulgura de Romero, 1999).
Probablemente se haya originado en la parte meridional de América del Sur
(Uruguay, Argentina, Chile), considerandose posible su centro de evolucién en la
Argentina (da Silva et al., 2006).

La fitoquimica del género muestra principalmente la presencia de aceites
esenciales. Numerosos monoterpenos y sesquiterpenos presentes en los mismos
han sido identificados en las especies mas estudiadas: Aloysia gratissima (Soler et
al., 1986; Zygadlo et al., 1995; da Silva et al., 2006; Ricciardi et al., 2006), Aloysia
polystachya (Zygadlo et al., 1995; Cabanillas et al., 2003), Aloysia virgata (Ricciardi
et al., 2005) y Aloysia citrodora (ver punto 2.3). Otros compuestos de naturaleza no
volatil, como glucdsidos iridoides (Rimpler y Sauerbier, 1986; von Poser et al., 1997)
y compuestos polifendlicos, tales como verbascosido (un derivado del &acido
cinamico), isoverbascésido; flavonoides derivados de la apigenina, de la luteolina,
también han sido identificados dentro de este género (Carnat et al., 1995; Taoubi et
al., 1997; da Silva et al., 2006; Bilia et al., 2008; Vandresen et al., 2010).

Clave taxondémica de la especie Aloysia citrodora (Mulgura de Romero et al.,
2003)

Este género encuentra su nombre en honor de Maria Luisa de Parma (1754-
1819) esposa de Carlos 1V, rey de Espafa.

Aloysia Palau

1. Hojas opuestas o verticiladas. Flores mayores de 3 mm. Espigas cilindricas, mayores de 2 cm long.
2'. Hojas ternadas, muy raramente en algin nudo opuestas

3'. Inflorescencias con espiga terminal. Hojas enteras o aserradas
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4'. Hojas de 3,5-7,5 xI-1,5 cm angostamente elipticas o angostamente ovadas,
enteras o aserradas

3. A. citrodora

10
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2.3 Antecedentes de Aloysia citrodora

2.3.1 Generalidades

Aloysia citrodora Palau (sin.: Aloysia citrodora Palau, Aloysia citriodora Ortega ex
Pers., Aloysia sleumeri Moldenke, Aloysia triphylla (L’Hér.) Britton, Lippia citriodora
(Lam.) Kunth, Lippia triphylla (L'Hér.) Kuntze, Verbena citriodora Cav., Verbena
triphylla L’Hér., Zapania citriodora Lam.) es conocida vulgarmente, segun los

diferentes paises, con el nombre de “cedron”, “hierba luisa”, “hierba de la princesa”,
“verbena olorosa”, “verbena citronela”, “lemon verbena”, “zitronenstrauch”, “cidrao”,
“erva-cidreira”, “cidrd”, “cidré-pessegueiro”’, “erva-luisa”, “cidrozinho”, “verveine

odorante”, "Chaquesayasaya”, "Huarippampacay" (Bassols y Gurni, 1996; Dellacasa
y Bandoni, 2003; Mulgura de Romero et al., 2003).

Es un arbusto erecto que puede alcanzar los 3 metros de altura, muy aromatico
y ramificado. Las hojas son simples, con peciolos cortos. Tienen forma estrecha,
lanceoladas y 3 hojas por cada nodo de los tallos. La lamina es de color verde
palido, de 5 a 10 cm de largo. La inflorescencia es una panicula terminal delgada,
las flores consisten en un pequefio céliz, tubular con 4 dientes largos y estrechos y
una corola palida, verde-malva divididos en 4 I6bulos acuminados (Foto 1) (Figura
2). Las hojas secas son delgadas y fragiles, de color verde. Poco pecioladas,
ovadas-lanceoladas, acuminadas, con pelos glandulares, poco pilosas en el envés.
La hoja presenta epidermis adaxial con tricomas cistoliticos, cénicos, unicelulares,
de paredes gruesas verrucosas; cada uno se halla rodeado por una roseta de

células basales conteniendo cistolitos (Gattuso et al., 2008) (Figura 3).

11
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Foto 1. Inflorescencias de Aloysia citrodora (Técnico M.A. Juarez)

12
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Figura 2. Descripcion botanica de Aloysia citrodora Paldu. A-K Hoja. A, rama al estado vegetativo. B-F, vista
superficial de la ldmina. B, arquitectura foliar. C, ultima venacién marginal areolada. D, epidermis adaxial con
tricomas cistoliticos, cénicos, unicelulares, de paredes gruesas, verrucosas; cada uno se halla rodeado por una
roseta de células basales conteniendo cistolitos. E, epidermis abaxial. F, tricomas simples, ligeramente
verrucosos, con cistolitos de carbonato de calcio. G-M, seccion transversal. G, tricoma glandular con cabeza
unicelular, ubicados en depresiones de la superficie de la hoja. H, tricoma glandular con pie unicelular y cabeza
de 1-2 celulas. |, representacion esquemética del limbo. J, detalle del limbo indicado en I. K, estoma en columna.
L-M, tallo en seccion transversal. L, representacion esquematica del tallo. M, detalle del tallo indicado en L. N-R,
elementos celulares disociados. N, fibra. O, vaso. P, traqueidas. Q, células parenquiméticas. R, parénquima
xilematico. S, células colenquimaticas. Las escalas representan 1 aB. 2 al, L. 3 a D-H, J-K, M-S. 4 a C. (Gattuso
et al., 2008)
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Figura 3.A-E: Fotomicrografias por microscopio éptico, MO. Seccion transversal de la hoja. A, nervio medio, B,
C, D mesofilo. B, pelos glandulares en depresiones de la superficie de la hoja. C, tricoma glandular con pie
unicelular y cabeza 1-2 celular. D, estoma en columna. E-F, lamina en vista superficial. E, epidermis adaxial con
tricomas cistoliticos, conicos, unicelulares, de paredes gruesas verrucosas; cada uno se halla rodeado por una
roseta de células basales conteniendo cistolitos. a, tricoma glandular con cabeza unicelular, en depresiones de la
superficie de la hoja. b, tricoma glandular con pie unicelular y cabeza 1-2 celular. c, cistolitos. e, epidermis. pp,
parénguima en empalizada. s, estoma. (Gattuso et al., 2008)
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Se introdujo en Europa a fines del siglo XVIIl, y desde entonces se cultiva en
paises del centro y este de Europa, en Africa (Dellacasa y Bandoni, 2003) y en
paises de clima templado como Vietham y Marruecos. En América crece o se cultiva
en Paraguay, México, Venezuela, Colombia, Brasil, Bolivia, Perd, Uruguay, Chile y
en la Argentina. En Paraguay, el cedron es la principal planta aromatica cultivada y

exportada segun un informe de la Empresa Usaid Paraguay Vende (2010).

En nuestro pais se la encuentra en las provincias de Jujuy, Salta, Chaco,
Tucumén, La Rioja, Catamarca, San Juan, Santiago del Estero, Mendoza, Buenos
Aires, Cordoba, San Luis, Santa Fé, Misiones, Corrientes y Entre Rios (Soraru y
Bandoni, 1978; Ratera y Ratera, 1980; Del Vitto et al., 1997; Mulgura de Romero,
1999; Chifa y Ricciardi, 2001; Pascual et al., 2001; Ricciardi et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4. Distribucion del cedréon en la Argentina

Se consumen habitualmente las hojas frescas o secas en forma de infusion.
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La medicina tradicional le atribuye al cedron propiedades antiespasmaodicas,
diuréticas, antipiréticas, sedantes, carminativas, digestivas, expectorantes, contra el
dolor de cabeza, cardiaca, antihistaminica, emenagoga, (Ratera y Ratera, 1980;
Toursarkissian, 1980; Duke, 1985; Bassols y Gurni, 1996; Carnat et al., 1999; Chifa y
Ricciardi, 2001; Pascual et al., 2001; Roig, 2001; Santos Gomes et al., 2005; Ceron
Martinez, 2006; Tene et al., 2007). Hieronymus (1882) la describe como estimulante
suave en enfermedades nerviosas, melancolia, hipocondria, dolores y espasmo de
estdmago, flojedad de los intestinos. Con las hojas se fabrica un licor que se usa

para las fiebres intermitentes.

Debido a sus propiedades aromaticas, diversos autores han estudiado
materiales vegetales provenientes de diferentes origenes geograficos. Los
principales compuestos identificados fueron citral (mezcla de neral y geranial) y
limoneno (Bellakhdar et al., 1994; Ozek et al., 1996; Carnat et al., 1999; Pascual et
al., 2001; Santos Gomes et al., 2005; Argyropoulou et al., 2007; Gillij et al., 2008;
Oliva et al., 2010). Sin embargo, existen trabajos en los que se ha determinado la
presencia de a-tuyona (Zygadlo et al., 1994; Duschatzky et al., 2005; Gillij et al.,
2008), terpeno que puede presentar cierta toxicidad segun la dosis y forma de uso
de la planta (Lachenmeier y Uebelacker, 2010). Se ha observado que la composicion
quimica del AEC varia dependiendo de la regiéon donde la planta crece, asi como de
su fenologia (Argyropoulou et al., 2007). Por otro lado, algunos autores determinaron
qgue la composicion del AE obtenido de una misma planta se mantiene constante en

las mismas condiciones de medio ambiente (Santos Gomes et al., 2005).

Los componentes no volatiles mayoritarios identificados en cedrén son
polifenoles, siendo el principal el verbascésido (Lamaison et al., 1993; Nakamura et
al., 1997; Carnat et al., 1999). Algunos autores han determinado que este tipo de
compuestos se encuentran en mayor concentracion en extractos obtenidos a partir
de hojas jovenes que en los obtenidos de hojas adultas (Ricco et al., 2011). Ademas
de este compuesto, se han identificado algunos derivados, como ser
isoverbascosido, B-hidroxi-verbascosido y [B-hidroxi-isoverbascosido (Bilia et al.,
2008; Quirantes-Piné et al., 2009). Los principales flavonoides descriptos para esta
especie son: salvigenina, eupatorina, eupafolina, luteolina, 6-hidroxiluteolina,

cinarésido, hispidulina, cirsimaritina, diosmetina, chrysoeriol, apigenina, cirsiliol,
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nepetina, jaceocidina y luteolin-7-diglucurénido, entre otros (Tomés-Barberan et al.,
1987; Skaltsa y Shammas, 1988; Lamaison et al., 1993; Carnat et al., 1995, Carnat
et al., 1999; Valentéo et al., 1999; Bilia et al., 2008; Funes et al., 2009; Cruz et al.,
2010; Funes et al., 2010b). Ragone et al. (2007), informaron la presencia de los
flavonoides vitexina e isovitexina, demostrando que el primero seria el responsable
de la actividad espasmolitica reportada para esta especie. Por otra parte, se ha
sefalado la presencia de acido cafeico, acido ferulico e hidroxitirosol (Proestos et al.,
2006). También se han identificado compuestos de naturaleza esterbidea como
estigmasterol, B-amirina, B-sitosterol, acido ursdlico, acido oleandlico y &acido

betulinico (Bheemasankara et al., 1979; Ono et al., 2008).

2.3.2 Composicion quimica de la fraccion volatil

Bajo la denominacién de aceite esencial se agrupan sustancias de caracter
volatil, obtenidos por diferentes métodos fisicos a partir de especies vegetales
aromaticas. Presentan una composicion quimica compleja, en la que son
predominantes los derivados mono y sesquiterpenos y derivados fenilpropanoicos.
Es el grupo de sustancias que le confiere aroma y sabor a las especies vegetales
gue los poseen. Debido a que son liposolubles y se evaporan a relativamente baja
temperatura, se denominan también aceites volatiles. Pese a que los aceites
esenciales de distintas plantas son diferentes, tienen como caracteristica en comun
gue son arrastrables por vapor de agua y suelen ser poco hidrosolubles. En esta
propiedad se basa el método de hidrodestilacion, que es el mas utilizado a escala
laboratorio. Este método se encuentra codificado en la Farmacopea Argentina 7°
Edicion (2003), y utiliza una trampa tipo Clevenger para la obtencién y cuantificacion

de un aceite esencial.

No se puede dejar de mencionar que existen diversos factores que pueden
afectar la composicion quimica cuali-cuantitativa de una esencia, como puede ser el
estado vegetativo de la planta en el momento de recoleccién o las caracteristicas
edaficas y climaticas de la zona en donde se desarrolla la especie aromatica,

ademas de los factores genéticos.
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Para una mejor comprension se detallaran en forma separada las composiciones
obtenidas a partir de material vegetal de la Argentina, de Sudamérica y de otros

origenes del mundo.

Argentina

El aceite esencial de cedron (AEC) ha sido investigado en nuestro pais, desde
los afios 60, cuando se iniciaron los primeros estudios seriados sobre plantas
aromaticas nativas, utilizando las mas modernas técnicas analiticas desarrolladas

por entonces.

En 1961, el grupo de Fester y colaboradores, pioneros en el estudio de plantas
arématicas en la Argentina, reportaron como compuesto principal el citral en una
concentracion entre 20 y 35%, ademas de limoneno, metilheptenona, carvona, linalol

y geraniol.

En el afio 2009, Chapman en su trabajo de tesis doctoral, analiz6 la composicion
quimica de hojas de cedrdn de las provincias de Catamarca, Salta y La Rioja. Para
ello analiz6 por CCD la fraccion dietil-éter de un extracto metandlico. Dos de las tres
poblaciones estudiadas (Catamarca y Salta) no presentaron citral como componente
principal y el limoneno no pudo ser confirmado por ese método. Encontraron
citronelal y B-citronelol en muchos individuos de Salta, mientras que la B-tuyona fue
considerada un marcador para las plantas de Catamarca.

Utilizando técnicas mas modernas, como es la cromatografia de gases y la
cromatografia de gases acoplada a un detector de masas, varios autores
determinaron con mayor detalle las composiciones quimicas de los AE provenientes
de distintos lugares de nuestro pais. Los resultados de estos estudios se presentan

en la siguiente tabla:
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Tabla 1: Principales compuestos identificados en AEC de la Argentina

Referencias N°
Compuestos
a-pineno
sabineno
6-metil-5-hepten-2-ona
p-cimeno
limoneno
1,8-cineol
linalol
alcanfor
mircenona
citronelal
a-tuyona
a-terpineol
trans-carveol
cis-carveol
neral
carvona
geranial
B-cubebeno
a-cedreno
trans-B-cariofileno
ar-curcumeno
germacreno D
biciclogermacreno
d-cadineno
trans-nerolidol
lippifoli-1(6)-ene-5-ona
espatulenol
oxido de cariofileno

viridiflorol

* Flores

Rio Primero

=
w

0.8

0.1
6.9

4.1
36.5

13.1
0.1
0.3
0.1

13

4.3
3.8

0.1

8.9
5.2

~ Rio Primero

12

0.4
6.9

0.3
4.1

0.1
131
0.5
0.5
0.4
18.7
12
21.3
0.2
3.2
0.4
0.1
4.3
3.8
0.2
0.5
0.9
1.0
0.5

™ Rio Segundo

1.4

0.3

9.0

5.4

31.0

171

tr

tr

tr

1.6

0.1

0.1

9.4
3.3

Coérdoba

[e2]

11

0.2
7.0

0.5
5.2

14.2
0.4

0.1
19.4
0.8
22.7
0.3
3.0
0.4

3.3
4.1
0.2
0.5

0.9
0.9

© Traslasierra

tr

19.7

0.2
0.0

0.3
tr

0.2
14.0
0.2
21.0
0.1
2.8
0.3

6.9
8.0
tr
1.0

9.9
7.7

Cérdoba

La Paz

7
Porcentajes
0.8
tr

tr

20.0

29.2
tr
0.9
0.6
tr
2.3
4.2
0.3
0.6
8.9
7.0
2.5

Merlo

4,5

17.5

13.2

San Luis

San Luis

~

tr

tr
tr

17.9

0.3

tr
0.2

13.0

18.5
tr
3.2
0.4
tr
6.9
7.2
0.2
0.9
10.1
10.0
11

Salta

~ Las Vifias **

15

17
tr

21.3

2.2

1.1
1.7
2.4
33
1.1
12.4
13.1
3.3
4.2
tr
tr
3.3
tr
tr
4.2
tr
6.6
6.9

tr

Mendoza

~  Mendoza**

tr

14.2

tr

315

22.6
tr
tr
tr
tr
tr

3.9
3.2
9.6
4.4
4.5

tr

Buenos
Aires

Bahia
Blanca

8,9,10

2.3
22.9

1.8
7.4

2.4
9.6

** No existen antecedentes sobre un aceite esencial obtenido por destilacion con arrastre con vapor con mas cantidad de neral

que de geranial.

tr: porcentaje menor a 0.05%.

1- Zygadlo et al., 1994; 2- Zygadlo et al., 1995; 3- Lépez et al., 2004; 4- Duschatzky et al., 2004; 5- Duschatzky et al., 2005; 6-
Gillij et al., 2008; 7- Oliva et al., 2010; 8- Benzi et al., 2009; 9- Werdin Gonzalez et al., 2010; 10- Benzi et al., 2014.
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En el afio 2011, Ricciardi et al., evaluaron la variacion en la composicion quimica
de plantas silvestres de la provincia de Corrientes obteniendo el AE en tres épocas
diferentes del afio: otofio (), primavera (ll) y verano (lll). Ademas, para comparar la
influencia del ambiente ecoldgico, plantas seleccionadas de una poblacion de San
Lorenzo fueron cultivadas bajo condiciones controladas en un campo experimental
de la Universidad Nacional del Nordeste (cult I, otofio). Los autores observaron que
no se produjeron cambios en la composicion cualitativa del AE analizado en funcién
de la época de recoleccion. Los mayores cambios se observaron al comparar la
muestra silvestre y la cultivada, en donde disminuy6 considerablemente el contenido
de limoneno, aumentando los porcentajes de neral y geranial. Los resultados

obtenidos se detallan a continuacion:

Tabla 2. Principales compuestos obtenidos por Ricciardi et al., 2011

| Cult | 1 11
Rendimiento AEC (%V/P) 0.2 0.5 0.7 0.6
Compuestos Porcentajes
sabineno 5.7 - 15.1 8.5
6-metil-5-hepten-2-ona 0.9 0.8 2.2 0.9
limoneno 21.7 0.6 37.7 31.0
a-tuyona 0.5 - 0.3 0.6
cis-6xido de limoneno 0.1 0.5 0.1 0.2
trans-6xido de limoneno 0.5 tr 0.3 0.4
citronelal 0.3 - 0.3 0.2
oxido de B-pineno 0.6 1.0 0.2 0.5
cis-dihidrocarvona 0.8 tr 0.3 0.7
neral 121 31.7 11.2 11.3
geranial 17.5 37.7 14.8 15.3
a-copaeno 0.6 - 0.2 0.5
-bourboneno 1.1 1.7 0.3 0.7
a-cedreno 0.4 - 0.1 0.3
trans-B-cariofileno 3.6 0.5 2.3 4.2
alloaromadendreno 0.8 - 0.2 0.3
germacreno D 0.4 - 0.2 0.5
ar curcumeno 4.8 1.0 2.1 4.7
biciclogermacreno 2.5 tr 1.4 1.6
y-cadineno 0.5 - tr 0.3
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| Cult | 1] 1l

Rendimiento AEC (%V/P) 0.2 0.5 0.7 0.6
Compuestos Porcentajes

trans-nerolidol 15 0.1 0.3 0.6

oxido de cariofileno 12.3 tr 1.0 2.8

globulol tr 114 1.2 2.9

epi-a-cadinol 1.3 - 0.3 0.9

Total identificado 92.1 87.0 93.0 91.3

tr: porcentaje menor a 0.05%.

Como conclusién del analisis de los distintos trabajos cientificos citados se
observé que en las muestras provenientes de la Republica Argentina se encontraron
perfiles muy diferentes a los tipicos. Zygadlo et al. (1994; 1995) analizaron un
material de cultivo en floracion de la provincia de Coérdoba informando una
composicion muy distinta a la detectada por otros autores, cuyo AE presentd
alcanfor, mircenona, a-tuyona y lippifoli-1(6)-ene-5-ona. Estos compuestos no
habian sido reportados hasta el momento en esta especie. El compuesto a-tuyona
también fue detectado en muestras de Cérdoba (Oliva et al., 2010) y San Luis
(Duschatzky et al., 2004; 2005). En estas ultimas publicaciones se informé una
composicién quimica atipica en una muestra proveniente de Merlo, siendo los
compuestos mayoritarios a-tuyona (22.9%), cis-carveol (17.5%), carvona (13.2%) y

limoneno (12.7%).

Por otra parte, Benzi et al. (2009) y Werdin Gonzélez et al. (2010) detectaron
como compuestos mayoritarios sabineno (22.9%) y citronelal (51.3%) en muestras
de Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires. Ambos compuestos no habian sido
encontrados hasta el momento en tan alta concentracién. Oliva et al. (2010)

encontré en muestras de Las Vifias (Salta) un alto contenido de carvona (13.1%).

Los datos acerca de las composiciones quimicas poco habituales de AEC de

material vegetal cultivado en Argentina se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Compuestos poco comunes reportados para AEC de la Argentina

Cérdoba San Luis Salta e
Aires
PriFriic()ero PriFr{rI,l(()ero SegRliJ(r)wdo el LA{ED Las vies 5225
Referencias N° 1,3 7 2% 6 4.5 7 8,9,10
Compuestos Porcentaje
sabineno 0.8 - 1.4 - - - 22.9
alcanfor 4.1 4.1 5.4 5.2 - - -
mircenona 36.5 - 31 - - - -
citronelal - 0.1 - - - 11 51.3
a-tuyona 13.1 13.1 17.1 14.2 22.9 1.7 -
cis-carveol 0.1 0.4 tr 0.1 17.5 11 -
carvona 1.3 1.2 1.6 0.8 13.2 13.1 -
lippifoli-1(6)- 8.9 _ 9.4 i _ i i
ene-5-ona

tr: porcentaje menor a 0.05%.

*flores

1-Zygadlo et al., 1994; 2-Zygadlo et al., 1995; 3-Lopez et al., 2004; 4-Duschatzky et al., 2004; 5-Duschatzky et
al., 2005; 6-Gillij et al., 2008; 7-Oliva et al., 2010; 8-Benzi et al., 2009; 9-Werdin Gonzélez et al., 2010; 10-Benzi
etal., 2014.

Dada la gran variacién reportada en la composicién quimica del AEC argentino,
es de vital importancia para poder redactar una norma de calidad realizar un estudio
de los AE de una cantidad de muestras significativa de diferentes poblaciones. A su
vez, se podrian establecer parametros fitoquimicos para la determinacion de la
calidad de dicha especie en funcién de los requerimientos comerciales, 1o que

favorecera una correcta seleccion de los materiales a multiplicar para cultivos.

Ameérica

En el afio 1979, Silva et al. publicaron uno de los primeros trabajos de AEC de
origen americano. Estudiaron la composicion de muestras cultivadas en Rio Grande
do Sul, Brasil, recolectadas durante la época de floracion. El rendimiento de aceite
esencial obtenido fue de 0.2% V/P y los componentes principales encontrados
fueron 1,8-cineol (15.4%), neral (22.3%), geranial (37.1%) y geraniol (10.6%).
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Presentd muy bajo contenido de limoneno (0.9%) por lo que no seria un aceite

esencial tipico de cedrén.

Posteriormente, Vogel et al., en 1997, determinaron la variacion en el contenido
de AE en distintas épocas del afio de un cultivo ubicado en Talca, Chile. Observaron
que el mayor rendimiento fue 0.9% V/P, obtenido en el mes de octubre y el menor
fue 0.1% V/P en el mes de diciembre. El compuesto principal encontrado en todos
los casos fue citral, con un contenido que varié entre 34-64%, dependiendo del mes
de recoleccion. Determinaron también la variacion en el contenido de citral a
diferentes horas del dia, encontrando que el contenido va aumentando a lo largo del

dia, siendo 47% a la mafana, 52% al mediodia y 55% a la tarde.

Otras composiciones de AE de cedron de materiales provenientes de Chile,
Colombia, Brasil, Venezuela y Paraguay fueron publicados posteriormente. Los
principales compuestos encontrados por diferentes autores se resumen en la Tabla
4.

Tabla 4: Principales constituyentes identificados en el AEC de América del Sur

© g z
@ = T 3 S
= £ S N =)
o 2 o g s
/o) S IS
O > o
I B < I
2 = 5 S g o P 9 o o
s 2 0§ e £ B § 5 28 3
o = c =} © S =1 > o
g & = = s a8 B8 =1 = 8
c 5 < S @ O c
n O m n
1 5) 5 5 7 8 2 6-7 3 4 9 10
Compuestos Porcentajes
sabineno 1.1 1.2 - 1.3-1.6 - - - - - - - -
6-metil-5-hepten-2- - 2.1 2.1 2.4-3.0 2.8 - 0.4 15 4.0 - 1.8 tr
limoneno 12.8 7.9 4.3 7.5-8.9 8.4 10.7 0.6 10.7 15.9 11.0 3.0 19.1
1,8-cineol 5.7 2.3 - 3.5-4.0 3.6 5.0 0.4 5.0 - - 1.4 -
cis-B-ocimeno - - - - - - - - - - 1.5 tr
trans-B-ocimeno - - - - 3.0 - 0.2 1.8 2.9 - - -
linalol 0.5 0.6 0.8 0.6-0.8 0.8 - 0.4 0.7 - 11 0.5 0.6
mentol - - - - - - 0.5 - - - 1.3 -
a-tuyona - - - - - - - - - - - 0.6
citronelol 5.3 - - - - - - - - - - -
cis-carveol - - - - - - - - - - 2.1 -
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© < >
E 2 T 5 5
5 E 5 & g
S 2 g
é = % g % o 2 @ «s -f—(:g
1] /85 8 8 = ¢
n O m n
1 5 5 5 7 8 2 6-7 3 4 9 10
Compuestos Porcentajes
nerol 0.4 1.3 4.6 2.2-51 5.1 2.0 4.7 2.0 - - 4.9 -
neral 17.6 20.8 17.6 14.4-18.6 15.0 15.6 19.3 15.6 27.0 17.5 22.5 15.5
geraniol 0.3 0.8 7.6 1.7-4.4 4.4 2.7 54 2.7 4.0 - 6.2 -
geranial 23.5 25.3 20.5 17.5-22.0 175 18.9 38.1 18.9 29.5 21.8 27.3 19.5
acetato de geranilo - 1.8 2.0 1.8-1.9 - 1.3 - - 4.0 3.3 1.9 -
B-burboneno - 0.7 0.9 0.7-1.1 0.7 - 1.2 0.8 - - - 0.8
a-cedreno - - - - - - - - - - - 2.8
trans-B-cariofileno 0.9 2.5 2.2 2.5-3.1 2.6 2.3 2.8 2.3 2.9 6.7 2.1 0.7
ar curcumeno - 3.8 2.8 2.7-4.1 2.8 - 3.1 3.9 - 5.1 - tr
germacreno D - - - - - - - - - 4.6 5.3
a-zingibereno - - - - - - - - - - 0.6 0.3
biciclogermacreno - - - - - - 3.4 1.3 2.0 - 5.2 6.8
cis-nerolidol 1.1 - - - - - - - - - - -
trans-nerolidol - - - - - - - - - - - 1.6
espatulenol 51 6.6 2.8 4.2-7.0 4.2 4.7 3.6 4.7 tr 4.3 45 11.1
trans sesqui-
sabineno hidrato - - - - - - - - - - 2.1 -
o6xido de cariofileno 6.3 0.4 0.8 1.8-4.1 1.8 - 1.4 5.0 0.8 7.0 2.3 10.5

tr: porcentaje menor a 0.05%.

1- Carnat et al., 1999; 2- Stashenko et al., 2003; 3- de Figueiredo et al., 2004; 4- Sartoratto et al.,
2004; 5- Diaz et al., 2007; 6- Olivero-Verbel et al., 2009; 7- Escobar et al., 2010; 8- Ocazionez et al.,
2010; 9- Rojas et al., 2010; 10- Oliva et al., 2010.

Numerosos autores realizaron estudios comparativos de la fraccién volatil
obtenida por distintos métodos de extraccion sobre diferentes fracciones. Tal es el
caso descripto por Carnat et al. (1999) en el que realizaron un estudio cuali-
cuantitativo comparativo de distintos procedimientos de extraccion del AE a partir de
las hojas de cedrdn originarias de Chile. Para ello, determinaron por cromatografia
de gases la composicidbn quimica de tres fracciones diferentes (Tabla 5). Las
muestras fueron obtenidas por arrastre con vapor de agua. La primera destilacion se

realizd sobre una muestra de hojas de cedrén, obteniendo de esta forma el aceite
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esencial (A). La segunda muestra se obtuvo destilando una infusion, obteniendo la
fraccion volatil de la misma (B). Posteriormente se realizé la destilacion sobre el

marco de la infusién (C).

Tabla 5. Principales compuestos identificados en las diferentes fracciones (Carnat et al.,
1999)

Hojas antes de la infusion (A) Infusién
A . , . L

Compuestos (% P/P) (%(E’)/P) Hojas despu(%z cIJDe/FI)z;\ infusién (C)
limoneno 12.8 1.3 1.7
1.8-cineol 5.7 3.4 0.0
B-cariofileno 0.9 0.7 1.8
neral 17.6 31.3 6.1
acetato de o-terpinilo 1.0 2.0 0.2
geranial 23.5 45.6 10.4
citronelol 5.3 0.0 15.2
oxido de cariofileno 6.3 25 13.9
cis-nerolidol 1.1 0.3 3.1
espatulenol 5.1 4.0 10.6

La composicion de la fraccidon volatil obtenida de la infusion esta enriquecida en
citral en un 77%. La presencia de citral sigue siendo importante también en la

muestra obtenida a partir de las hojas después de la infusion (16.5%) (marco).

Otras metodologias de extraccion han sido utilizadas con el fin de comparar los
compuestos volétiles del cedron. De esta manera, Stashenko et al., en 2003,
estudiaron los metabolitos secundarios obtenidos por diferentes técnicas de
extraccion de plantas cultivadas en Bucaramanga, Colombia. Las técnicas utilizadas
fueron: hidrodestilacion (HD) utilizando un equipo tipo Clevenger (tabla 6);
hidrodestilacién asistida por radiacion de microondas (MWHD) usando el mismo
equipo descrito para HD, pero empleando un horno a microondas; destilacion con
vapor-extraccion con solvente simultanea (SDE), que se llevé a cabo en un equipo
disefiado por Likens Nickerson y la extraccion con fluidos supercriticos (SFE) que se
realizd utilizando un extractor Soxhlet de alta presiéon. También utilizaron diferentes
métodos de obtencion de volatiles, como ser headspace dinamico de purga y trampa
(P & T), headspace estatico (S-HS), o por microextraccion en fase sélida en modo

headspace (HS-SPME). Observaron que el neral y el geranial fueron siempre los
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compuestos mayoritarios en las mezclas de volatiles, a excepcion del obtenido por
S-HS.

Por otra parte, el aceite esencial de las hojas de cedron proveniente de
Campinas (San Pablo, Brasil) fue obtenido por extraccion de fluidos supercriticos a
diferentes presiones y temperaturas por Pereira y Meireles, en el afio 2007.
Observaron que la composicion del extracto varia en funcion de la temperatura y la
presion utilizadas en la extraccion. El mayor contenido de neral (12.1%), se obtuvo a
150 bar y 45°C, lo mismo que para el geranial (3.9%). En cambio, para el 6xido de
cariofileno la mayor cantidad extraida se observé para una presion de 150 bar y
35°C, observandose diferentes solubilidades de los compuestos a distintas

densidades de los fluidos supercriticos.

Rebekah Chapman, 2009, en su trabajo de tesis doctoral, determind la
composicién quimica de plantas de cedron cultivadas en un vivero en Georgia,
Estados Unidos. Analizd6 por cromatografia de gases-masa los compuestos
presentes en un extracto hexanico. Los monoterpenos encontrados en mayor
cantidad fueron neral y geranial, seguidos de limoneno, B-ocimeno y &-3-careno;
mientras que los sesquiterpenos predominantes fueron germacreno D, trans-
cariofileno, biciclogermacreno y ar-curcumeno. También estudié el cambio en la
composicibn de los terpenos durante el periodo de cosecha (julio-agosto)
observando que dicha composiciéon no varié cualitativamente. Las concentraciones
de mono y sesquiterpenos aumentaron hasta un maximo en la época de floracién,

disminuyendo durante el resto de la temporada de crecimiento.

En el afio 2013, Paulus et al. determinaron el contenido de aceite esencial y la
composicion quimica del mismo a lo largo de un afo (octubre 2010-septiembre
2011), como se muestra en Tabla 6. El cedrén analizado fue cultivado en la
Universidad Tecnoldgica de Parand, Curitiba, Brasil, observandose que en el mes de
febrero se obtuvo el mayor rendimiento de aceite esencial (0.58% V/P) y el menor
rendimiento fue en el mes de mayo (0.17% V/P) (tabla 6).
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Tabla 6. Composicién quimica del AEC segun Paulus et al. (2013)

Fecha de recoleccién

oct- nov- ene- feb- mar- abr- may- jun- ago- sep-

10 10 dic-10 11 11 11 11 11 11 11 11

Compuestos Porcentajes

a-pineno 0.90 - - 0.60 0.64 - - - - 0.10 0.10

sabineno - - - - 1.75 - - 0.34 - - -
B-pineno 1.60 0.71 0.74 - 1.81 0.73 0.76 0.83 1.38 0.90 1.40
mirceno - - - - 0.44 - - - - 0.40 0,40
limoneno 1352 1424 1410 13.82 1577 1335 12.45 9.21 11.20 9.70 12.80
trans-f3-ocimeno 0.84 0.62 0.96 0.48 2.40 0.47 0.50 - - 2.10 1.60
linalol 0.90 0.93 0.87 0.92 0.87 1.05 0.76 0.67 0.72 0.70 0.60
cis-6xido limoneno 0.38 0.33 0.31 0.37 0.29 0.29 0.30 0.27 0.33 0.30 0.40
trans-6xido limoneno 1.00 0.81 0.81 1.01 0.74 0.68 0.60 0.44 0.53 1.30 1.50
terpinen-4-ol 0.68 0.71 1.01 0.75 1.07 0.77 0.75 0.85 0.61 1.50 1.70
a-terpineol 0.25 - 0.44 0.36 1.06 - 1.40 1.45 0.53 0.40 0.30
neral 28.40 28.60 28.19 2931 2513 29.04 2550 20.30 18.02 3580 35.50
geranial 36.54 36.96 3517 37.16 31.11 3735 3440 2939 26.11 27.80 27.10
acetato de geranilo 2.68 2.72 2.32 2.35 1.24 2.70 2.20 1.87 2.98 2.00 2.10
cariofileno* 242 2.57 2.56 - 2.27 1.79 1.75 1.70 0.54 2.80 2.20

germacreno D - - 1.66 - 1.72 - - - - - -
ar-curcumeno 1.35 1.42 - 1.62 1.42 1.09 5.07 6.24 2.36 2.70 2.20
zingibereno 0.90 0.80 0.95 0.22 2.33 0.27 - - - 2.12 1.40
nerolidol* 4.37 4.58 5.23 6.58 2.68 6.14 10.70 14.90 24.34 2.30 2.20

*isébmeros no identificados por los autores

La composicion quimica de los AE analizados fue cualitativamente similar
durante todo el periodo estudiado. Los compuestos principales encontrados fueron
limoneno (9.21%-15.77%), neral (18.02%-35.8%) y geranial (26.11%-37.35%). En el
invierno (agosto y septiembre) se observé un inusual contenido de neral, siendo

mayor al de geranial.

Europa, Asia vy Africa

Dominguez, en 1928, haciendo referencias a otros autores europeos, informé el
contenido de AEC siendo 0.195% V/P para las hojas, 0.132% V/P en ramas
floriferas, 0.014% V/P en raices y 0.007% V/P en tallos.

En 1952, Guenther inform6 sobre constantes fisicoquimicas y composicion

quimica de material vegetal proveniente del norte de Africa, entre otros origenes. Los
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compuestos principales encontrados fueron metil-heptenona, carvona, neral,
geranial, cineol, limoneno, B-cariofileno, borneol, linalol, a-terpineol, nerolidol y

cedrol.

En el afio 1961, Montes sefialo al citral (20% a 35.4%) como compuesto principal
del AE de una muestra de origen espafiol. Otros compuestos informados en ese
trabajo fueron: verbenona (1.0-5.0%), metilheptenona, citronelol, geraniol, limoneno
y cariofileno. El rendimiento en esencia reportado fue de 0.2% V/P para las hojas y
0.1% V/P para las inflorescencias.

Kaiser y Lamparsky (1976b) describieron el aceite esencial de Aloysia citrodora,
sin indicar el origen del material vegetal, informando la presencia de fotocitral A, epi-
fotocitral A, fotocitral B, trans fotocitral y algunos de sus derivados, 2,5-dimetil-2-vinil-
4-hexenal, un nuevo Oxido de cariofileno (el 6xido de 2,6-B-cariofilano). Buil et al.
(1975) y Garnero (1977), estudiaron la composicion de cultivos provenientes de la
region de Provenza, al sur de Francia. La composicion quimica de la esencia resultd
ser tipica, siendo los compuestos principales detectados citral (38.0%), geraniol
(6.0%), nerol (5.2%), limoneno (4.2%) y espatulenol (2.5%).

Posteriormente, Bellakhdar et al. (1994), estudiaron la composiciéon del AEC
cultivado en Marruecos. Los principales compuestos identificados fueron 1,8-cineol
(12.4%), metilheptenona (7.4%), neral (6.9%), geranial (9.9%), ar-curcumeno (4.6%),
oxido de cariofileno (5.5%) y espatulenol (5.2%).

En 1996, Ozek et al. estudiaron la composicion de plantas cultivadas en Turquia.
Una muestra fue obtenida por destilacion de las hojas (A) y otra a partir de ramas
con hojas (B). Los principales compuestos encontrados fueron limoneno (18.6%-
14.8%), neral (6.0%-8.1%), geranial (11.9%-19.1%) y ar-curcumeno (4.9%-5.7%)

para Ay B respectivamente.

En el afio 2003, Crabas et al., realizaron un estudio comparativo entre dos
meétodos distintos de obtencidn de AEC. Obtuvieron el aceite de las hojas de
muestras comerciales (ABOCA, ltalia) por hidrodestilacion (HD) por un lado y por
extraccién con fluidos supercriticos (SFE) por el otro. Los compuestos volatiles
principales obtenidos por SFE fueron fitol (11.6%), espatulenol (7.1%), O6xido de
cariofileno (5.6%) y ar-curcumeno (4.6%) mientras que por HD fueron espatulenol
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(23.2%), ar-curcumeno (7.7%), geranial (3.2%), trans-nerolidol (3.8%) y neral (2.2%).
En el mismo afio, Ohno et al., analizaron la composicién de muestras comerciales de
cedron de origen francés (Laboratoire Sanoflore, Lozeron, Francia), determinando
que los compuestos principales eran: limoneno (17.3%), neral (12.0%) y geranial
(18.5%).

Kim y Lee, en el afio 2004, compararon los compuestos volatiles obtenidos
utilizando 6 fibras diferentes por SPME (micro extraccion en fase sélida). Las fibras
usadas en esa oportunidad fueron las siguientes: 100 pm polidimetilsiloxano
(PDMS), 30 um PDMS, 7 um PDMS, 85 um poliacrilato (PA), 65 um carbowax-
divinilbenceno (CW-DVB) y 50/30 um divinilbenceno-carboxén-polidimetilsiloxano
(DVB-CAR-PDMS). Las muestras analizadas fueron hojas obtenidas en una
herboristeria de Corea. Los compuestos principales detectados fueron neral, geranial
y limoneno, independientemente de la fibra utilizada. Ademas, en este trabajo se
realizo la determinacion enantiomérica de compuestos quirales mediante el analisis
por GC con una columna quiral de ciclodextrinas. Se estableci6 la preponderancia
de los isémeros quirales de 3 compuestos: a-pineno fue (+), limoneno fue (-) y
alcanfor fue (-). Los autores no indican la riqueza isotopica de cada uno de los

compuestos determinados.

Posteriormente, en el afio 2005, un grupo de trabajo de Portugal (Santos-Gomes
et al.), determinaron la composicion quimica de AEC de hojas y flores por separado
de muestras silvestres de la localidad de Merelin. Por otra parte, prepararon estacas
de la misma muestra que fueron enraizadas y transplantadas en la localidad de
Arcos de Valdevez, situada a 40 km del lugar de origen. Obtuvieron el AE solamente
de las hojas, de muestras en julio, septiembre, diciembre y junio. De los compuestos
identificados, solamente el 1-octen-3-ol aparecio en las flores y no en las hojas. Para
todas las muestras analizadas los compuestos principales fueron limoneno, neral y
geranial, sin observarse cambios respecto de la parte de la planta utilizada para
obtener la esencia. Los perfiles cromatograficos se mantuvieron a lo largo de un afio,
a pesar de que la planta habia sido transplantada a otro lugar, variando su

composicién quimica solo cuantitativamente (ver tabla 7).
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Tabla 7. Compuestos identificados en AEC por Santos-Gomes et al. (2005)

Lugar

Compuestos
1-octen-3-ol
a-pineno
sabineno
limoneno
1,8-cineol
cis-B-ocimeno
neral
geranial
B-cariofileno
germacreno-D
ar-curcumeno
a-zingibereno
espatulenol
o6xido de cariofileno

Total identificado

flores

0.9

1.1

2.7

20.6

4.5

4.0

20.8

26.8

13

0.8

15

0.8

1.0

11

87.9

hojas

0.0
1.1
2.9
15.4
1.6
15
22.9
29.5
1.3
0.4
2.2
0.3
2.2
18

83.1

verano otofio
julio sept
hojas hojas
Porcentajes
0.0 0.0
0.7 0.4
1.9 1.2
14.7 8.2
0.2 0.1
2.6 1.6
23.3 26.1
31.9 36.4
2.4 2.8
25 3.4
1.1 1.1
3.0 3.9
0.1 0.1
2.5 2.1
86.9 87.4

Arcos de Valdevez

invierno
dec

hojas

0.0
0.2
0.5
5.7
0.1
18
29.6
38.3
1.7
19
1.2
2.4
0.1
SE3
86.8

primavera
junio

hojas

0.0
0.4
1.2
9.8
0.1
18
25.9
33.7
1.8
2.2
13
2.9
0.1
2.7

83.9

A continuacién, Gomes et al., en 2006, estudiaron la composicién quimica de

plantas provenientes de Portugal. Mas de setenta compuestos fueron identificados

por GC y GC-MS en los AEC analizados con intervalos de alrededor de dos meses

durante un afo (Tabla 8). En esta oportunidad fueron destiladas las hojas y los tallos

por separado. Los rendimientos de AE fueron del 0.8% V/P para las hojas y 0.08%

V/P para los tallos, ambos expresados sobre peso seco. En los dos casos, geranial,

neral y limoneno fueron los principales compuestos representando el 69-72% y 53-

69% en hojas y tallos, respectivamente. La variacion de composicion de los aceites

esenciales de los tallos es mas amplia que en las hojas. No hubo diferencias

significativas entre la composicion de hojas y tallos para la misma época.
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Tabla 8. Principales compuestos determinados por Gomes et al. (2006) en AEC.

Fecha de recoleccién jul-99 sep-99 nov-99 abr-00 jun-00
Compuesto Porcentajes
sabineno 11 0.8 0.7 0.7 11
6-metil-5-hepten-2-ona 0.3 0.3 0.7 0.4 0.4
limoneno 9.6 5.6 7.3 7.3 9.8
1,8-cineol 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1
trans-f-ocimeno 2.0 2.6 2.7 3.1 15
linalol 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
a-tuyona 0.2 0.1 0.4 0.2 0.4
trans-6xido de limoneno 0.7 0.5 1.0 0.7 11
citronelal 0.5 0.6 0.9 0.6 0.7
a-terpineol 0.3 0.1 0.2 0.3
neral 25.8 26.2 27.4 25.7 25.7
geranial 36.3 38.5 35.0 36.2 33.7
acetato de geranilo + -bourboneno 0.9 11 1.3 1.3 1.2
a-cedreno 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2
trans-B-cariofileno 2.3 2.1 1.8 1.5 2.5
trans-B-farneseno 0.2 0.3 0.3 0.2 0.3
germacreno D 2.7 3.9 2.0 3.1 2.8
ar-curcumeno 1.0 0.6 1.0 0.8 17
a-zingibereno 2.8 4.4 3.0 5.7 3.7
y-cadineno 1.0 1.0 0.6 0.9 11
trans-nerolidol tr tr tr tr tr
espatulenol 0.1 0.1 8.3 0.8 2.2
oxido de cariofileno 25 1.6 3.3 0.8 2.2

tr: porcentaje menor a 0.05%.

Argyropoulou et al. (2007) estudiaron la composicién quimica del AE extraido de
las hojas provenientes de Atenas, Grecia. Las muestras fueron recolectadas, por un
lado en mayo, cuando la tasa de crecimiento es maxima en dicha region y por otro
lado, en septiembre, en plena floracion. En ambas muestras los principales
compuestos fueron limoneno, geranial y neral, constituyendo el 66.3% de la
composicién quimica total de aceite en mayo, aumentando a 69% en septiembre (ver
tabla 9). La diferencia mas significativa entre las dos etapas de desarrollo estudiadas

fue el cambio en los porcentajes de citral y limoneno. La variacion de los porcentajes
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estd posiblemente relacionada con la floracion, cuando la defensa de la planta
contra los supuestos enemigos aumenta, también podria tener el propdsito de
disuadir o atraer a los insectos 0 microorganismos para resistir algunos patdogenos
que podrian afectar a la planta durante esta etapa. Los autores sostienen que otra
posible razon podria ser la diferencia en el estado fenolégico de las hojas utilizadas.
En mayo, no todas las hojas se habian expandido, mientras que en septiembre solo
habia hojas maduras, donde los tricomas glandulares podrian acumular mas
limoneno que citral. Se ha informado que la variacion en la composicién de un AE se
puede relacionar con la edad de las hojas (Gershenzon et al., 2000; Dudai et al.,
2001). En este trabajo también se analizaron los distintos aceites esenciales por
espectrometria FT-IR para la determinacion cualitativa de los compuestos
principales, lo que representa una huella digital y se podria utilizar para el control de
calidad de A. citrodora.

En el afio 2008, Romeo et al., analizaron muestras comerciales proveniente de
la empresa Polichimica, Bolonia. Los compuestos principales fueron 1,8-cineol
(6.4%), neral (36.2%) y geranial (41.9%) (ver Tabla 9). En el mismo afio, Ali et al.
analizaron por GC-MS la composicion quimica del AEC de plantas provenientes de
Marruecos. Los compuestos principales determinados en esta oportunidad fueron
1,8-cineol (9.1%), isomentona (6.4%), mentol (5.1%), B-cariofileno (10.7%), a-
bergamoteno (5.3%), citral (14.2%) y citronelol (8.9%), entre otros. No existen otros
trabajos en la literatura que indiquen la presencia de eugenol e isomentona, entre

otros compuestos citados en este articulo para AEC.

En el afio 2015, Bensabah et al. evaluaron el cambio en la composicién quimica
del AE de cedron utilizando para el riego agua purificada y agua residual depurada
de la ciudad de Settat, Marruecos. Después del riego por las aguas residuales
observaron leves cambios en los principales compuestos que estaban presentes en
el AE: disminucion del neral (de 15.29% a 14.34%), geranial (de 15.63% a 14.75%) y
aumento de limoneno (de 23.39% a 25.86%).
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Tabla 9. Resumen de compuestos principales encontrados en AEC en Europa, Asia y Africa

1
3~ ] © g = ; = 2 g 3
8 |£E8 =8 S| 25 :i5 § |8 & 5 o
= 3] 3] 5 = 3= = = =
Referencia 1 4 3 8 6 6 5 2 9 7(mayo)  7(sept)
Componentes Porcentajes
a-pineno - - - - - - 0.7 - 0.9 - -
sabineno tr 25 - - 29 1.9 - 0.2 2.2 0.7 18
1-octen-3-ol - - - - - - 5.4 - - - -
6-metil-5-hepten-2-ona 1.7 - 0.6 - 1.0 0.5 - 7.4 - 0.4 0.5
limoneno 4.2 17.3 0.5 - 15.4 147 10.1 3.7 23.4 5.8 17.7
1,8-cineol 3.0 2.4 0.9 6.4 1.6 0.2 6.1 12.4 - - -
cis--ocimeno 0.1 - - - - - - - - 1.3 1.9
trans-f3-ocimeno 0.8 3.5 - - - - - - 2.4 - -
linalol 0.5 - 0.5 15 0.4 0.3 0.6 1.3 - 0.3 0.4
a-tuyona - - - - 0.5 0.2 - 0.3 - - -
a-terpineol 2.5 - 1.6 0.4 0.5 0.3 1.2 2.3 - 0.9 1.8
citronelol 1.0 - - - - - - - - - -
nerol 5.2 - 0.5 - - - 11.9 - 1.6 0.9 0.8
neral 12.0 12.0 2.2 36.2 22.9 23.3 - 6.9 15.3 24.5 21.8
carvona = = 0.5 = = = = 0.8 = = =
geraniol 6.0 - 0.8 - - - 15.4 0.5 - 6.0 0.8
geranial 26.0 18.5 3.2 41.9 29.5 31.9 - 9.9 15.6 38.7 26.8
acetato de nerilo - - - - - - - - 4.8 - -
acetato de geranilo 1.8 1.3 1.6 3.9 - - 2.0 1.6 - 1.1 0.8
B-burboneno - - tr - 0.8 0.8 - - -
a-copaeno - - - - 0.8 0.9 0.9 - 2.6 - -
a-cedreno 0.3 - 0.6 - 0.2 0.2 - 0.4 - 0.2 0.3
trans-B-cariofileno 3.0 6.3 0.4 - 1.3 2.4 - 0.4 3.5 1.8 1.6
ar-curcumeno 4.5 - 7.7 - 2.2 1.1 5.9 4.6 9.4 3.1 2.5
germacreno D 1.8 4.0 - - 0.4 2.5 - = = = =
a-zingibereno - - - - 0.3 3.0 - - - 0.6 0.3
biciclogermacreno 4.8 - - - - - - - - 2.4 1.2
farneseno* - 5.7 - - - - - - - -
y-cadineno - - - - - - - - 3.9 - -
trans-nerolidol 1.3* - 3.8 - 0.4 tr 21 1.2* - 0.9 0.9
espatulenol 25 - 23.2 - 2.2 0.1 13.1 5.2 6.3 0.9 3.1
6xido de cariofileno - - tr - 1.8 25 5.6 55 6.4 0.8 0.9

*isémero no identificado. tr: porcentaje menor a 0.05%.

1-Buil et al., 1975; 2-Bellakhdar et al., 1994; 3-Crabas et al., 2003; 4-Ohno et al., 2003; 5-Chebli et al.,
2004; 6-Santos-Gomes et al., 2005; 7-Argyropoulou et al., 2007; 8-Romeo et al., 2008; 9-Bensabah et
al., 2015.
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La fraccion volatil es la caracteristica mas destacada del cedron. Su rendimiento

en AE varia entre 0.2 y 1.0%, dependiendo de diversos factores.

El principal compuesto presente en la esencia es el citral (mezcla de los
isdbmeros neral y geranial). Los aceites esenciales provenientes de América, Europa,

Asia y Africa muestran, en su gran mayoria, este perfil tipico.

Sin embargo, como se detallé en la tabla 3 diferentes autores encontraron en la
Argentina AEC con composiciones quimicas diferentes. Este fue uno de los motivos
que origino el desarrollo de este trabajo de tesis.

2.3.3 Bioactividades de la fraccion volatil

Se sabe que los productos vegetales son una fuente interesante para el
descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos o con bioactividades aplicables en la
industria. Los constituyentes presentes en la fraccidn volatil de las plantas suelen ser
en este sentido recursos muy buscados, debido a la facilidad con que pueden ser
aislados y muchas veces purificados. A continuacion se resumen las distintas

actividades evaluadas en aceite esencial de cedron.

2.3.3.1 Actividad insecticida

En el afio 2006, Amer y Mehlhorn probaron la actividad del AE contra larvas de
Aedes aegypti. El ensayo se realiz6 a una concentracion de 50 ppm y en 4
condiciones diferentes de almacenamiento: abierto, cerrado, con luz y en la
oscuridad, durante 1 mes. No reportan datos sobre la composicién quimica. Se
observo que el AE elimind solamente el 30% de las larvas, cualquiera sea la
condicion de almacenamiento. La actividad se mantuvo durante una semana

Unicamente si se almacenaba el AEC cerrado en oscuridad.

Gillij et al. (2008) evaluaron la actividad insecticida del AEC proveniente de
plantas de la provincia de Cérdoba (Tabla 1) contra el mosquito Aedes aegypti,
seleccionado debido a que es el vector transmisor del dengue y de la fiebre amarilla.
El estudio fue realizado con seres humanos. Se utilizo el antebrazo, en donde a un
circulo de 30 mm de la piel expuesta se le aplicaron 60 pl del producto a analizar. Se

utilizé etanol como control. Las pruebas se realizaron mediante la colocacion de los
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antebrazos en una jaula en donde se encontraban los mosquitos, durante 5 min, 10
min después de la aplicacion del aceite y luego cada 30 minutos hasta que el sujeto
recibié una picadura de mosquito. La proteccion en tiempo se registré como el
tiempo transcurrido entre la aplicacion de repelentes y la observacion de la picadura.
Si no se produjeron picaduras a los 90 minutos, las pruebas se suspendieron y la
proteccion en tiempo fue registrado como 90 min. Se midi6 el tiempo de repelencia,
siendo para la muestra de Cdordoba de 50.0 £ 10 min y para la de Traslasierra de
90.0 £ 0 min. La diferencia de concentraciones de limoneno puede explicar, segun
los autores, las diferencias de tiempo encontradas entre las dos muestras, ya que
este compuesto es considerado un repelente eficaz contra el A. aegypti. Los autores
seleccionaron la muestra de Traslasierra para ser probada a distintas
concentraciones ya que el tiempo de repelencia obtenido fue el mas promisorio. Se
obtuvieron los siguientes resultados de tiempos de repelencia: para una
concentracion de 50%= 70 £ 20 min, para una concentracion de 25%, el tiempo fue
de 90 + 0 min y para una concentracion de 12.5% fue de 90 £ 0 min. Esta esencia
seria potencialmente util como repelente del mosquito, segun los autores, ya que a

bajas concentraciones (12%) sigue manteniendo accion repelente.

En 2009, Benzi et al. evaluaron la actividad insecticida y repelente del AEC
contra Rhizopertha dominica, un pequefio escarabajo de color café oscuro y cuerpo
cilindrico, que pertenece a la familia Bostrichidae. Es considerado una plaga de
importancia comercial ya que la larva puede entrar en las semillas y desarrollarse en
su interior. En este ensayo se compararon las actividades de AEC, cuya
composicién quimica esta informada en la tabla 1, AE de Aloysia polystachya y AE
de Schinus molle. En las pruebas de uso topico el AEC presentd la menor eficacia
de las 3 esencias analizadas. En el caso de los ensayos de repelencia, el AEC fue

informado como el mas eficaz de los 3 AE ensayados frente a R. dominica.

En la Argentina, la soja [Glycine max (L.) Merrill] es un cultivo muy importante
gue se ha expandido desde su introduccion hace 40 afos. La chinche verde del sur,
Nezara viridula L., causa importantes dafos a los cultivos de soja desde el estadio
de ninfa secundaria hasta adulta. Puede causar retraso en la maduracién de los
cultivos y reducir la cantidad y calidad de semillas viables. El control de esta plaga se

basa principalmente en el uso intensivo de pesticidas quimicos. En la Argentina el
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insecticida mas utilizado es el endosulfan puro o mezclado con piretroides. En los
altimos afnos, se han detectado algunos fracasos con este tipo de tratamientos. En la
busqueda de nuevas alternativas para el control de esta plaga, Werdin Gonzalez et
al. (2010) determinaron la composicion quimica, la actividad ovicida, la accion
fumigante, la toxicidad por contacto y el efecto repelente de AE de cedrén obtenido a
partir de hojas de plantas cultivadas en Bahia Blanca contra los huevos y ninfas de
Nezara viridula. Los principales compuestos encontrados (ver Tabla 1) fueron
citronelal (51.3%) y sabineno (22.9%). La actividad ovicida del aceite se puso a
prueba mediante la aplicacion tépica en diferentes concentraciones siendo el
porcentaje de inhibicién de la eclosion del 100% para una dosis de 12.5 pg/huevo.
Se demostr6 que la ClLso fue de 1,9 pg/huevo. La actividad fumigante a la
concentracion mas alta probada (176 pg/ml de aire) demostré ser capaz de causar la
mortalidad de mas del 40% después de 6 h y 100% después de 12 h de exposicion.
Se determinoé la CLsg, siendo de 29.9 ug/ml de aire, 24 h después del tratamiento. La
toxicidad de contacto contra ninfas de N. viridula mostr6 100% de mortalidad a 45
ng/cm? a las 2 h. Segun estos resultados los autores sugieren que el AEC podria ser
aplicado al control de las poblaciones de Nezara viridula. En el afio anterior, Palacios
et al. (2009) informaron que un AEC proveniente de la provincia de Cérdoba, del
cual los autores no publicaron datos sobre la composicion quimica, no presentd

actividad contra la mosca doméstica, Musca domestica L.

Toloza et al. (2010) reportaron actividad del AEC contra Pediculus capitis (piojo
de la cabeza) de plantas de origen nacional. No se indica cudl fue el lugar de
recoleccion ni cual la composicion quimica de la esencia estudiada. Distinguen entre
2 quimiotipos, sin brindar ningan dato adicional. Uno de los dos quimiotipos resulto
activo y el otro no. Obsérvese la importancia de indicar la composiciéon quimica de la
esencia analizada, ya que sin estos resultados no es posible sacar alguna

conclusion valida acerca de la relacion entre la actividad y la composicion.

En un trabajo comparativo entre el AE de Aloysia citrodora y de A. polystachya,
Benzi et al. (2014), demostraron que ambos aceites tenian propiedades repelente y
bioinsecticida contra Tribolium castaneum (Herbst) y Tribolium confusum (Jacqueline

du Val), plagas que atacan productos almacenados. Los compuestos principales
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detectados en el AE fueron: citronelal 51.3%, sabineno 22.9%, ar-curcumeno 9.6%,

limoneno 7.4%, cariofileno 2.4%, a-pineno 2.3%, y-cedreno 2.3% y p-cimeno 1.8%.

2.3.3.2 Actividad antiparasitaria

Duschatzky et al. (2004) evaluaron la actividad contra nematodos Meloidogyne
sp. (hematodo agallador), gusanos microscopicos no segmentados, constituyendo el
grupo mas abundante en el suelo. El aceite ensayado mostré una alta actividad
nematicida, matando mas del 80% de los jovenes nematodos Meloidogyne sp., con
una concentracion de 667 pl/l. Los compuestos principales estan detallados en la
Tabla 1. Segun los autores, estos resultados sugieren que los aceites, o tal vez sus
compuestos principales, podrian servir como nematicidas promisorios, pero que

deberian realizarse méas pruebas para poder confirmar esta afirmacion.

2.3.3.3 Actividad antiviral

Con el objetivo de encontrar nuevos agentes antivirales, Duschatzky el al. (2005)
evaluaron esta actividad en AEC, cuya composicion quimica se informa en la tabla 1,
contra los virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1); arenavirus Junin (JUNV), agente de
la fiebre hemorragica argentina y el virus del dengue (DENV), el mas importante
virus transmitido por artropodos en términos de enfermedad y de mortalidad en las
regiones tropicales y subtropicales. Se realiz6 un estudio comparativo entre los
aceites esenciales provenientes de Aloysia citrodora, Pectis odorata, Gaillardia
megapotamica, Heterothalamus alienus, Artemisia mendozana, Jungia polita y
Buddleja cordobensis recolectadas en las provincias de Cordoba, San Luis y San
Juan. Entre todos los materiales evaluados, el AEC fue el Unico inactivo contra los

tres virus.

En el afio 2010, Ocazionez et al. estudiaron el efecto inhibidor in vitro de AEC en
la replicacién del virus del dengue en 4 serotipos (DENV-1, 2, 3 y 4). Se utilizaron
estacas de plantaciones silvestres de las regiones de Cundinamarca y Antioquia,
Colombia. Las mismas se transplantaron en el Centro Nacional de Investigaciones

para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales y
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Agroindustrial Tropicales, ubicado en el campus principal de la Universidad Industrial
de Santander (Bucaramanga). El AE de composicion quimica reportada en tabla 4,
presentod actividades similares contra DENV-1, DENV-2 y DENV-3, pero fue mucho
menos activo contra DEN-4. El AE parece penetrar la piel y actuar dentro de la célula
para bloquear la replicacion viral. Segun los autores, el uso topico del aceite podria
ser estudiado para la prevencion de la infeccion por el virus a través de la picadura

de los mosquitos vectores.

2.3.3.4 Actividad antichagéasica y antileishmanica

En la busqueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento de estas
enfermedades, Escobar et al. (2010) ensayaron diferentes AE provenientes de
distintas especies de la familia Verbenaceas contra las formas libres e intracelulares
de Leishmania chagasi y parasitos de Trypanosoma cruzi. La composicién quimica
de los AE también fue determinada. Se probaron aceites esenciales de A. citrodora,
Lippia alba, L. dulcis, L. micromera y L. origanoides contra las formas epimastigotes
y amastigotes de L. chagasi y la forma promastigote de T. cruzi, ademas de las
lineas celulares Vero y THP-1. La composicion quimica del AEC esta citada en la
Tabla 4. Observaron que el proveniente de Armenia presentd mayor actividad
tripanocida y menor actividad leishmanicida que el de Rio Negro. Ademas, ambos

aceites esenciales no presentaron toxicidad frente a células Veroy THP-1.

Con la finalidad de continuar con la busqueda de nuevas opciones para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, un grupo de Lima, Perq, realiz6é un trabajo
de investigacion acerca del efecto del AEC contra la forma epimastigotes de T. cruzi.
El aceite analizado, del que lamentablemente no se reportd dato alguno de su
composicién, inhibid el crecimiento de la forma epimastigote con una Clsg
(concentracion requerida para producir el 50% de inhibicion) de 96.49 ug/ml. No
demostré tener efecto citotéxico contra células mamiferas, por lo cual podria ser
probado en futuros ensayos clinicos (Rojas et al., 2010). Posteriormente, otros
autores, Rojas et al. (2012), determinaron la actividad anti-Trypanosoma cruzi del
AEC en ratones, el que produjo una reduccién significativa del 85.4% del pico de

parasitemia con la dosis de 250 mg/kg; también produjo reduccion del nimero de
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amastigotes. Tampoco hay informacion acerca de la composicion quimica del AE

utilizado.

2.3.3.5 Actividad antifiingica

Fusarium verticillioides es el hongo mas frecuentemente aislado en granos de
maiz en la Argentina. El principal problema de las podredumbres de espiga y grano
causadas por este hongo es la contaminacion con micotoxinas, principalmente
fumonisinas. Entre estos compuestos, la fumonisina B1 (FB1) es el metabolito mas
abundante. Su produccion es variable, pues existen cepas que no producen esta
toxina y otras que lo hacen en niveles muy altos. La toxina es muy estable por lo que
es posible encontrarla también en alimentos altamente procesados. Por lo tanto, la
obtencion de sustancias o0 mezclas de sustancias eficaces para inhibir su crecimiento

resultaria importante para el desarrollo de los cultivos en 6ptimas condiciones.

Con el objeto de encontrar nuevos antifungicos, Lépez et al., en 2004, evaluaron
la actividad de 4 aceites esenciales, a diferentes concentraciones, contra Fusarium
verticillioides M 7075 (F. moniliforme Sheldon): Origanum vulgare, Aloysia citrodora,
A. polystachya y Mentha x piperita. A. citrodora demostrd tener el mayor efecto
inhibitorio para el desarrollo micelar de F. verticillioides a 250 pl/l. A partir de estos
resultados, evaluaron el efecto en la produccién de FB1 utilizando el grano de maiz
(Zea mays) como sustrato. El AE fue insertado a los 5, 10, 15y 20 dias posteriores a
la inoculacion con conidios de F. verticillioides en los granos de maiz. El aceite se
aplicé en una concentracion final de 45 ppm. Cuando el aceite fue inoculado los dias
5,10y 15 se observo que se produce una disminucién en la produccion de FB1 con
respecto al control (maiz sin tratamiento). Sin embargo, cuando éste fue inoculado el
dia 20, se observé un aumento en la produccion de la fumonisina, aproximadamente
al doble del observado para el control. Los compuestos principales caracteristicos de
esta esencia estan citados en la Tabla 1. Estos compuestos mostraron propiedades
antioxidantes (Koroch et al., 2007) por lo que el incremento en los niveles de
produccion de FB1 podria deberse, segun los autores, a un probable aumento de la

peroxidacion lipidica.
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La actividad fungicida contra Botrytis cinerea y Phytophthora citrophthora fue
evaluada por Chebli et al. (2004). B. cinérea es un hongo patégeno de muchas
especies vegetales, aunque su hospedador econémicamente mas importante es la
vid. P. citrophthora es uno de los hongos mas importantes que ataca a los citricos. El
estudio consistio en la evaluacion de 19 aceites esenciales de plantas medicinales
provenientes de Marruecos. EI AEC mostré una actividad antifingica moderada a
250 ppm con el 68% y el 69% de inhibicién de crecimiento micelar de P. citrophthora
y B. cinerea, respectivamente. La composicion quimica del AE esta informada en la
tabla 9.

2.3.3.6 Actividad antimicrobiana

La actividad contra Helicobacter pylori fue determinada por Ohno et al. (2003),
demostrando la capacidad del AEC para el tratamiento de Ulceras. Para el estudio in
vitro se utilizaron siete cepas de H. pylori (ATCC43504, KP142B, KP143B, KP146B,
KP206B, KP223B y CPY2052). El aceite ensayado inhibio el crecimiento de cinco de
las siete cepas (excepto las cepas KP146B y KP223B) a una concentracion de
0.01% V/V. Los compuestos principales de la esencia analizada fueron limoneno
(17.3%), neral (12.0%), geranial (18.5%) (Tabla 9). En este trabajo los autores
demostraron que los AE conteniendo citral, como son el AE de lemongrass y de
cedron, tienen fuertes efectos bactericidas sobre el crecimiento de H. pylori,

susceptibles a antibidticos y cepas resistentes, incluso bajo condiciones acidas.

Posteriormente un estudio comparativo de la actividad antimicrobiana de
esencias de cedrén de diferentes origenes silvestres fue llevado a cabo por Oliva et
al. (2010). Los microorganismos ensayados fueron: bacterias Gram positivas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. epidermidis (leche), Micrococcus luteus
ATCC 9341, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus (arroz). Bacterias
Gram-negativas: Escherichia coli (agua), Proteus mirabilis (orina), Klebsiella
pneumoniae (compost de aves de corral) y Pseudomona aeruginosa (agua). Las
levaduras Candida albicans (boca), Rhodotorula sp. (cereales) y Hansenula sp.
(cereales) fueron utilizados con el fin de evaluar actividad antifingica. Las muestras

analizadas provenian de Rio Primero y La Paz (Cordoba); Las Vihas (Salta);
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Paraguay; Mendoza y San Luis. Los compuestos identificados estan citados en la
Tabla 4. Los estudios antimicrobianos se llevaron a cabo por la técnica de difusion
en disco. Los compuestos principales encontrados fueron limoneno, neral y geranial
en todos los aceites analizados, pero presentaron diferencias cuantitativas en el
resto de los compuestos. La mayor relacién citral/limoneno (16.9) y la mejor actividad
antimicrobiana fue obtenida con el AE de La Paz. Las levaduras fueron los
microorganismos mas sensibles al ser inhibidas por todos los aceites estudiados. La
muestra proveniente de La Paz mostré las zonas de mayor inhibicion, con diametros
de 39 mm frente a C. albicans y 34 mm contra Rhodotorula sp, mientras que la de
San Luis mostré la zona mas pequefia. Las otras muestras de aceites mostraron
diferentes grados de actividad de inhibicion contra las levaduras. Los mejores
valores de CIM para C. albicans fueron obtenidas con la muestra de Las Vifias (7
mg/ml) y los mejores valores de CIM para Rhodotorula sp. y Hansenula sp. se
obtuvieron con las muestras de La Paz y Paraguay (7 mg/ml). Para las bacterias
Gram positivas los mejores valores se obtuvieron con La Paz con valores de 28.1
mg/ml para S. aureus y S. epidermidis y 7 mg/ml para M. luteus y B. cereus. Las
bacterias Gram negativas no presentaron inhibicién con la excepciéon de P. mirabilis
qgue presenté una CIM de 450 mg/ml con la muestra de La Paz. Diversos autores
han reportado la actividad antimicrobiana de citral y limoneno compuestos
(Onawunmi, 1989; Pattnaik et al., 1996; Demo et al., 2001). La actividad individual
de estos compuestos, segun Oliva et al., podria estar sugiriendo que la relacion
entre ellos podria ser determinante en la actividad antimicrobiana. La muestra de La
Paz mostré la mayor relacion citral/limoneno y la mejor actividad antimicrobiana
mientras que la de Las Vifias presentd la menor relacion y la menor actividad. Las
diferencias en la actividad bioldgica ensayada podrian atribuirse a la proporcion de

estos compuestos y a las posibles asociaciones entre ellos.

Sartoratto et al. (2004) evaluaron la actividad antimicrobiana contra las
siguientes bacterias: P. aeruginosa (Schroeter) ATCC13388, Salmonella
choleraesuis (Smith) CT4296, Rhodococcus equi (Magnussom) CCT0541,
Micrococcus luteus (Schroeter) CCT2692, S. aureus (Rosenbach) CCT2740, S.
epidermides (Winslow & Winslow) ATCC12228, E. coli CCT0547, Bacillus subtilis
(Ehrenberg) Cohn CCT2576, Enterococcus faecium ATCC10541 (Orla-Jensen)
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Schleifer and Kilpper-Balz, E. faecium (Orla Jensen) CCT5079 y contra el hongo C.
albicans (Robin) Berkhout ATCC 10231. Las plantas utilizadas fueron recolectadas
del campo experimental del Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas - CPQBA/UNICAMP, Campinas, Brasil. Se utilizaron las hojas
recogidas en el mes de marzo, en plena floracion. Las pruebas de actividad
antibacteriana se llevaron a cabo por bioautografia. La actividad frente a C. albicans
(Robin) Berkhout solo fue evaluada determinando la CIM. Los principales
compuestos encontrados estan citados en la tabla 4. Por los resultados de la
bioautografia y CIM, el AEC estudiado demostrd tener actividad contra seis de los
microorganismos ensayados. Como informacion relevante, presento un valor de CIM
de 0.05 mg/ml contra E. faecium ATCC 10541, menor a la obtenida para el
cloranfenicol (0.12 mg/ml) utilizado como control positivo, demostrando el potencial
uso como antimicrobiano de esta esencia. Segun los autores, deberia hacerse un
estudio bioguiado con el fin de aislar e identificar los compuestos responsables de

dicha actividad.

Motivados por el incremento de patdgenos genito-urinarios multirresistentes,
Rojas et al., en el afio 2010, evaluaron la actividad antibacteriana del AEC contra 9
microorganismos patdgenos asociadas a infecciones del tracto urinario, 11 aislados
asociados a vaginosis bacteriana y 5 cepas de referencia por el método de difusion
en agar con discos. La composicién quimica determinada por GC-MS esta citada en
la tabla 4. Fue importante la actividad del aceite observada contra dos cepas
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), E. coli BLEE (URO 1)
y Klebsiella ozaenae BLEE (URO 7), y una cepa de Klebsiella ozaenae
multirresistente (URO 11), con valores de CIM de 20 pg/ml, 50 pg/ml y 20 pg/ml,
respectivamente. Basado en el efecto inhibitorio contra bacterias multirresistentes y
la bajas CIM demostradas, los autores sugieren que este AEC seria importante
como fuente de obtencion de sustancias con alta actividad antibacteriana, con
posibles aplicaciones en preparaciones farmacéuticas para el tratamiento de

infecciones causadas por estos microorganismos.

Un trabajo con una muestra comercial de AEC fue realizado por Romeo et al.
(2008), donde evaluaron la capacidad antimicrobiana contra E. coli, S. aureus y

Listeria innocua. Los compuestos principales detectados fueron: 1,8-cineol (6.4%),
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neral (36.2%) y geranial (41.9%). Probaron la actividad a diferentes concentraciones:
puro, al 10%, al 5%, al 1%, al 0.1% y al 0.01%. El aceite puro fue muy activo contra
S. aureus mientras que contra E. coli fue poco sensible a todas las dosis ensayadas.

Contra L. innocua se observo solo accion bacteriostatica.

Paralelamente, Ali et al., 2008, determinaron la actividad antimicrobiana de un
AE de plantas provenientes de Marruecos contra B. subitilis, Listeria monocytogenes
(NCIMB 50007), S. aureus (ATCC 29213), Salmonella spp., P. aeruginosa, E. coli
(ATCC 25922), C. albicans, Phanerchaete chrysosporium (NRRL 6361),
Trichoderma reesei (NRRL 11236) y T. viride (EMCC 107). Los compuestos
principales encontrados en esta esencia fueron: citral (14.2%) y [-cariofileno
(10.7%). La muestra analizada solo present6 actividad contra B. subtilis y contra C.

albicans con un halo de inhibicion de 15 mm y 8 mm de diametro respectivamente.

Se probaron contra Aeromona sp. 5 muestras provenientes de extracciones por
fluidos supercriticos de hojas de cedron en diferentes condiciones. Los extractos se
obtuvieron a partir de las hojas secas mediante una extraccion con CO, presurizado
a 30, 50 y 70°C, y 100, 150 y 200 bar. La actividad antibacteriana se ensayé por el
método de microdilucién. EI rendimiento, composicion quimica y la actividad
antibacteriana de los extractos resultaron dependientes de las condiciones de
extraccion. Mono y sesquiterpenos fueron los principales constituyentes de todos los
extractos (neral, geranial, ar curcumeno y oxido de cariofileno). Todos los extractos
ensayados presentaron moderada actividad antibacteriana contra Aeromonas sp.
(Parodi et al., 2013).

Existen trabajos acerca de la actividad antimicrobiana que presentan
reiteradamente ciertos inconvenientes. Por ejemplo, Demo et al., (2005), evaluaron
la actividad antibacteriana y antifingica de aceites esenciales obtenidos de plantas
medicinales de Rio Primero, Cordoba, contra diferentes microorganismos, utilizando
el método de difusibn del disco. EI AE fue ensayado contra S. aureus, S.
epidermidis, B. cereus, Micrococcus luteus, E. faecalis, E. coli, Klebsiella sp., P.
aeruginosa, Proteus mirabilis y la levadura C. albicans, presentando actividad contra
todos los microorganismos ensayados menos contra P. aeruginosa. El problema
nuevamente es que en este trabajo no hay referencia alguna a la composicion

quimica de la esencia, con lo cual el mismo tiene una validez restringida, no
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pudiéndose comparar con otros trabajos que reportan la misma actividad (Bandoni et
al., 2009).

Lo mismo sucede con un trabajo realizado por Guarrera et al. (1995) que se
refiere a la actividad antimicotica del AE obtenido de hojas de plantas del jardin
botanico de la Universidad “La Sapienza”, en Roma. Los microorganismos testeados
fueron: Microsporum canis, M. gypeseum, Tricophytum mentagrophytes, C. albicans,
Aspergillus niger. ElI microorganismo mas sensible resultdé ser M. gypeseum con un
halo de inhibiciébn de 10.2 mm a una concentracion de 600 ppm. La actividad contra
C. albicans fue despreciable y no fue activo contra A. niger a ninguna concentracion.

No hay referencia de la composicion quimica del aceite utilizado.

Un trabajo muy citado por diversos autores es el de Teixeira-Duarte et al. (2005)
en el que se evalud la actividad antimicrobiana de plantas de origen brasilero contra
C. albicans. El primer problema que presenta este trabajo es que la composicion
quimica de la esencia analizada estad incompleta, ya que la suma total de los
compuestos identificados alcanza solo el 75.3% del total, pero ademas observaron la
presencia de geranial, pero no de neral, algo que es poco probable que ocurra en la
naturaleza. Ademas, los autores dicen que el aceite estudiado presenta actividad
moderada frente a C. albicans, lo que no concuerda con lo publicado en la tabla de

dicho trabajo.

2.3.3.7 Capacidad antioxidante

La investigacion de las propiedades antioxidantes de plantas medicinales lleva
décadas marcando un crecimiento sostenido. Un numero importante de productos
obtenidos del reino vegetal, como los aceites esenciales, alcaloides y los polifenoles,
posee efectos antioxidantes, los que son evidenciados mediante diferentes ensayos
in vitro e in vivo. Sin embargo, resulta dificil armonizar y extrapolar los resultados
reportados, dada la gran variedad de ensayos empleados y las limitaciones

asociadas a cada uno de ellos.

Diversos investigadores estudiaron las capacidades antioxidantes del AEC. Tal
es el caso de Stashenko et al. (2003), quienes realizaron la evaluacion de la

capacidad antioxidante in vitro del AE reportado en la tabla 4. La capacidad
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antioxidante in vitro fue medida en un sistema lipidico modelo (emulsion de &cido
linoleico). El efecto protector del AE se incrementé con el aumento de su
concentracion. A valores de concentracion de 10 g/l mostré un poder antioxidante in

vitro igual o mayor que la vitamina E y el BHA.

Pereira y Meireles (2007), analizaron la capacidad antioxidante de extractos
obtenidos por fluidos supercriticos. Todos los extractos obtenidos por ésta
tecnologia presentaron mayor capacidad antioxidante que el control (B-caroteno). La
misma estuvo comprendida entre 65 y 86%, después de 2 horas de tiempo de
reaccion, siendo el de mayor actividad el obtenido a 35°C y 150 bar. Esto puede
deberse a que en las condiciones de temperatura utilizadas (35°C) la degradacion

de compuestos es minima.

En el afio 2009, Poblete et al., evaluaron la capacidad antioxidante de la
infusion, utilizando dos metodologias: empleando fluoresceina (ORAC-FL) y rojo de
pirogalol (ORAC-PGR). Los valores ORAC-FL se asocian con la concentracion de
polifenoles de la muestra. Por otro lado, los valores ORAC-PGR se refieren a la
cantidad y la calidad media de los antioxidantes presentes en la muestra ensayada.
Los resultados obtenidos fueron 0.20 + 0.01 equivalentes de acido galico (EAG) para
ORAC-PGR y 9.45 + 0.24 EAG para ORAC-FL.

2.3.3.8 Actividad anestésica

El interés en anestésicos naturales se ha incrementado en el campo comercial
referido a la acuicultura, ya que reducen el nimero de lesiones en peces durante la
captura, manejo y transporte. Segun Daniel et al., 2014, ejemplares de Rhamdia
guelen, conocido vulgarmente como bagre, que han sido colocados en agua
conteniendo una concentracion de 40 pl/l de AEC, mostraron un retraso en la
pérdida de frescura y un mayor tiempo de conservacién en hielo, aumentando su
vida util luego de ser congelado. En el AE utilizado para este ensayo se identificaron
29.4% neral, 20.8% geranial, 11.9% limoneno, 5.6% cariofileno, 3.3% cubenol, 3.0%

acetato de geranilo y 2.3% de 6xido de cariofileno.

Dentro del mismo grupo de trabajo, Parodi et al., 2014, demostraron que los

bagres pueden llegar a un estado de anestesia profunda utilizando concentraciones
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de AEC que varian entre 100-800 pl/l, sin observarse mortalidad, siendo 200 pl/l la

mejor concentracion encontrada.

2.3.3.9 Actividad antiespasmadica

En el aflo 1985, Torrent Marti realiz6 el estudio de la actividad antiespasmadica
in vitro del AEC de La Florida, Barcelona, recolectado en prefloracion. Realiz6 el
ensayo en duodeno y en ileon aislados de rata. Comprobd que el mismo posee
marcado efecto espasmolitico de naturaleza musculotrépica. La accion directa del
aceite sobre la musculatura duodenal provocé relajacion potente frente al Cl,Ba
(téxico muscular). La actividad anticolinérgica se manifestd por la disminucion del
estimulo provocado por la acetilcolina. No hay datos acerca de la composicion
quimica del AE.

2.3.3.10 Actividad antidiarreica

En un trabajo publicado en el afio 1998, Pérez et al., le atribuyen al aldehido Co,
nonanal, la propiedad de ser antidiarreico in vivo. En trabajos previos, estos autores
habian evaluado la actividad antidiarreica de una esencia de cedron comercial
proveniente de Sonora, México. Al afirmar que la esencia poseia nonanal, decidieron
evaluar la actividad del aldehido puro. Encontraron que el mismo present6 dicha
actividad y entonces le atribuyeron al AEC la capacidad de ser antidiarreico. No hay
ningun otro trabajo que reporte nonanal como compuesto del AEC, por lo que es

probable que esa muestra comercial analizada estuviera adulterada o alterada.

2.3.3.11 Citotoxicidad

La composicion del AEC de plantas recolectadas en la ciudad de Armenia,
Quindio (Colombia) y su citotoxicidad fue evaluada frente a Artemia franciscana por
Olivero-Verbel et al. (2009). La muestra analizada mostr6 una CLsy de 8.72 ug/ml y
3.44 pg/ml, luego de 24 y 48 h de exposicion, respectivamente, demostrando tener

alta toxicidad. La composicién de la misma esta informada en la tabla 4.

46



Antecedentes

2.3.3.12 Toxicidad

La International Fragrance Association (IFRA), constituida en Ginebra fue
fundada en 1973 y representa los intereses colectivos de los productores de
fragancias. La membresia estd abierta a las asociaciones de fabricantes de
perfumes de todos los paises y regiones, y en la actualidad incluye a miembros de
Asia, Europa y América. IFRA desarrolla e implementa un codigo de practicas,
ofreciendo recomendaciones para las buenas practicas y guias sobre la evaluacion
de seguridad de cada ingrediente utilizado en perfumeria e incluye normas de
seguridad que pueden limitar o prohibir el uso de ciertas materias primas. El Cédigo
ha sido utilizado en todo el mundo desde 1973. Es vinculante para todos los
miembros y es considerado en las normativas de muchos paises, incluso en el

Mercosur.

Dentro de este contexto, se evaludé el absoluto de cedrdén, cuyos compuestos
incluyen limoneno, 1,8-cineol, octen-3-ol-1, B-cariofileno, neral, geranial, a-terpineol,
acetato de geranilo, ar-curcumeno, nerol, geraniol, alcohol feniletilico y 6xido de

cariofileno para evaluar su probable toxicidad.
Toxicidad aguda:

La DLso via oral de esta esencia fue mayor a 5 g/kg y DLso via dérmica fue

mayor a 5 g/kg, ambas probadas en ratas. Se reportaron 0/10 muertes.

Irritaciobn dérmica: La muestra pura en una concentracion de 5 g/kg provocd, en
conejos, irritacion de leve a moderada después de una aplicacién durante 24 hs. La
aplicaciéon en 52 voluntarios de un parche con una concentracion de 12% del
absoluto en vaselina no produjo irritacién. La misma prueba se realizé al 2% de

concentracion en 27 voluntarios, obteniéndose igual resultado.

Una mezcla de absoluto:limoneno (80:20) fue testeada en 28 voluntarios. Se les
colocd un parche con una concentracion de 15% durante 24 horas. La muestra no

provoco irritacion.

Sensibilizacion: se probaron 3 muestras diferentes, todas al 12%, en 79 voluntarios.
La primera muestra produjo 2/26 (8%) reacciones de sensibilizacion. La segunda
provoco 1/26 (3,8%) reacciones positivas. La tercera muestra no provocd alguna

reaccion a las 27 personas restantes. Una mezcla de absoluto:limoneno (80:20) fue
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testeada en un test de maximizacion, en una concentracion al 15%, en 28

voluntarios. Solo una reaccion fue observada.

Fototoxicidad: dos muestras diferentes se aplicaron sin diluir en ratones sin pelo.
Se irradio la zona con rayos UVA. Ningun efecto fototdxico fue observado.

Como conclusiéon de estos resultados, IFRA recomienda el uso del absoluto de
cedron (pero no del concreto) solamente hasta el 0.2% en productos cosméticos y

2.0% en los productos que no se apliquen en la piel.

IFRA también evalu6 el AE de cedrén, cuyos compuestos incluyen: limoneno,
1,8-cineol, neral, geranial, geraniol, citronelol, nerol, acetato de geranilo, a-pineno,
metil-heptenona, sabineno, trans-ocimeno, linalol, a-terpineol, p-cariofileno y 6xido

de cariofileno con los siguientes resultados:
Toxicidad aguda:

La DLs via oral de 2 muestras diferentes fue mayor a 5 g/kg, reportandose 0/10
y 1/10 muertes respectivamente. La DLso dérmica, probada en cobayos, fue mayor a
5 g/kg reportandose 0/10 muertes. También se probo la DLsg dérmica en conejos,
siendo de 1.25 g/kg y 0/2 muertes, mientras que a 5 g/kg las muertes fueron 2/2.

También esta reportada que a DLsp de 5 g/kg y 0/5 muertes.

Irritacion dérmica: dosis de 1.25 o 5 g/kg de AEC puro produjeron de moderado
a marcado edema y eritema en conejos después de una aplicacién ocluida por 24
hs. En cobayos, una dosis de 5 g/kg provoc6 edema moderado y eritema.

La aplicacién en 159 voluntarios de un parche por 48 hs, con una concentracion
de 12% de 6 aceites esenciales diferentes, vehiculizados en vaselina, provoco6 2

reacciones de irritacion (1.25%).

Sensibilizacion: se realiz0 el ensayo de maximizacion utilizando diferentes
muestras, todas al 12%. La primera muestra provocdé 0/30 reacciones de
sensibilizacion y 1/30 reacciones de irritacion, la segunda 13/25 (50%) de
sensibilizacion, la tercera 18/25 (72%) de sensibilizacion, la cuarta 2/28 casos de
sensibilizacion y 1/28 de irritacion, la quinta provocé 15/25 de sensibilizacion y la
sexta 4/26 de sensibilizacién La concentracion utilizada para este ensayo estuvo

basada en que el maximo reportado para productos de consumo era de 1.2%.
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Fototoxicidad: seis muestras diferentes fueron probadas. Tres muestras no

produjeron efectos fototoxicos cuando se aplicaron sobre la piel de ratones sin pelo

0 cobayos seguidos de irradiacion con rayos UVA. Otra muestra probada pura

provoco fototoxicidad, pero diluida al 12% en metanol, no causé efecto alguno. Una

muestra de origen marroqui provoco irritacion y fototoxidad en las mismas

condiciones de ensayo. Sin embargo, diluida al 50% en metanol fue irritante pero no

fototoxica.

Como resultados de estos ensayos IFRA no recomienda el uso del AE de cedrén

en productos cosméticos, sin considerar la notable variacion en los resultados

obtendos con las diferentes muestras, de las cuales nada se informa acerca de su

composicion quimica.

Tabla 10. Resumen de actividades reportadas para el AEC

Composicién

Actividad Blanco ensayado Observaciones _
quimica
Aedes aegypti (+) in vivo no informada
Aedes aegypti (+) in vivo Tabla 1
Rhizopertha dominica (+) in vivo Tabla 1
Insecticida Nezara viridula (+) in vivo Tabla 1
Musca domestica (var.) in vivo no informada
Pediculus capitis (+) in vivo no informada
Tribolium castaneum (+)
Tribolium confusum (+) in vivo Tabla 1
Antiparasitaria Meloidogyne sp (+) in vivo Tabla 1
Virus Herpes simplex tipo | (-),
Arenavirus Junin (-), Virus del
AL dengue (-) in vivo Tabla 1
Virus del dengue (+) in vivo Tabla 4
Leishmania chagasi (+),
Antichagasica y Trypanosoma cruzi (+) in vivo Tabla 4
antileishmanica
Trypanosoma cruzi (+) in vivo no informada
Antifngica
g Fusarium verticiloides (+) in vitro Tabla 1

Referencias

Amer et al. (2006)

Gillij et al. (2008)
Benzi et al. (2009)

Werdin Gonzalez et al.
(2010)

Palacios et al. (2009)

Toloza et al. (2010)

Benzi et al. (2014)

Duschatzky et al. (2004)

Duschatzky et al. (2005)

Ocazionez et al. (2010)

Escobar et al. (2010)

Rojas et al. (2012)

Lépez et al. (2004)
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Actividad Blanco ensayado Observaciones Com;?os.icién Referencias
quimica
Microsporum canis (+), M.
gypeseum (++), T.
mentagrophytes (+), C.
albicans (-), A. niger (-) in vitro no informada Guarrera et al. (1995)
Helicobacter pylori (+) in vitro / in vivo Tabla 9 Ohno et al. (2003)
P. aeruginosa (-), S.
choleraesuis (+), R. equi (+),
M. luteusc (+), S. aureus (+),
S. epidermidis (-), E. cali (-), B.
subtilis (+), E. faecium (+), C.

in vitro Tabla 4 Sartoratto et al. (2004)

albicans (m)
S. aureus (+), S. epidermidis
(+), B. cereus (+), M. luteus
(+), E. faecalis (+), E. cali (+), L )
) o in vitro no informada Demo et al. (2005)
Klebsiella sp (+), P. mirabilis
(+), P. aeruginosa (-), C.
albicans (+)
_ _ - Teixeira-Duarte et al.
Candida albicans (+) in vitro Incompleta
(2005)
B. subtilis (+), L.

monocytogenes (-), S. aureus

Antimicrobiana

(tr), Salmonella spp. (-), P. o ) )
) ) in vitro No incluida Ali et al. (2008)
aeruginosa (-), E. coli (-), C.
albicans (+), P. chrysosporium
(tr), T. reesei (tr), T. viride (-)
E. coli (+++*), S. aureus (+-),

_ in vitro Tabla 9 Romeo et al. (2008)
L. innocua (+*)

S. aureus (var.), S.
epidermidis (var.), M. luteus
(+), E. faecalis (var.), B.
cereus (+), E. coli (var.), P. o Tabla 1 )
o . in vitro Oliva et al. (2010)
mirabilis (var.), K. pneumoniae Tabla 4
(var.), P. aeruginosa (-), C.
albicans (+), Rhodotorula sp

(var.). y Hansenula sp (+).
S. aureus (+), E. faecalis (+),
E. coli (+), K. pneumoniae (+),
P. aeruginosa (-), K. ozaenae in vitro Tabla 4 Rojas, L. et al. (2010)
(+), E. aerogenes (+), P.
mirabilis (+), E. faecium (+)
in vitro Tabla 4 Stashenko et al. (2003)
Antioxidante o in vitro No incluida Pereira et al. (2007)
Presentan actividad
in vitro No informada Poblete et al., (2009)

Antiespasmaodica Presenta actividad in vitro No informada Torrent Marti (1985)
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o Composicion .
Actividad Blanco ensayado Observaciones o Referencias
quimica

Citotoxicidad Artemia franciscana (+) in vitro Tabla 4 Olivero-Verbel et al. (2009)

+++ muy activo, ++ actividad media, + activo, - inactivo, var. Variable (depende del AE ensayado), *

AE puro

Como conclusién del analisis de los distintos trabajos cientificos citados se
puede observar que es muy importante la determinacién de la composicion quimica
del aceite esencial para lograr una bioactividad especifica, ya que es determinante
en los resultados obtenidos, variable que no siempre es tenida en cuenta (Bandoni
et al., 2009). Ademas, muchos de los trabajos bibliograficos se refieren al analisis de
muestras comerciales Unicas, sin determinar el lugar ni la época de cultivo. Este es
otro parametro importante que también deberia ser tenido en cuenta, debido a que la
composicién quimica de la esencia puede variar en funcién del origen y del estado

fenologico de la planta (Santos-Gomes et al., 2005).

Es dificil comparar todos los resultados obtenidos debido a las diferencias en
cuanto a la composicion quimica que presentan todos los AEC analizados.
Probablemente estas variaciones se deban a la existencia de distintos quimiotipos,
diferentes épocas de cosecha, diferentes métodos de extraccién, etc. La informacién
descrita muestra claramente cémo influye la composicién quimica de cada AE en
todas y cada una de las actividades ensayadas. Esto también sugiere que la
composicion quimica del genotipo se debe tomar en cuenta en el momento de
realizar cualquier tipo de ensayo. Es muy importante conocer el origen, la fecha de
recoleccion, el estado fenoldgico de la planta y fundamentalmente la composicion

guimica de la esencia antes de realizar cualquier ensayo farmacolégico.
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2.3.4 Composicion quimica de la fraccion no volatil

Los compuestos no volatiles mayoritarios identificados en el cedron pertenecen
al grupo de los polifenoles, siendo el principal compuesto encontrado el
verbascésido, también llamado actedsido, que es un glicésido presente en
numerosas especies (Alipieva et al., 2014). Es un disacarido cafeoil ester,
caracterizado por la presencia en su molécula de un resto de acido cafeico y un
resto feniletandlico unidos a la ramnosa del disacarido a-ramnopiranosil--
glucopiranosa. Los polifenoles constituyen un grupo de compuestos organicos que

son biosintetizados a partir de la fenilalanina.

QH
HOM‘ i OH
o /@/
HO 0 o
: OH

HO

OH  verbascésido

Ademas de este compuesto, muchos flavonoides y algunas otras sustancias han
sido aisladas e identificadas en esta especie. A continuacion, se describe la
bldsqueda realizada sobre estos antecedentes, ordenando la informacién de acuerdo
a la region geografica comprendida, considerando que varios factores exégenos

(latitud, suelo, altitud, clima) pueden influir en los resultados encontrados.

Argentina

Mendiondo et al., (1973), en una marcha fitoquimica reconocieron en las hojas

de cedron la presencia de aminoacidos, esteroides o triterpenos y flavonoides.
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Ragone et al. (2007) estudiaron la composicion quimica de cedrén proveniente
de muestras comerciales argentinas. Determinaron por HPLC la presencia de los
flavonoides vitexina e isovitexina. Posteriormente, Wernert et al. (2009), evaluaron la
composicién de hojas de cedrdon provenientes de un cultivo controlado en Barreal,
Provincia de San Juan. Para ello determinaron el contenido de fenoles totales
mediante el método de Folin-Ciocalteu y compararon los valores obtenidos por
infusion y cocimiento. Los contenidos fueron: para infusion 51.85 + 3.17 mg
equivalente de 4cido tanico (EAT)/g material seco y para cocimiento 51.53 + 3.49 mg
EAT/g material seco. También cuantificaron los taninos totales, siendo para la
infusion de 5.95 + 0.65 mg EAT/g material seco y para el cocimiento: 8.90 = 0.90 mg
EAT/g material seco. Los resultados de la cuantificacion de flavonoides totales
fueron para infusién: 20.82 + 1.80 mg equivalente de rutina (ER)/g material seco y
para el cocimiento: 20.67 £ 1.70 mg ER/g material seco. No detectaron la presencia

de taninos condensados.

También en el afio 2009, Dadé et al. determinaron la capacidad antioxidante y el
contenido de fenoles totales de 21 extractos acuosos de plantas nativas
(comerciales) del Valle de Traslasierra, entre ellos el cedron. El contenido de
flavonoides totales para la infusién dio 0.50 £ 0.04 EAC (equivalentes de rutina)/mg
de material seco. El contenido de polifenoles totales dio 1.70 + 0.19 equivalentes de
acido cafeico/mg de material seco.

Rodriguez Vaquero et al. (2010), también determinaron el contenido de
polifenoles totales, mediante el método de Folin-Ciocalteu, de una infusion
preparada con una muestra comercial de nuestro pais. Los resultados expresados
como equivalentes de acido galico (EAG), fueron de 533 mg EAGI/I, de los cuales

479 mg EAG/I eran flavonoides.

Para determinar la dindmica de polifenoles en el cedron, Ricco et al. (2011)
determinaron la variacion que existe entre la composicion quimica de infusiones
provenientes de hojas jovenes y adultas. En esta oportunidad consideraron como
hojas jovenes aquellas con una longitud menor a los 3 cm y como hojas adultas
aquellas con una longitud promedio de 6 cm (material fresco en ambos casos). La
concentracion de fenoles totales en las hojas jévenes es aproximadamente un 89%

mayor respecto del contenido presente en las hojas adultas. En el analisis de los
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flavonoides totales, el contenido es aproximadamente 21.5% mayor en las hojas
jovenes. La concentracion de los derivados de acidos hidroxicinamicos en las hojas
jovenes fue aproximadamente 77.5% mayor respecto de las adultas. La
cuantificacion de fenoles totales se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteu, la
de taninos totales fue determinada por el mismo meétodo, previa remocion de los
taninos mediante su precipitacion con solucidon de seroalbumina bovina (BSA); la
cuantificacion de flavonoides, realizando una curva de calibracién con rutina y la
cuantificacion de acidos hidroxicinamicos totales, determinando la absorbancia a 328
nm, previa realizacion de una curva de calibracion con &cido clorogénico. El material
vegetal se obtuvo de un cultivo controlado proveniente de la localidad de Barreal,

Provincia de San Juan.

América

Rimpler y Saubier, en 1986, determinaron la presencia de glicésidos iridoides en
muestras del género Aloysia. Para el cedron proveniente de California, encontraron
la sal sédica del acido geniposidico en una concentracion de 200 ppm en hojas y de
350 ppm en raices, ademas de genipésido en 210 ppm y mussaendésido en 7 ppm

también en raices.

Carnat et al., en 1995, aislaron e identificaron por CCD, UV y HPLC luteolina-7-
diglucurénido, en una concentracién de 0.8% P/P (sobre peso seco) en muestras

comerciales de hojas de cedron.

Nakamura et al., en 1997, aislaron verbascosido a partir de hojas y tallos de un
extracto metanolico de cedrén por un ensayo bioguiado midiendo la actividad
analgésica utilizando cromatografia en columna. El material utilizado fue de origen

peruano y el rendimiento de verbascésido fue de 0.4% P/P.

Posteriormente, en 1999, Carnat et al. realizaron un estudio cuali-cuantitativo
comparativo de hojas de cedréon de origen chileno. Para ello realizaron 3
determinaciones. Inicialmente, determinaron la composicion de polifenoles por
HPLC-DAD antes y después de realizada una infusion. Luego determinaron el

contenido de flavonoides totales por espectrofotometria UV acomplejando la muestra
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con cloruro de aluminio hexahidratado y utilizando como estandar luteolin-7-
diglucuroénido. Por dltimo, determinaron el contenido total de acidos hidroxicinamicos
por espectrofotometria UV, utilizando el reactivo de Arnow y verbascosido como
estandar. Los resultados se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 11. Determinaciones realizadas por Carnat et al. (1999), % expresado sobre peso

seco
Hojas antes de la Infusion Hojas después de
infusion la infusion
Flavonoides totales 23 1.6 0.6
Luteolin 7-diglucurénido 14 1.1 0.3
Acidos hidroxicinamicos 8.2 5.1 2.2
Verbascoésido 6.5 3.9 1.9

Zheng y Wang (2001), determinaron el contenido de fenoles totales en una
muestra obtenida a partir de la droga vegetal congelada y extraida con un buffer
fosfato (75 mM, pH=7) por el método de Folin-Ciocalteu, dando como resultado 1.55
mg equivalentes de acido gélico/g de droga fresca. Las muestras de cedrdn fueron
recolectadas en el National Herb Garden, perteneciente al U. S. National Arboretum,

en Washington.

En el afio 2008, Ono et al., aislaron 25 compuestos a partir de un extracto
metandlico de material cultivado de origen peruano. Los compuestos aislados
fueron: 3 glucdsidos fenilpropanoicos: eugenil-B-glucésido, 4-alil-2,6-dimetoxifenol
glucosido, juniperdsido, siete flavonoides: apigenina, hispidulina, jaceosidina,
cirsilineol, eupatorina, hispidulin-7-O-B-D-glucosido, jaceosidin-7-B-glucdsido, cinco
glicosidos feniletanoicos: verbascoésido, isoverbascosido, leucosceptosido A,
martindsido, cis-martinosido, cinco lignanos: isolariciresinol, lioniresinol, (+)-
isolariciresinol 3a-O-B-D-glucopiranosido, (+)-lioniresinol 3a-O-B-D-glucopirandsido,
(-)-lioniresinol 3a-0O-B-D-glucopirandsido, dos sesquiterpenos: 4b,10a-
dihidroxiaromadendrano, 4-bis,10-bis-dihidroxiaromadendrano y tres triterpenos:

acido ursdlico, acido oleandlico y acido betulinico.
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Galvez Ranilla et al. (2010), determinaron el contenido de polifenoles totales,
calculados por el método de Folin-Ciocalteu, también en material vegetal proveniente
de Perd. En este andlisis la concentracion de polifenoles totales fue de 50 mg
equivalentes de &cido gélico/g.

Europa, Asia y Africa

En el afio 1976, Torrent Marti realizé una marcha fitoquimica de hojas de cedrén
de origen espafiol, revelando la presencia de taninos hidrolizables, mucilagos,
acidos fendlicos libres y combinados, flavonoides y alcaloides. Posteriormente, con
el fin de investigar la composicion quimica de los tallos de cedrén, un grupo
perteneciente a la India determiné la presencia de compuestos de naturaleza
esterdidea. Los compuestos determinados en esa oportunidad fueron estigmasterol,
B-amirina y B-sitosterol (Bheemasankara et al., 1979).

En 1987 Toméas-Barberan et al. determinaron por electroforesis capilar y analisis
ultravioleta, la presencia de 7-glucuronilglucésidos derivados de la luteolina, de la
diosmetina y de la apigenina. La muestra analizada fueron hojas de cedron

cultivadas en el Jardin Botanico de la Universidad de Reading, Inglaterra.

En 1988, Skaltsa y Shammas analizaron las hojas de muestras comerciales del
mercado griego. Para ello utilizaron cromatografia en columna y en capa delgada. El
andlisis de las fracciones obtenidas se realiz6 por UV, H-NMR y espectrometria de
masas. Los flavonoides determinados fueron: salvigenina, eupatorina, eupafolina, 6-
hidroxiluteolina, luteolina, Iuteolin-7-O-B-glucésido, hispidulina, cirsimaritina,

diosmetina, crisoeriol, apigenina, pectolinarigenina y cirsiliol.

Es sabido que las hojas de cedron son ampliamente utilizadas en Francia.
Lamaison et al., en 1993, determinaron por HPLC que la concentracion promedio de
verbascésido en 9 muestras comerciales fue de 5.3% P/P. En este trabajo también
se determin6 que la concentracion de derivados hidroxicinamicos totales promedio,
expresado como acido clorogénico, fue de 7.1% P/P. Por CCD adujeron la presencia
de verbascosido, acido clorogénico y luteolin-7-glucuronilglucésido en dichas

muestras.
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Posteriormente en 1999, Valentdo et al. determinaron el perfil de aglucones
flavonoides de hojas de cedrén por HPLC. El extracto utilizado en este ensayo fue
éter etilico, porque segun los autores con este solvente se obtenian los mejores
resultados. Se utilizaron muestras de 28 plantas recolectadas en distintas zonas de
la region norte y central de Portugal. Los compuestos determinados fueron: luteolina,
nepetina, hispidulina, jaceosidina, cirsimaritina, cirsilineol y eupatorina. Calcularon
también el contenido total de flavonoides, que varié entre 300 y 2150 mg/kg sobre
base seca. Los valores promedio individualmente obtenidos fueron: luteolina 44.7
mg/kg, nepetina 26.0 mg/kg, hispidulina 291.4 mg/kg, jaceosidina 344.8 mg/kg,
cirsimaritina 45.2 mg/kg, cirsilineol 191.0 mg/kg y eupatorina 116.5 mg/kg.

Abu-Hamdah et al., 2005, determinaron por CCD que el cedrén proveniente de
Jordania contenia flavonoides y saponinas y determinaron la ausencia de alcaloides

y cumarinas.

Asimismo, se ha sefialado la presencia de &cido cafeico, acido ferulico e

hidroxitirosol (Proestos et al., 2006) en muestras comerciales adquiridas en Grecia.

Yoo et al., 2008, determinaron el contenido de polifenoles totales en hojas de
origen silvestre, recolectadas en Corea. Para realizarlo utilizaron el método de Folin-
Ciocalteu y expresaron el resultado como equivalente de acido géalico (EAG), el cual
fue de 770.7 mg EAG/100 g. El contenido de flavonoides totales, expresado como
equivalente de catequina (EC) fue de 431.6 EC mg/100 g de droga fresca.

Bilia et al., 2008, realizaron un anadlisis comparativo entre diferentes
preparaciones. Utilizaron hojas de cedrén cultivadas en Aboca, Italia. Realizaron 2
decocciones, ambas al 5% P/V, pero la primera (DEC1) la calentaron durante 20
minutos y la segunda (DECZ2) solo 5 minutos. Por otro lado realizaron una infusion al
5% P/V (INF). Prepararon un extracto etandlico (EtOH) al 2.7% P/V, con un
rendimiento del 6.97% P/P, a temperatura ambiente. Los analisis de todos los
extractos obtenidos fueron realizados por HPLC, obteniéndose perfiles similares. El
mayor contenido de verbascosido se obtuvo para el extracto etandlico, siendo

aproximadamente del 12%.

Por otra parte, Quirantes-Piné et al. (2009) determinaron la compaosicion quimica

de un extracto comercial utilizando HPLC-MS acoplado a dos diferentes sistemas de
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deteccidon: con analizador en tiempo de vuelo (TOF) y con trampa de iones (IT).
Estos procedimientos fueron utiles para determinar simultAineamente muchos
compuestos fendlicos conocidos que estan presentes en el cedrén como son
verbascosido y sus derivados, derivados de la apigenina y la luteolina y eukovésido.
También se determinaron garddésido, cistanosido F, tevésido, campneésido |,

crisoeriol-7-diglucuroénido, forsitésido A y acacetin-7-diglucurénido.

Paralelamente, Funes et al., 2009, evaluaron la capacidad antioxidante in vivo de
un extracto estandarizado de cedron, conteniendo 25% P/P de verbascésido. Otros
compuestos determinados por HPLC-ESI-MS-MS fueron isoverbascasido, luteolin-7-
diglucurénido, martindsido, apigenin-7-diglucurénido, crisoeriol-7-diglucurénido 'y

eukovosido.

Artemitina y hesperidina fueron aislados por primera vez de material proveniente
de Jordania por Qnais et al., en 2009. La identificacion se realizdé por comparacion
con espectros de H-NMR de bibliografia. De estos compuestos aislados evaluaron la
actividad antinociceptiva utilizando el ensayo de la plancha caliente. Ambos
compuestos dieron resultados positivos.

Poblete et al., 2009, determinaron el contenido de polifenoles totales por Folin
Ciocalteu en plantas de origen chileno. El resultado obtenido fue de 2.67 + 0.01 EAG

determinado en una infusion.

Analizando extractos estandarizados en el contenido de verbascésido, Funes et
al., (2010a), evaluaron la actividad antioxidante in vivo de un extracto de cedrén con
10% P/P de verbascosido, que ademas contenia luteolin-7-diglucurénido, crisoeriol-

7-diglucuroénido, isoverbascésido, acacetin-7-diglucurénido, martinésido.

Cruz et al. (2010), para desarrollar un método simple para la sintesis bioldgica
de Ag nanoparticulas (AGNPS), utilizaron un extracto acuoso de hojas de cedron
como agente reductor. La muestra utilizada fue comercial, adquirida en Portugal.
Con el fin de identificar los compuestos responsables de la biorreduccion de iones
Ag’ y la estabilizacion de la sintesis bioldgica de nanoparticulas de plata AGNPS
formadas, estudiaron los compuestos del extracto. Determinaron que los
compuestos principales presentes por HPLC-MS/MS fueron luteolin-7-O-

diglucorénido, verbascoésido, crisoeriol-7-O-diglucurénido e isoverbascosido. Los
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datos obtenidos sugieren que el isoverbascosido seria el responsable de la

reduccion de los iones Ag".

Carrera Quintanar et al. (2010) analizaron un extracto comercial utilizado por su
capacidad antioxidante como protector del tejido muscular y de las células
sanguineas del dafio oxidativo, asi como sus posibilidades para el mantenimiento de
las articulaciones (PLX ®- Monteloeder, Espafia) determinando un contenido de 10 %
de verbascosido y 5-8 % de otros derivados fenilpropanoicos como martinésido,
eukovésido e isoverbascosido. Ademas, fueron encontradas pequefias cantidades

de derivados diglucurénidos de la luteolina, acacetina y crisoeriol.

La luteina es un compuesto quimico perteneciente al grupo de las xantdfilas. Es
un pigmento amarillo encontrado en plantas, algas y bacterias fotosintéticas. Se
encuentra en muchos alimentos (porotos, puerros, arandanos, brocoli, yema de
huevo, espinacas, acelga, repollo, col, maiz, banana, perejil, apio, papa blanca, flor
de calabaza y naranja). Debido a que los animales no producen luteina, se incluye
dentro de los complementos alimentarios como antioxidante. En 2010, Loranty et al.,
evaluaron el contenido de luteina en muestras comerciales de cedrén adquiridas en
Portugal. Los resultados obtenidos fueron 8.37 + 0.75 pg luteina/200ml infusion
(equivalente a 0.4 mg % de material vegetal), siendo que el contenido de luteina en

maiz es, por ejemplo, 3 mg %.

En el afio 2015, Cheurfa y Allem determinaron la concentracién de fenoles
totales y el contenido de flavonoides de una infusion y de un extracto hidroalcohdlico
obtenidos a partir de hojas de cedrén de Argelia. El resultado de fenoles totales se
expresO en miligramos de acido gélico (AG) por gramo de planta. La concentracion
de flavonoides se expreso en mg de quercetina (Q) por gramo de planta. El extracto
hidroalcohdlico presentd valores de fenoles totales significativamente mayor a los
calculados para la infusion. En el caso del extracto hidroalcéholico, el contenido de
fenoles totales fue de 61.13 £ 0.0 mg eq AG / g y el de flavonoides fue de 6.81 + 0.1
mg eq Q / g. En cambio, para la infusion los resultados fueron 30.84 £ 0.1 mg eq AG
/gy 6.42 £0.1 mg eq Q /g respectivamente.
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Compuestos no volatiles identificados para cedron

A continuacion se presentan los compuestos identificados en cedron y

ordenados por grupos para su mejor comprension (Tabla 12).

Flavonoides

Tabla 12. Flavonoides informados para cedron

R3’ R4 R5’ R5 R6 R7 R8 Nombre Publicacién
H OCH3 H OH H O DIGLU H Acacetin 7 Quirantes-Piné et al. (2009); Carrera
diglucurénido Quintanar et al. (2010); Funes et al.
(2010a).
H OH H OH H OH H Apigenina Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et

al. (1995); Ono et al. (2008).

H OH H OH H O DIGLU H Apigenina 7 Bilia et al. (2008); Funes et al.
diglucurénido (2009); Quirantes-Piné et al. (2009).
H OH H OH H O GLuUCU H Apigenina 7 De Vicenci et al. (1995).
glucurénido
H OH H OH H O GLUCUGLU H Apigenina 7 glucuronil Tomas Barberan et al. (1987).
glucésido
OCH3 OH H OH OCH3 OCH3 H Cirsilineol Valentdo et al. (1999); Ono et al.
(2008).
OH OH H OH OCH3 OCHS3 H Cirsiliol Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995).
H OH H OH OCH3 OCH3 H Cirsimaritina Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et

al. (1995); Valentao et al. (1999).

OCH3 OH H OH H OH H Crisoeriol Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995).
OCH3 OH H OH H O DIGLU H Crisoeriol 7 Funes et al. (2009); Quirantes-Piné
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O GLU

O GLUCU
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R8

Nombre

diglucurénido

Diosmetina

Diosmetin 7 glucuronil
glucésido

Eupafolin/nepetina

Eupatorina

Hesperidina

Hispidulina

Hispidulin 7 glucésido

Isovitexina

Jaceosidina

Jaceosidin 7 glucosido

Luteolina

6 hidroxiluteolina

Luteolin 7
diglucurénido

Luteolin 7 glucosido
(Cinar6sido)

Luteolin 7 glucurénido

Luteolin 7 glucuronil
glucosido

Nepetina

Pectolinaringenina

Salvigenina

Publicacion
et al. (2009); Carrera Quintanar et

al. (2010); Cruz et al. (2010); Funes
et al. (2010a).

Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995).

Toméas Barberan et al. (1987).

Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995); Ono et al. (2008).

Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995); Valentéo et al. (1999).

Qnais et al. (2009).

Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995); Valentao et al. (1999);
Ono et al. (2008).

Ono et al. (2008).

Ragone et al. (2007).

Valentdo et al. (1999); Ono et al.
(2008).

Ono et al. (2008).

Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995); Valentéo et al. (1999).

Skaltsa et al.(1988); De Vicenci et
al. (1995).

Carnat et al. (1999); Bilia et al.
(2008); Funes et al. (2009);
Quirantes-Piné et al. (2009); Carrera
Quintanar et al. (2010); Cruz et al.
(2010); Funes et al. (2010a).

Skaltsa et al. (1988); Carnat et al.
(1995); De Vicenci et al. (1995).

Carnat et al. (1995); De Vicenci et
al. (1995).

Tomas Barberan et al.
Lamaison et al. (1993).

(1987);

Valentéo et al. (1999).

Skaltsa et al. (1988); De Vicenci et
al. (1995).

Skaltsa et al. (1988).
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R3’ R4’ R5" R5 R6 R7 R8 Nombre Publicacion

H OH H OH H OH GLU  Vitexina Ragone et al. (2007).

Tabla 13. Resumen de los derivados hidroxicindmicos determinados en cedrdn

Cruz et Carnat et Lag;z:lson Na(l;tagl]ura Onoet Biliaetal, Funes et al., Q;'iaagteets'
al., 2010 al., 1999 1993 1997 al., 2008 2008 2009 al., 2000
isoverbascésido + + 4 +
bascosid . 3.9-65%  53%P/P  0.4%P/P 25% -
verbascosido P/P droga droga droga (estandarizado)
BOH
verbascoésido " "
BOH + +
isoverbascoésido
eukovosido + +

+ detectado

Tabla 14. Otras determinaciones realizadas en cedrén

Lamaison Zheng & Yoo et al., Wernert et Galvez Rodriguez Ricco et al., Cheurfa 'y
etal., 1993 Wang, 2001 2008 al., 2009 Ranilla et al., Vaquero et 2011 Allem, 2015
2010 al., 2010
Fenoles 1.55mg E 770 mg E 51.5mg 50 mg E 533 mg E 26.43-50.02 61.13mg E
totales Folin AG/g de AG/100g de acido AG/g de AG/l de mg acido AG/g
Ciacolteu droga droga tanico/g droga infusiéon tanicol/g (hidroalc.)
vegetal vegetal material vegetal material
seco seco 30.84 mg E
AG/g
(infusion)
Taninos 5.95-8.9 mg 15.90-16.12
totales acido mg acido
tanico/g tanicol/g
material material
Seco. seco
Flavonoides 431.6 mg 20.7 mg 479 mg 20.51-24.91 6,81 mg EQ/
totales EC/100g de rutina/g EAG/I de mg rutina/g g (hidroalc)
droga fresca material infusiéon material
seco. seco 6,42 mg
EQ/g
(infusion)
Ac.  Hidroxi- 7.1% P/P, 19.72-35.01
cindmicos expresado mg acido
totales como acido clorogénico/
clorogénico g material
seco

EAG equivalente de acido galico. E C equivalente de catequina. E Q equivalente de quercetina
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2.3.5 Bioactividades de la fraccion no volatil

2.3.5.1 Actividad analgésica

Realizando un ensayo bioguiado, Nakamura et al. (1997) aislaron verbascosido
a partir de un extracto metandlico de hojas de cedrén. Una vez obtenido el
verbascosido, evaluaron su actividad analgésica en ratones mediante el método de
las contorsiones inducidas por acido acético y el test de pinzamiento de cola. La
administracion oral de 100, 300 y 500 mg/kg fue positiva mostrando ser dosis
dependiente en el test de contorsiones. Lo mismo ocurrié con el test de pinzamiento

de cola a dosis de 100 y 300 mg/kg.

2.3.5.2 Actividad espasmolitica

Los efectos espasmoliticos de un extracto acuoso de cedrén fueron estudiados
en duodenos aislados de rata por Ragone et al. en el afio 2007. El efecto
antiespasmadico observado pudo ser explicado por inhibicion no competitiva de la
afluencia de Ca?". A bajas concentraciones, el extracto acuoso inhibi6 el
metabolismo aerdbico. Los autores sugieren que la vitexina, pero no la isovitexina,
contribuiria al efecto observado. Suponen que otros compuestos estarian implicados
en el efecto espasmolitico observado. Ambos flavonoides no fueron encontrados por

otros autores utilizando técnicas similares y ain mas sofisticadas.

2.3.5.3 Actividad sedante

Nakamura et al. (1997) evaluaron la actividad sedante de verbascésido aislado a
partir de un extracto metandlico de hojas de cedrén. EI compuesto presenté efecto
sedante leve al ser efectivo en la prolongacion del efecto anestésico inducido por

pentobarbital y en la disminucién de la locomocion inducido por metanfetamina.

Por otro lado, también fue evaluado un extracto acuoso que produjo un
importante efecto sedante en ratones, por un mecanismo de tipo benzodiacepinico
(Ragone et al., 2010).
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2.3.5.4 Actividad quimioprotectora

Se ha probado el efecto quimioprotector de la infusién de hojas de cedron contra
el dafio genético inducido por la administracion de cisplatino y acrilamida (Zamorano
Ponce et al., 2006).

2.3.5.5 Actividad antimicrobiana

Oskay et al. (2005), determinaron la actividad antibacteriana frente a diferentes
microorganismos, evaluando un extracto etandlico realizado a partir de hojas
provenientes del Jardin Botanico de la Universidad de Celal Bayar, Turquia. Los
microorganismos ensayados fueron S. aureus ATCC 6538P, B. cereus CM99,
Klebsiella pneumoniae CCM 2318, E. coli ATCC 11230, Micrococcus luteus ATCC
9341, P. fluorescens, Proteus vulgaris ATCC 6997, Salmonela typhimurium CCM
5445, Enterobacter faecalis ATCC 29212, C. albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Yarrawia lipolytica, Geotrichum penicillatum. La méxima inhibicion fue presentada
contra S. aureus y C. albicans, con halos de inhibicibn de 16 y 22 mm,

respectivamente.

En el mismo afio, Alanis et al. (2005) estudiaron la actividad antibacteriana de
las partes aéreas de cedréon proveniente de México. Probaron la actividad de
extractos metandlico y acuoso contra diferentes microorganismos enteropatégenos
(E. coli ATCC 25922, E. coli 0157:H7, Shigella sonnei, S. flexneri y Salmonella sp.).
Los dos extractos presentaron mediana actividad contra los microorganismos

ensayados.

En 2005, Yasunaka et al. evaluaron la actividad contra E. coli K12 C600, S.
aureus meticilin sensible (MSSA) FDA 209P y dos S. aureus meticilin resistentes
(MRSA) N° 3208 y N° 80401. El extracto analizado fue metandlico, obtenido de
muestras de origen mexicano. La CIM fue de 1024 pg/ml para E. coli y de 64 pug/ml
para S. aureus 209P, 3208 y 80401.

Akroum et al. (2009), estudiaron plantas recolectadas en distintas localidades de
Argelia o importado. El extracto metandlico analizado present6 actividad contra S.
aureus y B. cereus (0.045 mg/ml) y contra E. coli (0.09 mg/ml).
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Rodriguez Vaquero et al. (2010), evaluaron la actividad antibacteriana contra E.
coli de una infusion preparada a partir de muestras comerciales de la Argentina. No
presenté actividad.

2.3.5.6 Capacidad antioxidante

Diversos autores han estudiado la capacidad antioxidante de la fraccion no
volatil del cedrén. En todos los casos los ensayos realizados arrojaron resultados
positivos.

Zheng y Wang, 2001, determinaron la capacidad antioxidante (oxygen radical
absorbance capacity, ORAC) de una infusion de cedroén, siendo el valor obtenido de

17.38 umol equivalentes de Trolox/g de droga fresca.

Posteriormente, Valentdo et al., 2002, evaluaron la capacidad antioxidante de
material recolectado en Portugal. Considerando los resultados obtenidos, los autores
llegaron a la conclusién que la infusion tiene una potente actividad antioxidante, por
la actividad frente a los radicales superéxido, hidroxilo y acido hipocloroso, aunque

posee un efecto pro-oxidante en altas concentraciones.

Bilia et al., 2008, observaron que tanto el verbascésido como la infusibn son mas
activos que Trolox. Ademas, el verbascosido puro es menos activo que la infusién a
la misma concentracion de verbascosido. Este comportamiento se debe
probablemente a un efecto sinérgico de compuestos fenilpropanoides presentes en

el extracto.

En el mismo afio, Ono et al. (2008), evaluaron la actividad antioxidante por el
método de DPPH contra estandar de tocoferol, siendo el verbascoésido y el
isoverbascosido aislados los compuestos que presentaron una actividad 3 veces
mayor al testigo. También se determiné la actividad de otros compuestos aislados de
un extracto metandlico: leucosceptosido A, martinésido, cis martindsido,
isolariciresinol, lioniresinol, (+)-iso-lariciresinol 3a-O-B-D-glucopirandsido, (+)-
lioniresinol  3a-O-B-D-glucopirandsido, (-)-lioniresinol  3a-O-B-D-glucopirandsido.

Todos ellos presentaron similar actividad antioxidante al tocoferol.
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Hojas recolectadas en su ambiente natural en Jangwon, Corea, fueron
analizadas por Yoo et al. (2008). La capacidad antioxidante total, expresada como
miligramos equivalentes de vitamina C (EVC) fue de 839.4 mg EVC / 100 g de droga
fresca.

En el aflo 2009, Dadé et al. determinaron la capacidad antioxidante de 21
extractos acuosos de plantas nativas (comerciales) del Valle de Traslasierra, y entre
ellos estudiaron al cedrén. La evaluacion de la capacidad antioxidante de la infusion
se determiné con diferentes metodologias: ABTS (2,2-azinobis-[3etilbenzotiazolin-6-
sulfénico]), DPPH (1,1-difenil 2-picrilhidracilo), FRAP (ferric reducing/antioxidant
power). Los resultados obtenidos fueron 0.52 + 0.05 equivalentes de Trolox/mg de
extracto seco, 0.35 + 0.06 equivalentes de Trolox/mg de extracto seco y 2.92 + 0.25
equivalentes de acido ascorbico/mg de extracto seco, respectivamente.

Akroum et al., (2009), estudiaron plantas recolectadas en distintas localidades de
Argelia. El extracto metandlico analizado present6 actividad antioxidante solamente

a la més alta concentracion ensayada (1000 pg/ml).

Extractos estandarizados en su contenido de verbascésido (25% P/P)
(Monteloeder S.L. (Elche, Espaia) fueron ensayados in vivo por Funes et al. (2009),
con el objeto de evaluar su capacidad antioxidante. El extracto de cedrén,
conteniendo verbascosido como compuesto bioactivo mas importante fue
administrado a ratas. El verbascoésido fue el Gnico metabolito detectado en plasma
por HPLC-MS. La correlacion entre la concentracion mas alta de verbascosido en
plasma y la capacidad antioxidante méaxima se observd a los 20 minutos.
Observaron que dicho extracto es mas activo que el verbascosido puro. Por otra
parte, no presentd pruebas de toxicidad oral aguda, ni se observaron efectos

adversos en los ratones cuando el extracto fue utilizado en una dosis de 500 mg/kg.

Carrera Quintanar et al. (2010) también evaluaron in vivo la capacidad
antioxidante de capsulas elaboradas con el extracto estandarizado de cedrén PLX ©
Monteloeder, S.L. (Elche, Espafia), que contiene 10% de verbascosido y 5-8% de
otros derivados fenilpropanoicos, como martindsido, eukovoésido e isoverbascosido.
Ademas fueron encontradas pequefias cantidades de derivados diglucurénidos de la
luteolina, acacetina y crisoeriol. El propésito de dicho estudio fue determinar la
capacidad antioxidante de PLX® sobre el plasma y los glébulos rojos de deportistas
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universitarios que realizaron un ejercicio aerébico (90 min de carrera) tres veces por
semana durante 21 dias. Se utilizé un disefio aleatorizado, doble ciego y controlado
con placebo y se realizé en un total de 15 voluntarios que recibieron PLX® o placebo.
El grupo que tomé PLX® mostré un aumento del colesterol HDL (“colesterol bueno”).
También se observo en este grupo un aumento de la actividad de la enzima glutation
reductasa (una enzima antioxidante) en glébulos rojos y linfocitos. El grupo que tomo
PLX® también mostr6 menores niveles del dafio oxidativo originado por el ejercicio,
tales como el malonildialdehido derivado de la peroxidacion lipidica y los carbonilos
proteicos en muestras de plasma sanguineo. En resumen, este estudio demostro las
propiedades antioxidantes in vivo de PLX® a través de la modulacién de la actividad
de la glutatién reductasa en linfocitos y globulos rojos y protegiendo el plasma del

dafio oxidativo ocasionado por el ejercicio fisico intenso.

En el mismo afo, Funes et al. (2010) , realizaron otro estudio sobre el mismo
extracto con un disefio similar al anterior, pero en el que fueron determinados otros
parametros. El estudio demostré que la suplementacién con PLX® en deportistas
reduce el dafio oxidativo inducido por la practica de ejercicio fisico intenso sobre
proteinas y lipidos sanguineos en neutréfilos (células blancas), asi como disminuye
su capacidad antiinflamatoria a través de la disminucibn de la actividad
mieloperoxidasa. Ademas, los deportistas que consumieron PLX® mostraron niveles
mas bajos de transaminasas séricas, lo que indica un efecto protector sobre el tejido
muscular. Los deportistas que consumieron PLX® mostraron mayor proteccién de los
neutroéfilos contra el estrés oxidativo, asi como menores signos de dafio muscular en
pruebas de carrera de fondo sin bloquear la adaptacion celular enddégena inducida

por el ejercicio fisico.

Galvez Ranilla et al. (2010), evaluaron la capacidad antioxidante de extractos
acuosos de material vegetal proveniente de Per(. Observaron que la misma es
directamente proporcional al contenido de polifenoles totales, calculado por el
meétodo de Folin-Ciocalteu. En este analisis la concentracion de polifenoles totales
fue de 50 mg equivalentes de acido galico/g y la actividad antioxidante medida

mediante el ensayo de DPPH fue del 60%.

Rodriguez Vaquero et al. (2010), evaluaron la capacidad antioxidante de

cocimiento obtenido a partir de una muestra comercial argentina por dos métodos. El

67



Antecedentes

primero, evaluando la reacciéon con el radical DPPH. Este ensayo arroj0 como
resultado un 73% de inhibicidén del radical. EI segundo ensayo consistio en la medida
de la capacidad reductora sobre el hierro (FRAP), dando como resultado 940 puM/I
FeSO,.

Cheurfa y Allem (2015) evaluaron la capacidad antioxidante de una infusion y de
un extracto hidroalcohodlico obtenidos a partir de hojas de cedron de Argelia. La
capacidad antioxidante fue determinada utlizando el radical DPPH. La Clsg
determinada para la infusion (27,40 £ 0,1 mg/ml) fue significativamente mayor a la
determinada para el extracto hidroalcohdlico (23,52 + 0,035 mg/ml). Sin embargo, la
Clso para BHT (6,96 £ 0,1 mg/ml) fue significativamente menor a la determinada para
ambos extractos. También midieron la capacidad antioxidante total por el método del
acido fosfomolibdico, expresando los resultados en miligramos de equivalentes de
acido ascorbico por gramo de extracto (mg eq AA / g de extracto). La capacidad
antioxidante total determinada para la infusion fue de 173.50 = 0.044 mg eq AA / g
de extracto, mientras que para el extracto hidroalcohdlico fue de 270.14 + 0.1 mg Eq
AA/g.

2.3.5.7 Actividad antitumoral

Akroum et al., 2009, probaron la actividad contra las células FL (linea de células
epiteliales de liquido amnidtico humano). El extracto metandlico exhibié notable
actividad citotoxica con valores de Clsp menores a 100 pg/ml. Por este resultado

podria inferirse que este extracto podria presentar actividad antitumoral.

En la siguiente tabla se resumen las actividades evaluadas en cedron

Tabla 15. Resumen de actividades evaluadas en fracciones no volatiles de hojas de cedrén

Actividad Extracto Observaciones Compuestos activos Referencias
informados

Espasmolitica acuoso in vivo vitexina Ragone et al. (2007).
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Actividad Extracto Observaciones Compuestos activos Referencias
informados

Analgésica metandlico in vivo verbascoésido Nakamura et al. (1997).

Sedante metanolico in vivo verbascoésido Nakamura et al. (1997).
acuoso in vivo vitexina Ragone et al. (2010).

Antinociceptiva etandlico in vivo artemitina, hesperidina Qnais et al. (2009).

Reduccion de acuoso in vitro isoverbascosido Cruz et al. (2010).

iones Ag

Inotrépica acuoso in vivo vitexina Ragone et al. (2010).

negativa

Quimioprotectora ~  acuoso in vivo No informados Zamorano Ponce et al. (2006).
etandlico in vitro No informados Oskay et al. (2005).
metandlico y invitro No informados Alanis et al. (2005).
acuoso

Antibacteriana

metanolico in vitro No informados Yasunaka et al. (2005); Akroum et al.
(2009).

acuoso in vitro No informados Zheng y Wang, (2001).

infusién in vitro verbascosido, derivados Valentéo et al. (2002).

de la luteolina

infusion in vitro verbascésido Bilia et al. (2008).
metanolico in vitro verbascosido, Ono et al. (2008); Akroum et al. (2009).
isoverbascoésido
Antioxidante
70% metanol en in vitro/in vivo No informados Yoo et al. (2008).
agua
Infusion in vitro No informados Dadé et al. (2009).
estandarizado in vivo verbascoésido Funes et al. (2009).
estandarizado in vivo verbascosido Carrera Quintanar et al. (2010).
acuoso in vitro polifenoles Galvez Ranilla et al. (2010).
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Actividad Extracto Observaciones
estandarizado in vivo
acuoso in vitro
(cocimiento)
acuoso in vitro
hidroalcohdlico in vitro

Antitumoral metandlico in vitro

2.3.6 Aspectos regulatorios

Situacion regulatoria

Las industrias farmacéutica, alimenticia y cosmética requieren materias primas
con precisas normas de calidad. Dada la amplia utilizacion de cedrén a nivel mundial
en estas industrias, se han elaborado diversas normas para su utilizacion en

distintas aplicaciones, con distintos criterios de calidad:

Uso general en la industria:

En nuestro pais existen las normas IRAM 37611 para las hojas e IRAM 185/73
para el AE. Los Unicos parametros que se exigen para esta Ultima son las constantes
fisicoquimicas del AE y su contenido de citral. Actualmente se encuentra en
discusion la actualizacién de la norma IRAM en donde se pretende incorporar un

perfil cromatografico por GC, teniendo en cuenta la experiencia lograda en el

presente estudio.

Uso alimenticio:

El cedron esta registrado en el Codigo Alimentario Argentino, en el capitulo XVI:
Correctivos y Coadyuvantes (art. 1215): “Con los nombres de Cedrén y Yerba Luisa,
se entienden las hojas sanas, limpias y frescas o secas del Lippia citriodora Kunth.
Las hojas secas de Cedrdon no deben tener mas de 7% de humedad a 100-105°C;

6% de cenizas totales a 500-550°C, y de 1% de cenizas insolubles en acido

clorhidrico al 10%”.

Compuestos activos
informados

verbascoésido y otros

No informados

No informados

No informados

Referencias

Funes et al. (2010b).

Rodriguez Vaquero et al. (2010).

Cheurfa y Alem (2015)

Akroum et al. (2009).
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La reglamentacion chilena lo incluyé como hierba aromatica en el Reglamento
Sanitario Alimentario (1996).

Esta incluida en la lista estadounidense GRAS (Generally Recognized as Safe)

para consumo humano en preparados de bebidas alcohdlicas (Newall et al., 1996).

El cedron es una de las plantas mas comunmente utilizadas en Europa. Por este
motivo, esta incluida entre las normas redactadas por la European Herbal Infusions
Association (EHIA).

Uso en cosmética:

El uso del AE de Aloysia citrodora no esta recomendado en perfumeria para
aplicacion sobre la piel, debido a los estudios realizados por IFRA (International
Fragrance Association) de los antecedentes de AEC sobre problemas de irritacion y
fototoxicidad dérmica. Sin embargo, permite el uso del absoluto de cedron siempre y
cuando su contenido no exceda del 0.2% en el producto cosmético terminado (IFRA,
Directiva 2009/164/EU; Ford et al. 1992 a, b).

Uso Medicinal:

Las hojas de cedron fueron incluidas como droga vegetal en la Farmacopea
Nacional Argentina V edicidén en el afio 1968 y se mantuvo en la VI edicion de 1978.
Los ensayos de calidad codificados solo hacen referencia a su identificacion
macroscopica. Por otra parte, en la resolucion (MSyAS) N° 144/98 esta incluida en el
listado positivo de drogas vegetales (Anexo Il de la disposicion 2673/99 del
ANMAT). En cuanto a otros paises sudamericanos, forma parte del Listado de
Medicamentos Herbarios Tradicionales de Chile (2009) y de otros paises, para su
venta libre. En Europa, el cedron se encontraba codificado en la Farmacopea
Francesa X (Pharmacopee Francgaise, 2002) como “Verbain odorante” y solo incluia
los ensayos botanicos macroscopicos y microscopicos, ademas de exigir un
rendimiento minimo de AE de 0.4%. Incluia, ademas, la determinacion de la
presencia de citral en el AE mediante un ensayo por CCD. A partir de afio 2008, la
monografia fue suprimida en esta Farmacopea (Journal Officiel de la Republique
Francaise - NOR: SJSP0773887A). El cedrén fue incluido en la Farmacopea
Europea 6.0 (2008). Actualmente continta codificado en la Farmacopea Europea 8.0

(2016), en donde, ademas de incluir los ensayos de identificacion botanica ilustrados
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con iconografias, utiliza como parametro de calidad la determinacion del contenido
de verbascosido por HPLC. Establece que debe ser mayor al 2.5%, utilizando acido
feralico como sustancia de referencia. Otro ensayo de identificacién incluido en esta
Farmacopea es la determinacion de ausencia de contaminacion o adulteracién con

Verbena officinalis utilizando CCD.

En cuanto a la fraccidn volatil, solo exige la determinacion del contenido del AE,
el cual debe ser mayor al 0.3% V/P para droga entera y 0.2% V/P para droga
fragmentada. No hace mencion a la determinacién de la composicién quimica del

mismo.
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Verbena triphylla
L'Héritier de Brutelle, C.L., Stirpes novae aut minus cognitae, t. 11 (1784).
En el afio 1784, Charles Louis L'Heritier, usando un ejemplar existente en
el Jardin Botanico de Paris, utilizé el binomial Verbena triphylla para
identificar a esta especie

OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

De acuerdo a los antecedentes encontrados y las necesidades observadas, los

objetivos que se plantearon para el presente trabajo fueron:

3.1 Objetivos generales

Conocer la variabilidad fitoquimica del cedron en poblaciones silvestres y
cultivadas en la Argentina.

Establecer parametros fitoquimicos de calidad para sus diferentes usos.

Contribuir a la redaccién de normas de calidad farmacéutica para el cedron en la

Argentina.

La normalizacién del cedron contribuird, por un lado, a optimizar la eleccién del
material genético para su cultivo, y en consecuencia, contribuir a un buen manejo
agricola y a competir con la oferta de otros paises. De esta manera, contribuird a
homogeneizar su calidad para uso medicinal, alimenticio o cosmético. Para ello,
primero hay que conocer la variabilidad fitoquimica del material local. Con las
variaciones observadas en nuestro pais y teniendo en cuenta las normas existentes
en el mundo, se planteard encontrar parametros de calidad que avalen una calidad

Optima y competitiva a nivel nacional e internacional.

Debido a que el cedrén es una especie aroméatica y medicinal, el analisis de la
composicién quimica del AE (fraccion volatil) resulta indispensable para evaluar la
calidad de la droga vegetal. Sin embargo, el andlisis de la fraccién no volatil también
es necesario, ya que se encuentra fuertemente relacionado con los usos medicinales
y tradicionales que se le dan a esta planta y con las actividades biologicas

demostradas.

3.2 Objetivos especificos

Determinar la composicion quimica de la fraccion volatil y su contenido de
verbascoésido en la fraccion no volatil, en poblaciones silvestres y de cultivo de

cedrodn, esto ultimo teniendo en cuenta las normas europeas.

Seleccionar los marcadores que caractericen a la fraccion volatil.
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Establecer los intervalos de variacion de los mismos que resulten mas

adecuados para definir la mejor calidad.

Generar especificaciones que permitan seleccionar los mejores materiales
vegetales para iniciar un cultivo comercial y redactar normas de calidad

farmacéutica.
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Verbena triphylla
En The Botanical Magazine, William Curtis en 1797 observa errores en el
dibujo de L'Heritier y reconoce la nomenclatura de Palau, a pesar de
mantener la forma de L'Heritier.
http://www.biodiversitylibrary.org/item/7352#page/16/mode/1up
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4 PARTE EXPERIMENTAL

En este capitulo se detallaran todos los elementos y metodologias utilizadas en
la parte experimental de este trabajo de tesis. No obstante, cabe aclarar que como el
trabajo experimental se desarroll6 en 6 ensayos diferentes y consecutivos, se
describira, por un lado, los métodos generales aplicados en todos los ensayos y, por

el otro, lo concerniente a cada uno de los mismos por separado.

4.1 Solventes y reactivos
Los solventes utilizados para obtener los extractos fueron de calidad pro andlisis.

La serie homodloga en alcanos (Cs-Cog) Utilizada para la determinacion de los
indices de retencion (IR) de los compuestos presentes en los aceites esenciales fue
adquirido en Sigma (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, USA).

Para el analisis por HPLC se utilizaron solventes calidad HPLC.

Para la determinacién del contenido de verbascosido por HPLC se utilizé acido

ferdlico como estandar externo (Fluka).

Los testigos a-pineno, B-pineno, limoneno, 1,8-cineol, citronelal, citral, acetato de
geranilo, timol, carvona, a-terpineol, terpinenol-4 y B-cariofileno fueron provistos por
Vasana SACAIFyM, Villa Martelli, Argentina; el compuesto sabineno fue donado por
la Dra. Ingrid Loayza, Universidad Mayor de San Simén, Cochabamba, Bolivia; 6-
metil-5-hepten-2-ona por Aromatica SA, Buenos Aires, Argentina; a-tuyona fue
adquirido en Sigma-Aldrich, Argentina; p-cimeno fue provisto por Soaljo SA;
piperitona por RC Treatt & Co., Suffolk, Reino Unido) y éxido de cariofileno fue

adquirido a Extrasynthese, Genay, Francia.

4.2 Material Vegetal

Para cumplir con los objetivos propuestos se analizaron muestras de material
vegetal de distintos origenes de la Argentina y dos materiales proventientes de

Chile, ya sea silvestre o de cultivo. Por un lado, se evalud la variabilidad de la
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composicién quimica de los aceites esenciales por cromatografia GC-MS. Por otro
lado, se determind el contenido de verbascoésido por HPLC en algunas muestras, ya
que, a partir del afio 2006, su cuantificacion es un ensayo requerido por la
Farmacopea Europea.

Se realizaron en total 6 ensayos con diferentes caracteristicas. Los materiales

vegetales empleados en cada uno de los ensayos se detallan a continuacion:

Ensayo A: Evaluacion de la variabilidad del aceite esencial de cedron bajo las

mismas condiciones de cultivo.

Ensayo B: Determinacion de marcadores de calidad para un aceite esencial de

cedron tipico.

Ensayo C: Evaluacion quimica de los metabolitos de mayor interés en cedron a lo
largo de un ciclo de cultivo en la Estacidbn Experimental Agropecuaria INTA Cerro

Azul, provincia de Misiones.

Ensayo D: Analisis de los metabolitos de mayor interés en muestras de cedrén de

un Banco de Germoplasma, situado en la provincia de Entre Rios.

Ensayo E: Evaluacion de la calidad del cedrdn cultivado en la Estacion Experimental

Agropecuaria INTA Cerrillos, en la provincia de Salta.

Ensayo F. Evaluacion quimica de poblaciones silvestres recolectadas en el noroeste
argentino (NOA).

A continuacion, se detalla el material vegetal utilizado en cada uno de los ensayos

realizados:

Ensayo A: Evaluacién de la variabilidad del aceite esencial de cedrén bajo las

mismas condiciones de cultivo.

A raiz de la variabilidad encontrada en la composicion quimica de los AEC de
diferentes regiones de la Argentina, se decidié investigar si dicha variabilidad era
debida a factores ambientales o a factores genéticos. Para ello, en el afio 2000 se

78



Parte Experimental

obtuvieron estacas de material vegetal proveniente de plantas de cultivo (C) y de
colecciones botanicas (B) y (M), asi como de plantas silvestres (S) ubicadas en
diferentes sitios geograficos de la Argentina y de Chile y se plantaron en un mismo
sitio. Las plantas cultivadas denominadas (B) se encontraban en el Jardin Botanico
“Lucien Hauman” de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires y
las denominadas (M) en el Inta La Consulta, Mendoza. Al resto de las muestras se
les asignaron los siguientes nombres: San Luis (L, Ar), Salta (S, Ar), Rancagua (R,
Ch) y Talca (T, Ch), como se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 16. ldentificacion de las muestras vegetales

Argentina Buenos Aires (B) Jardin Botanico (B)
Argentina Mendoza (M) Coleccién botanica (B)
Argentina San Luis (L) Cultivo (C)
Argentina Salta (S) Silvestre (S)
Chile Rancagua (R) Silvestre (S)
Chile Talca (T) Silvestre (S)

A partir de las plantas de cada uno de los origenes se obtuvieron estacas, que
fueron almacenadas en papel mojado, envueltas en papel de aluminio y
transportadas a una temperatura constante (5°C), hasta que fueron plantadas en el
vivero ubicado en la Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires,
Argentina. Muestras de cada especimen fueron depositados en el Herbario del
Instituto Darwinion (SI 25028 a 25032), San Isidro, Provincia de Buenos Aires,
Argentina.

Después de un lapso de 40 dias, una planta madre de cada accesion fue
transplantada a macetas de 30 L, rellenas con 25% de arena y 75% topsoil. De cada
uno de los origenes cultivados (Tabla 16) se obtuvieron cinco plantas. Cada maceta

con una planta fue considerada como una unidad experimental. Cada una de las
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plantas fue cosechada en los periodos primavera-verano 2001-2002 y 2002-2003,
destilada y analizada por separado. El resultado informado es un promedio de las
cinco determinaciones. La cantidad de hojas utilizadas para realizar cada destilacion
fue de 30 g de cada material vegetal.

El experimento realizado durante la temporada 2001-2002 (experimento 1) no
incluyé la muestra proveniente de Salta, que recién fue incorporada en el bienio
2002-2003 (experimento 2). Los materiales utilizados en los afos siguientes
provenian de las mismas plantas parentales. Se utiliz6 un disefio experimental

completamente al azar, con cinco repeticiones de cada muestra.

Obtencion de estacas:

Para la propagacién por estacas, una parte del tallo se separé de la planta
madre, se colocO bajo condiciones ambientales favorables y se lo indujo a formar
raices y tallos, para producir asi una nueva planta independiente, que es idéntica a
la planta de la cual procede. Entre las ventajas de este tipo de propagacion se sabe
gue se pueden iniciar muchas plantas en un espacio limitado partiendo de unas
pocas plantas madres; el costo no es elevado; el método es rapido y sencillo, no se
requieren técnicas especiales que se emplean para los injertos; no presentan
problemas por incompatibilidad entre patrén e injerto y lo mas importante es que la
planta progenitora suele reproducirse con exactitud sin variacion genética.

Se tomaron muestras de suelo antes de la fecha del trasplante para determinar
el pH, el carbono organico, el fésforo intercambiable, el nitrdgeno total y el nivel de
potasio intercambiable. Las condiciones meteoroldgicas (temperatura y radiacion
solar) fueron tomadas en la estacion meteoroldgica de Villa Ortuzar, situada a 200 m
de distancia del sitio de cultivo dentro del Campo Experimental.

Para realizar este ensayo se obtuvieron y analizaron 55 AEC. Del total de estos
aceites, 20 provenian del material vegetal cultivado durante el bienio 2001-2002 y 25
provenian del mismo material vegetal cultivado durante el bienio 2002-2003 mas el
agregado de 5 muestras cultivadas en Salta. De todos estos materiales fueron

extraidos los AE y posteriormente analizados por GC-FID-MS.
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Ensayo B: Determinacion de marcadores de calidad de aceite esencial de

cedron

Para este ensayo se utilizaron muestras de distinta procedencia: a) siete
muestras procedentes de Buenos Aires, Mendoza, Salta, San Luis, Jujuy y Entre
Rios; b) nueve muestras procedentes de cultivos comerciales de las provincias de
Buenos Aires, Cérdoba, Salta, Mendoza y Entre Rios; c) tres muestras comericiales;
d) cuatro muestras de material silvestre recolectado en las provincias de Buenos
Aires y Santa Fe. Todas las muestras fueron botanicamente identificadas (Dra. M.
Gattuso, Dra. S. Gattuso e Ing. A. Gil). Se depositaron los materiales de herbario en
la Universidad Nacional de Rosario (UNR) (S 781, S 785, S 676, M 137) y en el
Herbario del Instituto Darwinion (SI 25028 a 25032), San Isidro, provincia de Buenos

Aires. Los AE se obtuvieron por hidrodestilacién a partir de 30g de material vegetal.

Para realizar este ensayo se extrajeron y analizaron por GC FID-MS un total de

23 aceites esenciales.

Ensayo C: Evaluacion quimica de los metabolitos de mayor interés en cedréon a
lo largo de un ciclo de cultivo en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA)

INTA Cerro Azul, provincia de Misiones

Para este ensayo las muestras se obtuvieron al azar sobre 3 plantas
provenientes de un cultivo de 15 afos de edad situado en la EEA INTA Cerro Azul
(Misiones). Se cosecharon las hojas de ramas jovenes a lo largo de un afio, de
enero a junio y de octubre a diciembre en horas de la mafiana. Por tratarse de una
especie caduca, no hubo material disponible en los meses de julio, agosto y
setiembre. El cultivo presentd una densidad de 16 mil plantas/ha con un marco de
plantacién de 1 x 1,5 m. Fue fertilizado con cama de pollo a razén de 1 kg/m? en el
mes de agosto. Para la obtencion del AE se utilizaron 30 g de material vegetal. De

todas las cosechas también se determiné el contenido de verbascésido por HPLC.
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En este ensayo se analizaron un total 10 muestras de hojas de cedrén para
evaluar su variacion a lo largo de un afio. Por un lado, se obtuvieron los AE que
fueron analizados por GC FID-MS para determinar el contenido y la composicion
quimica. Por otro lado, se realizé la determinacion del contenido de verbascosido
por HPLC.

Ensayo D: Analisis de los metabolitos de mayor interés en muestras de cedrén

de un Banco de Germoplasma, situado en la provincia de Entre Rios

Se trabajé en colaboracion con integrantes del Banco de Germoplasma de la
provincia de Entre Rios, convenio Escuela Agrotécnica Las Delicias — Secretaria de
la Produccién de Entre Rios — Facultad de Ciencias Agropecuarias, UNER, ubicado
en el Departamento Parana, Provincia de Entre Rios, Argentina (S 31° 55" 03”; O
60° 25" 22”).

En este Banco existen 10 accesiones de cedrén cuyo origen genético es
desconocido en la mayoria de ellos. De estas de plantas madres seleccionadas se
obtuvieron estacas, las que luego se hicieron enraizar en perlita en condiciones de
invernadero en el invierno del afio 2007. Las estacas enraizadas se implantaron en
las parcelas de tierra con un espaciamiento de 0.60 m entre plantas. Los clones se
denominaron: clon 1, clon 2, clon 3 clon 4, clon 5, clon 6, clon 7, Guerrero (provincia
de Jujuy) y Salta. Ademas de las accesiones clonales obtenidas se incluyé en este
ensayo una muestra procedente de semilla. La cosecha de cada material vegetal se
realizo en el mes de febrero, en plena floracion. Los AE se obtuvieron a partir de 30g
material vegetal para determinar el contenido y composicién quimica. En todas las
muestras mencionadas también se realizd la cuantificacion de verbascoésido por

HPLC segun Farmacopea Europea 8.0.

En este ensayo también se realizo la caracterizacidon morfoldgica de las hojas de
cedron. Para ello se elaboré un listado de 8 descriptores (color, forma, apice, base,
contorno, longitud, latitud y peciolo) que fueron evaluados al alcanzar la etapa

reproductiva de cada una de las plantas.
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En este ensayo se analizaron un total de 10 muestras de cedron. Los AE fueron
obtenidos por hidrodestilacion y analizados por GC-FID-MS para la determinacion de
las composiciones quimicas. Por otro lado, en todas las muestras determiné el

contenido de verbascosido por HPLC.

Ensayo E: Evaluacion de la calidad del cedron cultivados en la Estacion
Experimental Agropecuaria (EEA) INTA Cerrillos, en la provincia de Salta

Este ensayo se realizdé en conjunto con otros grupos de trabajo que también se
especializan en el andlisis de aceites esenciales. Desde hace ya varios afios, en la
EEA INTA Cerrillos, se encuentran cultivados materiales de cedrdn provenientes de
distintas localidades de la zona, segun se detalla en la tabla 17. Durante el afio
2010, se cosecharon, destilaron y analizaron 12 muestras denominadas 14D-25D.
Seis de esos materiales (14D-19D) ya habian sido analizados previamente por el
grupo de trabajo del Dr. César Catalan, INQUINOA-CONICET, Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia, Universidad Nacional de Tucuman, en el afio
2003/2004, denominados 14C al 19C.

Se incluyé en este estudio, con fines comparativos, el andlisis de 13 muestras
(1Vv-13V) de origen silvestre recolectadas en las provincias de Salta y Jujuy y
analizadas por el grupo de trabajo de la Dra. Carmen Viturro, Facultad de Ingenieria,

Universidad Nacional de Jujuy.

En este ensayo se determind en total la composicion quimica de 31 aceites
esenciales, de los cuales 12 fueron analizados por nuestro grupo. El contenido de

verbascoésido fue determinado por HPLC en las muestras 14D a 25D.

Tabla 17. Detalle de las muestras utilizadas en este ensayo
Muestra Fecha de recoleccion Origen

Localidad Poblacion Cultivo
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Muestra Fecha de recoleccion Origen
Localidad Poblacion
v febrero 2003 San Salvador de Jujuy Alto Comedero (JU)
2V febrero 2003 San Salvador de Jujuy Alto Comedero (JU)
3V febrero 2003 San Salvador de Jujuy Los Perales (JU)
4V febrero 2003 San Salvador de Jujuy San Pedrito (JU)
5V marzo 2003 Salta Salta (SA)
6V febrero 2003 El Carmen Severino (JU)
A% febrero 2003 Tilcara Tilcara (JU)
8V mayo 2003 Humahuaca Chucalezna (JU)
9V mayo 2003 Humahuaca Chucalezna (JU)
10v marzo 2003 San Antonio Los Alisos (JU)
11v febrero 2003 Tilcara Juella (JU)
12v febrero 2003 Guerrero Guerrero (JU)
13v marzo 2003 El Carmen El Carmen (JU)
14C marzo 2003 Chicoana Quebrada de Escoipe  San Martin (SA)
14D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  San Martin (SA)
15C marzo 2003 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada el Sunchal (SA)
15D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada el Sunchal (SA)
16C marzo 2003 Chicoana Quebrada de Escoipe  San Martin (SA)
16D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  San Martin (SA)
17C marzo 2003 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada La Apacheta (SA)
17D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe = Quebrada La Apacheta (SA)
18C marzo 2004 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada La Apacheta (SA)

Cultivo

Si

Si

Si

Si

Si

no

no

no

no

Si

no

no

Si

Si

Si

Si

Si

Si
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Muestra Fecha de recoleccion Origen
Localidad Poblacion Cultivo

18D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe = Quebrada La Apacheta (SA) Si
19C marzo 2004 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada el Sunchal (SA) Si
19D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada el Sunchal (SA) Si
20D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada el Sunchal (SA) Si
21D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada La Apacheta (SA) si
22D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada el Sunchal (SA) si
23D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  Quebrada el Sunchal (SA) si
24D enero 2010 Chicoana Quebrada de Escoipe  San Martin (SA) no
25D enero 2010 San Carlos La Punilla (SA) no

Ensayo F: Evaluacion quimica de poblaciones silvestres recolectadas en el

noroeste argentino (NOA)

Considerando que el NOA podria ser la regiébn mas trascedente en cuanto al
centro de origen de esta especie, se decidi6 muestrear y estudiar diferentes
poblaciones silvestres que crecen en esa regidon. Se recolectaron muestras (Tabla
18) en las provincias de Salta (El Maray, La Paya, EI Sunchal, El Alisal y Chorrillos),
Jujuy (Chilcayo y San Roque), Catamarca (Mutquin y Colana) y Tucuman (Amaicha
del Valle), durante noviembre (inicio de la floracion) y abril (final de la floracion).

Se recogio la mitad superior de las ramas florecidas de cada planta por separado
debido a la gran diversidad de aromas encontrado in situ. Las plantas fueron
recolectadas e identificadas por el Ing. Agrbnomo M.A. Elechosa, por el Técnico
INTA M.A. Juérez y por la Dra. A. Molina, todos pertenecientes al INTA Castelar.
Debido a la amplia experiencia en recoleccion de plantas aromaticas que posee el

citado grupo, pudieron separar en una misma poblacion aquellas plantas de cedron
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gue presentaron aromas diferentes y a los que caracterizaron como “salvia”,

” o«

menta”,

“citronela”, “citrico” y “boldo”. Cada una de las plantas con un aroma diferente fue

tratada como una muestra distinta. De cada material vegetal se utilizaron 50 g para

obtener el aceite esencial. El muestreo se repiti6 durante tres temporadas en

Chilcayo, Jujuy, para poder confirmar los resultados. Los ejemplares de herbario de

cada una de las muestras fueron depositados en el Herbario del Instituto de

Recursos Biolégicos del INTA, Hurlingham, Provincia de Buenos Aires, Argentina

(Tabla 18).

Tabla 18. Sitios, fecha de recoleccién y ejemplares de herbario de las muestras analizadas

en este ensayo

Muestra

1

2

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Provincia Lugar/altitud (m) Mes y afio de recoleccion
JUuiuy Chilcayo/2290 Nov-2008
Abril-2008
Abril-2009
San Roque/2916 Abril-2008
Abril-2009

Ejemplar de herbario

Juarez294 (BAB)

Juarez 295 (BAB)
Juarez 296 (BAB)
Juarez 524 (BAB)
Juérez 521 (BAB)
Juarez 523 (BAB)
Juérez 522 (BAB)
Juarez 520 (BAB)
Juarez 519 (BAB)
Juarez 518 (BAB)
Molina 6690 (BAB)
Molina 6692 (BAB)
Molina 6691 (BAB)
Molina 6689 (BAB)
Juérez 517 (BAB)
Juarez 515 (BAB)
Juarez 516 (BAB)
Juarez 514 (BAB)

Molina 6683 (BAB)
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Muestra Provincia Lugar/altitud (m) Mes y afio de recoleccion  Ejemplar de herbario
20 Molina 6682 (BAB)
21 Molina 6681 (BAB)
22 SALTA El Maray/2373 Noviembre-2008 Juéarez 301 (BAB)
23 La Paya/2428 Juarez 306 (BAB)
24 El Sunchal/1922 Juérez 299 (BAB)
25 Juérez 302 (BAB)
26 Juéarez 303 (BAB)
27 El Alisal/1730 Abril-2008 Juarez 495 (BAB)
28 Juérez 494 (BAB)
29 Chorrillos/2013 Juarez 501 (BAB)
30 Juérez 500 (BAB)
31 Juérez 499 (BAB)
32 CATAMARCA Mutquin/1489 Mayo-2009 Molina 6721 (BAB)
33 Molina 6720 (BAB)
34 Colana /1694 Mayo-2009 Molina 6724 (BAB)
35 Molina 6725 (BAB)
36 TUCUMAN Amaicha del Valle/2650 Abril-2008 Juarez 529 (BAB)

Para la realizacion de este ensayo se determind la composicion quimica de 31
aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion, de los cuales 12 fueron analizados
por nuestro grupo. Ademas, de las muestras 4, 5, 15, 27, 28, 29, 30 y 36 se
determind el contenido de verbascoésido por HPLC.

4.3 Obtencién y andlisis del aceite esencial

Para la extraccion por hidrodestilacion y determinacién del contenido de AE se
utilizé una trampa tipo Clevenger codificada en la Farmacopea Argentina VIl edicion
(2003) (ver Figura 5). El tiempo de destilacion de cada una de las muestras fue de 3
h.
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Figura 5. Extractor de esencias — Trampa tipo Clevenger

De cada una de las muestras se calculé el rendimiento de AE, expresado
como % V/P sobre material desecado. Las fracciones volatiles obtenidas se
desecaron con sulfato de sodio anhidro y fueron guardadas a 5°C hasta el momento

de su andlisis.

El analisis cuali-cuantitativo de los AE de los ensayos A, B, C, D, E (muestras
14D-25D) y F (muestras 4-17, 19 y 27-36) fue realizado por GC-FID-MS, con un
equipo Perkin EImer GC modelo Clarus 500, provisto de un Autosampler con un
anico inyector tipo split/splitless conectado mediante un divisor de flujos a dos
columnas capilares de silice fundido: a) polietilenglicol de PM aprox. 20.000 (DB-
Wax, J&W Scientific) y b) 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano (DB-5, J&W Scientific),
ambas de 60 m x 0.25 mm de diametro y 0.25 p de espesor de capa 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 través de un sistema de venteo (MSVent™) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema del GC-FID-MS Perkin Elmer Clarus 500 empleado en el analisis cuali-

cuantitativo de AE.

Condiciones analiticas:

Fase movil: He a 1.87 ml/min

Inyector tipo split (relacion 1:100)

Programacion de temperaturas: 90°C, 3°C/min hasta los 250°C, tiempo final 20 min.
Tiempo total de corrida: 60 min.

Temperaturas de inyector y detectores FID: 255°C y 275°C respectivamente.
Temperatura de la linea de transferencia: 180°C.

Temperatura de la fuente de iones: 150°C.

Rango de masas escaneado: 40-400 Da.

Cantidad inyectada: 0.2 pl de una dilucién al 10% en etanol.

La identificacion de los compuestos de los AE 14C-19C del ensayo E fue
realizado por GC-MS utilizando un equipo Agilent AGC/MS HP 6890 conectado a un
detector de masas HP 5973. Columna 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano (Elite 5 MS,

Perkin Elmer; 30 m x 0.25 mm, 0.25 p de espesor de capa de fase estacionaria).
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Condiciones analiticas:
Fase movil: He a 1.0 ml/min.
Inyector tipo split (relacion 1:80).

Programacion de temperaturas: 60°C (1min), 1.5°C/min hasta los 185°C (1min),
9°C/min hasta 275 (2 min).

Temperaturas de inyector: 250°C.
Temperatura de la linea de transferencia: 280°C.
Temperatura de la fuente de iones: 230°C.

Cantidad inyectada: 0.2 pl.

El andlisis cuantitativo de estas muestras se realizO con un equipo Hewlett
Packard 5890 Series Il equipado con un detector FID. Columna 5% fenil 95%
dimetilpolisiloxano (HP-5, Hewlett Packard; 30 m x 0.25 mm, 0.25 y de espesor de

capa de fase estacionaria).

Condiciones analiticas:
Fase movil: No, 1.2 ml/min.
Inyector tipo split (relacion 1:70).

Programacion de temperaturas: 60°C (1min), 1.5°C/min hasta los 185°C (1min),
9°C/min hasta 275 (2 min).

Temperatura del inyector: 250°C.
Temperatura del detector: 280°C.

Cantidad inyectada: 0.2 pl.

El andlisis cualitativo de los AE 1V-13V del ensayo E y las muestras 1-3, 18 y
20-26 del ensayo F fue realizado por GC-MS utilizando un equipo Hewlett Packard
GC 6890/5972. Columna 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano (HP-5, Hewlett Packard;

30 m x 0.25 mm, 0.25 p de espesor de capa de fase estacionaria.

Condiciones analiticas:

Fase movil: H, a 0.7 ml/min.
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Programacion de temperaturas: 60°C (5min), 6°C/min hasta 230°C.
Temperaturas de inyector: 250°C.
Temperatura de la linea de transferencia: 300°C.

Cantidad inyectada: 0.2 pl.

La cuantificacion de estas muestras se realizé con un equipo GC-FID KONIK
KNK 3000G. Columna 5% fenil 95% dimetilpolisiloxano (HP-5, Hewlett Packard; 30

m x 0.25 mm, 0.25 y de espesor de capa de fase estacionaria).
Condiciones analiticas:

Fase movil: Hy, 1.2 ml/min.

Programacion de temperaturas: 60°C (5min), 6°C/min hasta 230°C.
Temperatura del inyector: 250°C.

Temperatura del detector: 300°C.

Cantidad inyectada: 0.2 pl.

La identificacion de los compuestos de los AE fue realizada por comparacion de
sus espectros de masa con los que figuran en bases de datos computarizadas
(Adams 2007; Wiley/Nist Mass Spectral Library, 2008; base de datos propia) y por
comparacion de sus indices de retencion lineal obtenidos en las dos columnas
empleadas, respecto de una serie homologa de alcanos (Cs-Cag), con los obtenidos
con estandares propios y/o con los que figuran en la bibliografia. La composicion
porcentual fue determinada por el método de porcentaje de areas considerando que
el factor de respuesta para todos los compuestos era igual a 1. Cuando se utilizaron
simultdneamente dos columnas se considero la menor respuesta obtenida para cada

compuesto.

Los resultados obtenidos en diferentes equipos fueron comparables ya que una
misma muestra fue analizada en ambos equipos obteniéndose cuantificaciones

similares. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).
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4.4 QObtencion y analisis de verbascosido

La determinacion del contenido de verbascosido se realizé siguiendo el
procedimiento descripto en la monografia Lemon verbena de la Farmacopea
Europea 8.0 (2016).

El andlisis fue realizado por HPLC, con un equipo marca Perkin Elmer Serie 200,
provisto de un inyector automatico y un detector espectrofotométrico uv/visible con

arreglo de fotodiodos.

Para ello, cada muestra de droga vegetal a analizar fue secada al aire y molida.
Se preparo una solucién de referencia pesando exactamente 10 mg de acido ferulico
en un matraz de 100 ml. Se llevé a volumen con etanol 60% V/V. A 1.0 g de la droga
vegetal exactamente pesada en un matraz de 50 ml se le afadieron 30 ml de la
solucién de referencia. Esta solucion se agitd durante 2 horas, luego se llevé a
volumen con la misma solucion de referencia. La muestra se centrifugd durante 15
minutos y se filtr6 a través de una membrana de 0,4 um. Cada una de las muestras

vegetales se proces6 por duplicado. Cada duplicado obtenido se inyecté 2 veces.

El método de cuantificacion utilizado fue el método del estandar externo,
utilizando acido ferulico como estandar de referencia. Los resultados se expresaron

como % P/P.
Condiciones analiticas:
Columna: Lichrosorb RP1g, 250 x 4 mm (tamafio de particulas de 5 um).

Fase movil: A: 0,3% V/V acido fosférico, B: acetonitrilo

Gradiente (ver el siguente gréfico).

Tiempo A B
0-20 93-83 7-17

20-30 83 17
30-35 83-75 17-25
35-40 75-20 25-80
40-45 20-93 80-7
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Flujo: 1,0 ml/min.

Detector espectrofotométrico uv/visible con arreglo de fotodiodos.
Longitud de onda de lectura: 330 nm

Volumen de inyeccion: 20 pl.

Tiempo total de corrida: 60 min.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados y la discusion para cada uno de los

ensayos realizados

Ensayo A: Evaluacion de la variabilidad del aceite esencial de cedron bajo las

mismas condiciones de cultivo

Dada la gran variabilidad encontrada (ver antecedentes) en la composicién
quimica de aceites esenciales de cedrén de diferentes procedencias de la Argentina,
se decidio investigar si dicha variacién era debida a factores genéticos o si era una

respuesta al medio ambiente, es decir fenotipica.

Andlisis de los aceites esenciales

De cada material vegetal se utilizaron 30 g para la obtencion de los AE por
destilacién. Los rendimientos fueron calculados sobre droga seca. Los resultados

correspondientes a los bienios 2001/02 y 2002/03 se presentan en la tabla 19.

Tabla 19. Rendimientos (% V/P) de aceite esencial

CHILE ARGENTINA
Lugar Rancagua Talca San Luis Buenos Aires Mendoza Salta
Fecha 2001/02  2002/03  2001/02  2002/03  2001/02 2002/03 2001/02  2002/03  2001/02 2002/03  2002/03
Contenido de
aceite esencial 1.6 11 0.7 0.9 1.4 1.4 1.6 0.8 1.7 1.1 14

%VIP

La mayor variacion en el contenido de aceite esencial se observo para la
muestra de Buenos Aires, cuyo rendimiento disminuyé un 50%. En cambio, la
muestra proveniente de San Luis mantuvo el rendimiento de aceite esencial en los

dos periodos analizados.
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Segun la Farmacopea Europea el rendimiento de AE debe ser mayor a 0.2% V/P
para droga fragmentada. En todos los casos se observé que las muestras analizadas

cumplieron con ese requisito.

Con el fin de estudiar la composicibn quimica que caracterizaba a cada
poblacion se analizaron los distintos aceites esenciales por GC-FID-MS. Se
identificaron 42 compuestos, de los cuales 19 fueron los mas representativos para
estas muestras por estar presentes cada uno de ellos en mas de 0.05 % en por lo
menos una muestra (Tabla 20). Estos compuestos representaron mas del 75% del

total analizado.

Tabla 20. Principales compuestos del AEC analizadas en este ensayo

CHILE ARGENTINA
Compuesto Rancagua Talca San Luis Buenos Aires Mendoza
2001/02  2002/03 ~ 2001/02  2002/03  2001/02  2002/03  2001/02  2002/03  2001/02  2002/03
a-pineno 0.7 11 0.8 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0
sabineno 1.6 2.5 1.5 1.3 0.1 0.2 0.1 0.2 2.3 2.7
6-metil-5-hepten-2- 0.6 0.8 0.3 0.7 0.8 0.6 0.8 0.7 0.7 1.0
ona

para-cimeno 0.1 11 0.1 0.0 0.0 11 0.0 1.6 0.1 0.0
limoneno 12.1 16.8 13.9 131 21.0 21.9 20.1 20.3 12.7 12.3
1,8-cineol 5.8 6.9 7.6 5.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
cis sabineno hidrato 1.3 0.7 0.7 0.4 0.8 0.4 0.7 0.3 0.5 0.2
a-tuyona 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 0.0 0.0 0.2 0.2
citronelal 0.6 0.4 0.6 0.0 0.1 0.6 0.1 0.0 0.1 0.4
neral 17.7 17.9 15.5 19.5 21.5 21.5 21.6 21.0 23.5 23.9
piperitona 0.6 0.6 0.7 0.5 0.5 0.4 0.5 0.5 0.5 0.5
geranial 21.3 22.6 18.3 25.4 25.2 26.8 25.7 27.1 30.8 32.2
acetato de geranilo 1.0 0.7 1.0 1.2 2.2 2.1 2.3 2.2 0.5 0.6
B-cariofileno 1.7 1.4 1.3 1.0 3.0 1.8 2.4 1.5 1.8 1.4
ar-curcumeno 4.0 3.3 3.7 3.5 1.9 2.0 1.8 1.9 2.3 1.9
epi-cubebol 0.0 0.5 0.0 0.1 0.3 0.3 0.1 0.3 0.3 0.7
oxido de cariofileno 5.4 4.0 4.9 4.3 3.0 2.7 34 3.2 4.9 4.1
espatulenol 4.0 3.0 4.2 2.7 5.1 5.6 5.9 5.7 3.7 3.7
tau-cadinol 14 0.9 1.3 0.9 1.8 1.2 2.0 1.3 14 0.7

Total identificado 80.3 85.2 76.4 80.5 87.2 89.6 87.3 87.9 86.4 86.3
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Se observaron perfiles cromatograficos diferentes. Todas las muestras
analizadas presentaron como compuestos principales: neral (15.5%-23.9%) y
geranial (18.3%-32.2%). Sin embargo, las muestras de Chile (Rancagua y Talca) se
caracterizaron por presentar un porcentaje alto de 1,8 cineol (5.0%-7.6%),
compuesto que no esta presente en el resto de las muestras analizadas. En todas
las muestras el tercer compuesto mayoritario fue el limoneno (12.1%-20.3%) con
excepcion de la esencia procedente de Salta, en la que este compuesto fue
encontrado en muy baja concentracién (0.2%). Esta ultima presentd un alto
contenido de sabineno (5.9%) y citronelal (3.0%) con respecto al resto de las

muestras.

Los perfiles cromatograficos obtenidos pueden observarse en la Figura 7.
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Las composiciones quimicas de todas las muestras fueron analizadas
simultdneamente utilizando un método multivariado como lo es el analisis de

componentes principales (ACP).

2001/02  2002/03

s | L, vy
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~ '*'* :
- ¥ V San Luis
§ 4 ® O Mendoza
QEJ 3 5 ® O Talca

E % e o % A A Rancagua
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(@]
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Primer componente principal 27.27%

Figura 8. Agrupamiento obtenido por ACP a partir del andlisis estadistico de la composicién

quimica de los aceites esenciales analizados en esta parte del trabajo.

Este andlisis permitio ver los compuestos discriminantes: 1,8-cineol, neral-

geranial, a-pineno, ar-curcumeno, sabineno, a-tuyona, citronelal y limoneno.

En el gréfico resultante (Figura 8) se observa que las muestras conformaron 3

grupos diferentes:

- Quimiotipo 1: caracterizado por la presencia de 1,8-cineol, un menor contenido
de citral (neral y geranial) y un mayor porcentaje de a-pineno y ar-curcumeno
(accesiones de Rancagua y Talca).

- Quimiotipo 2: caracterizado por un alto porcentaje de sabineno, a-tuyona y

citronelal, con bajo contenido de limoneno (muestra de Salta).
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- Quimiotipo 3: caracterizado por el perfil quimico mas representativo, con altos
porcentajes de limoneno, neral y geranial. Estas muestras presentaron bajo
contenido o ausencia de 1,8-cineol, citronelal y a-tuyona (accesiones de Mendoza,

San Luis y Buenos Aires).

La composicion de los aceites esenciales de Mendoza, Buenos Aires y San Luis
(quimiotipo 3) fue similar a la reportada por diferentes autores, tanto para muestras
de origen nacional (Gillij et al., 2008; Oliva et al., 2010) (ver tabla 1), como también
de otros origenes (Buil et al., 1975; Ohno et al., 2003; de Figueiredo et al., 2004;
Sartoratto et al., 2004; Santos-Gomes et al., 2005; Diaz et al., 2007; Argyropoulou et
al., 2007; Olivero-Verbel et al., 2009; Escobar et al., 2010 ; Bensabah et al., 2015)
(ver tablas 1, 2y 5).

Las muestras de Rancagua y Talca, Chile, se diferenciaron de las otras
muestras por su preponderancia de a-pineno, 1,8-cineol y ar-curcumeno y en los

contenidos mas bajos de neral y geranial, en detrimento de su perfil aromatico.

La muestra de Salta presentd altos contenidos de sabineno, a-tuyona, y

citronelal.

Los resultados obtenidos en este ensayo muestran claramente la variabilidad
genotipica intraespecifica del cedron. El hecho de que todas las plantas fueran
cultivadas durante dos afios bajo las mismas condiciones ambientales y fueran
analizadas utilizando las mismas metodologias permitié una verdadera evaluacion
de las manifestaciones genotipicas, independientemente de otras posibles
influencias. Es decir que las diferencias encontradas en la composicion quimica del

aceite esencial se deben a que son distintos genotipos.

Al mismo tiempo, este ensayo proporciono informacion sobre las muestras que
crecen en la Argentina, demostrando no solo que las provenientes de San Luis
cumplen con el patrén aroméatico requerido por el mercado para esta especie, sino
también que Buenos Aires y Mendoza pueden ser considerados como lugares de los

gue se podria obtener un buen material para cultivo.
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Ensayo B: Determinacion de marcadores de calidad de aceite esencial de

cedron

Ya confirmada la presencia de diferentes quimiotipos de cedrén en la Argentina,
se realiz6 un segundo estudio con el objetivo de establecer marcadores fitoquimicos
que caracterizaran la calidad tipica de cedron argentino en funcion de la
composicion quimica de su AE. Para esto se ampli6 la zona de muestreo con
respecto al trabajo realizado anteriormente, incluyendo también material de origen

comercial.

Andlisis de los aceites esenciales.

Veintitrés muestras de partes aéreas de cedron de origen argentino fueron
destiladas para obtener su AE, los que posteriormente fueron analizados por GC-
FID-MS para determinar su composicion quimica. Se identificaron mas de 50
compuestos de los cuales 44 fueron los mas representativos para estas muestras
(Tabla 21). Los mismos representaron mas del 90% del total analizado y se

encontraban por lo menos en alguna muestra con un porcentaje mayor al 0.05%.

La mayoria de las muestras de procedencia argentina, asi como las de
Paraguay, mostraron un perfil cromatografico similar, en donde se observé una
composicién quimica tipica para el cedrén de la Argentina, representada en la tabla
21 en la columna A. En esta oportunidad se encontraron, ademas, dos aceites
esenciales con composicion quimica diferente al patron tipico: el tipo B,
caracterizado por la presencia de sabineno, limoneno y citronelal y el tipo C
caracterizado por la presencia de 1,8-cineol y un alto contenido de B-tuyona (Tabla
21). El tipo B fue de una muestra comercial proveniente de la provincia de Buenos
Aires. El tipo C estuvo restringido principalmente a material procedente de las

provincias de Salta y Jujuy.
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Tabla 21. Composicion quimica del AEC analizado en este ensayo

sabineno

mirceno

6-metil-5-hepten-2-ona

limoneno

2,6-dimetil-5-heptenal

cis-hidrato de sabineno

a-tuyona

trans-p-menta-2,8-dien-1-ol

fotocitral A

trans-verbenol

pinocarvona

terpinen-4-ol

trans-carveol

neral

carvotanacetona

geraniol

acetato de nerilo

B-cariofileno
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Compuesto A B C
ar-curcumeno 2.6 2.3
germacreno D - - 0.1
trans-nerolidol 0.3 -
espatulenol 2.6 0.7 0.1
ar-turmerol 0.4 -
o6xido de cariofileno 111 1.0 0.5
epoxi humuleno Il 0.2 -
a-murolol 17 0.5
Total identificado 91.7 91.6 98.1

A partir de estos resultados se buscé determinar qué compuestos podrian
utilizarse como marcadores de calidad positivos y negativos del AE de cedroén, con el

fin de redactar normas de calidad.

El citral se considera el compuesto mas representativo de este aceite ya que
presenta un sabor caracteristico a limoén. Sin embargo y a pesar de la opinién de
algunos autores (Kaiser y Lamparsky, 1976a), que consideran que los fotocitrales A
y B, serian los responsables del olor caracteristico, en esta oportunidad fueron
detectados en baja cantidad en todas las muestras analizadas. Ademas, es sabido
que estos derivados del citral se forman y descomponen en presencia de luz UV

(lwanami et al., 1997). Por ese motivo no seria un indicador de calidad adecuado.

El limoneno es el segundo constituyente mas abundante en todas las muestras

analizadas, por lo tanto, podria ser considerado un buen indicador de calidad.

Se detectaron, ademas, citronelal, a y B tuyona en cantidades significativas en
algunas muestras, principalmente de las regiones del NOA. Estos perfiles
constituyen quimiotipos atipicos. Por otra parte, el aroma de estas esencias es muy
diferente al tipico, que es alimonado. En el caso de contener citronelal el aroma es
fuertemente herbaceo vy citrico. Si el AE tiene tuyona, el perfil aromatico es herbaceo
y verde agreste. Es importante sefialar que las tuyonas son potencialmente téxicas.

Por esta razén fueron usados como marcadores negativos.

Otros monoterpenos, tales como sabineno, p-cimeno, nerol y geraniol fueron

descartados como posibles marcadores, debido a su baja incidencia en el perfil
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aromatico. Sin embargo, se encontré que el 1,8-cineol podria ser utilizado como
marcador para muestras provenientes de Chile, Europa y Africa (Bellakhdar et al.,
1994; Santos Gomes et al., 2005; Gil et al., 2007)

La 6-metil-5-hepten-2-ona se consider6é también como un marcador con
incidencia negativa. EsS un compuesto que se produce facilmente por
descomposicion del citral (Wolken et al., 2000) en el momento de la extraccion. Un
alto contenido de este compuesto puede deberse a una destilacion deficiente o a
condiciones de almacenamiento inadecuadas. En estas muestras no se detectd en

cantidades importantes.

El sesquiterpeno mas comunmente detectado fue el ar-curcumeno, que esta
presente en todas las muestras en cantidades significativas, coincidiendo con los
trabajos sobre muestras portuguesas realizadas por Santos Gomes et al. (2005).
Esta caracteristica nos permite utilizarlo como marcador distintivo para diferenciarlo
de otras especies que contienen citral, “citral bearing plants”, con perfiles aromaticos

similares como Cymbopogon citratus, Litsea cubeba o Melissa officinalis.

Para establecer los rangos de variacion de cada marcador (tabla 22) se postuld
como criterio que el 90% de las muestras analizadas estuviera dentro del rango para
el caso de los marcadores positivos (citral, limoneno y ar-curcumeno) y en el caso de
los marcadores negativos se establecié como limite que no se encontraran en el

95% de las muestras analizadas.

Tabla 22. Rangos establecidos para los diferentes marcadores de calidad

Marcador Compuesto Rango de aceptacién (%)
Positivo limoneno 10 a 30
Positivo neral 14 a 27
Positivo geranial 17 a 36
Positivo ar-curcumeno >1
Negativo 1,8-cineol <1
Negativo 6-metil-5-hepten-2-ona <35
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Marcador Compuesto Rango de aceptacion (%)
Negativo citronelal <0,5
Negativo a-tuyona + B-tuyona <0,5

Una vez establecidos los rangos para cada marcador, se redactd la monografia
de Cedron para la Farmacopea Argentina, teniendo en cuenta los antecedentes para
esta especie, el trabajo de Gattuso et al., 2008, considerando los procedimientos de

redaccion utilizados en dicha norma.

Monografia propuesta para cedréon. Farmacopea Argentina 7°Edicion. No oficial

CEDRON, hoja

Definicidn - Cedron esta constituido por hojas enteras o fragmentadas de Aloysia citrodora
Paladu (Verbenaceae). La droga entera debe contener no menos de 0,2 por ciento de aceite
esencial. La droga fragmentada debe contener no menos de 0,15 por ciento de aceite
esencial.

Cedroén debe cumplir con las siguientes especificaciones.
CONSERVACION

En envases inactinicos bien cerrados, almacenados en sitio fresco y seco.
ENSAYOS

Identificacion

A- Caracteristicas macroscopicas - Hojas enteras, con borde ligeramente aserrado,
lanceoladas, de apice acuminado, de 4 a 12 cm de longitud y 1 a 2,5 cm de ancho,
brevemente pecioladas, dsperas al tacto y quebradizas. Cara superior de color verde oliva y
cara inferior mas clara. Nervadura media prominente en la cara inferior y con numerosas
nervaduras secundarias, notablemente paralelas entre si. Posee aroma citrico caracteristico
y sabor ligeramente dulzaino.

B - Caracteristicas microscépicas - En vista superficial se observa una epidermis superior
con células poliédricas, de paredes anticlinales mas bien rectas, cuticula lisa, y pelos
unicelulares, verrucosos, silicificados, cistoliticos, adpresos, rodeados de una roseta de
alrededor de 8 células poligonales, las que contienen cada una un cistolito de carbonato de
calcio, y de pelos unicelulares de paredes gruesas, verrucosos, en forma de colmillo.

Los pelos glandulares pueden ser con una célula basal, una de pie y una cabeza secretora
unicelular y pelos glandulares sésiles con cabeza unicelular. La epidermis inferior presenta
células de paredes anticlinales sinuosas, con tricomas similares a los descriptos, pero en
mayor cantidad, con estomas elevados de tipo anomocitico y cuticula estriada sobre las
nervaduras. El corte transversal pone de manifiesto a ambas epidermis uniestratificadas. El

105



Resultados y discusién

mesofilo es dorsiventral con 1 a 2 hileras de parénquima en empalizada y 3 a 4 hileras de
parénquima esponjoso. En la region del nervio medio, se observa colénquima angular en
relacién con ambas epidermis. El haz vascular es colateral, con floema hacia ambas caras.

C - Droga en polvo - Polvo color verde claro. Muestra fragmentos de epidermis superior sin
estomas y de epidermis inferior con estomas, pelos con los caracteres ya descriptos y
fragmentos de nervaduras.

D - Aplicar la siguiente técnica cromatografica.

Fase estacionaria - Emplear una placa para cromatografia en capa delgada (ver 100.
Cromatografia) recubierta con gel de silice con indicador de fluorescencia, de 0,25 mm de
espesor.

Fase movil - Tolueno y acetato de etilo (96:4).

Solucién estandar - Transferir 0,1 ml de citral a un matraz aforado de 10 ml y completar a
volumen con etanol.

Solucion muestra - Transferir 0,1 ml de la porcion de aceite esencial obtenida en Valoracion
a un matraz aforado de 10 ml y completar a volumen con etanol.

Revelador - Anisaldehido sulftrico (SR).

Procedimiento- Aplicar por separado 5 pl de la Solucién estandar y 5 pl de la Solucién
muestra. Dejar secar las aplicaciones y desarrollar los cromatogramas hasta que el frente
del solvente haya recorrido aproximadamente tres cuartas partes de la longitud de la placa.
Retirar la placa de la camara y dejar secar a temperatura ambiente. Examinar la placa bajo
la luz ultravioleta a 254 nm. La banda mayoritaria en el cromatograma obtenido a partir de
la Solucién muestra debe ser similar a la obtenida con la Solucién estandar, correpondiente
al citral.

Rociar sobre la placa con Revelador y calentar entre 5 a 10 minutos a una temperatura
comprendida entre 100 y 105 °C. Examinar la placa bajo luz natural. La banda mayoritaria
de color violeta grisaceo en el cromatograma obtenido con la Soluciéon muestra debe ser
similar en valor de Rf y color a la obtenida con la Solucién estandar.

Materia extrafia (ver 630. Métodos de Farmacognosia)
No debe contener mas de 2 %.

Pérdida por secado (ver 630. Métodos de Farmacognosia)
No debe contener mas de 11 %.

Cenizas totales (ver 630. Métodos de Farmacognosia)
No debe contener mas de 10 %.

Control higiénico (ver 630. Métodos de Farmacognosia)
Debe cumplir con los requisitos.

Determinacion de aflatoxinas <110>
Debe cumplir con los requisitos.
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Aceites esenciales y perfil cromatografico

Sistema cromatografico - Emplear un equipo para cromatografia de gases con un detector
de ionizacién a la llama, un inyector de flujo dividido y una columna capilar de 30 m x 0,25
mm de silice fundida recubierta con fase estacionaria constituida por polietilenglicol de
peso molecular aproximadamente 20.000 y de 0,25 pum de espesor.

Mantener la temperatura de columna a 60 2C durante 10 minutos y programar un aumento
de 2 C por minuto hasta alcanzar 180 2C y mantener a esta temperatura durante por lo
menos 5 minutos.

Mantener el inyector y el detector a aproximadamente 220 2C. Se debe emplear nitrégeno
como gas transportador y la velocidad lineal debe ser aproximadamente 35 cm por minuto.
Ajustar la relacién de divisién del inyector en 1:100.

Solucién estandar - Disolver 100 mg de limoneno, 100 mg de eucaliptol, 200 mg de citral y
100 mg de citronelal en 5 ml de ciclohexano.

Solucion muestra - Emplear una porcion de aceite esencial obtenida en ciclohexano en
Valoracién.

Aptitud del sistema (ver 100. Cromatografia) - Cromatografiar la solucién estandar y
registrar las respuestas de los picos seglin se indica en Procedimiento: la resolucién R entre
los picos correspondientes a limoneno y eucaliptol no debe ser menor de 1,5 y el nimero de
platos tedricos calculado a partir del pico de limoneno debe ser mayor a 30.000.

Procedimiento - Inyectar por separado en el cromatégrafo volumenes iguales
(aproximadamente 1 pl) de la Solucién estandar y de la Soluciéon muestra. Registrar los
cromatogramas y medir las respuestas de los todos los picos. Determinar los tiempos de
retencidn relativos al pico de geranial (trr) y determinar el contenido en porcentaje de cada
uno de los constituyentes por el método de normalizacién porcentual.

El contenido en porcentaje de aceites esenciales son los indicados en la siguiente tabla:

Compuesto Contenido (%)
Limoneno Entre 10 y 30 %

1,8 cineol Menor de 1,0 %
6-metil-5-hepten-2-ona Menor de 3,5 %
cis-tuyona + trans-tuyona Menor de 0,5 %
Citronelal Menor de 0,5 %

Neral Entre 14y 27 %

Geranial Entre 17y 36 %
ar-Curcumeno Mayor de 1,0%
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VALORACION

Pesar 25,0 g de Cedrdn recientemente reducido a polvo y transferir a un balén de 1 litro.
Destilar con 300 ml de agua y 0,5 ml de ciclohexano en el tubo graduado, a una velocidad de

2 a 3 ml por minuto durante 2 horas. (ver Determinacion de aceites esenciales en 630.
Métodos de Farmacognosia.
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Ensayo C: Evaluacion quimica de los metabolitos de mayor interés en cedron a
lo largo de un ciclo de cultivo en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA

Cerro Azul, provincia de Misiones

El objetivo de este trabajo fue evaluar las variaciones en el contenido y calidad
del AE vy la variacion en el contenido de verbascésido durante un afio en muestras
cultivadas en el mismo sitio. El cultivo del cedron utilizado para este ensayo fue
desarrollado en la EEA INTA Cerro Azul, Misiones que se encuentra a S 27° 39’, O
55° 26’°, a 281 m.s.n.m. El clima en ese lugar es subtropical himedo, con un régimen
pluviométrico isohigro, las deficiencias hidricas se producen a fines de primavera y
en la primera mitad del verano. El invierno es relativamente benigno, aunque suelen

producirse heladas de moderada intensidad (Olinuck, 1998).

Analisis de los aceites esenciales

De cada una de las muestras recolectadas a lo largo de un afo, se obtuvo el AE
por hidrodestilacion. Se determind el contenido de AE utilizando 30 g de cada

material. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 23: Rendimiento (% V/P) de AEC a lo largo de un afio

Fecha de recoleccion

nov- dic- ene- feb- abr- may- jun- oct-  nov-
09 09 10 10 10 10 10 10 10

Rendimiento de aceite 1.1 1.6 1.3 0.7 1.0 0.4 0.4 0.3 1.0
esencial (% V/P)

Se pudo observar una variacion en el contenido anual de AE (0.3-1.6% V/P).

Para las caracteristicas agroecologicas de Cerro Azul, Misiones, el contenido de
AE fue bueno durante todo el afio, cumpliendo con lo requerido por la Farmacopea
Europea 8.0. EI maximo rendimiento obtenido (1.6% V/P) fue para el mes de
diciembre, a diferencia de lo determinado por Vogel et al. (1997) que el mayor

rendimiento lo obtuvo en el mes de octubre (0.9% V/P). Esto puede deberse a que el
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suelo y el clima de Talca, Chile, es muy diferente al de la provincia de Misiones. La
produccion de AE disminuyé cuando la radiacion solar fue menor en los meses de
mayo Yy junio (Figura 9), al igual que lo observado por Paulus et al., (2013). La
radiacion solar es un factor importante que puede interferir directamente en el
crecimiento y desarrollo de la planta e indirectamente en la produccion de biomasa y
la calidad del AE (Sangwan et al., 2001).

Rendimiento de aceite esencial (% V/P)

2.0

1.5

1.0

00 H B =
[e)] (o)) o o o o o o o
o o i i — -l — i i
: £ ¢ 3 3 % 5 % 3

Figura 9: Variacion del contenido de aceite esencial de cedrén en el ensayo

De cada uno de los AE obtenidos se realiz6 la determinacion de la composicién
quimica por GC-FID-MS. Se observdé que los perfiles cromatograficos (Figura 12)
fueron similares durante todo el afio. Se identificaron alrededor de 30 compuestos.
Los 14 compuestos mayoritarios figuran en la tabla 24, representaron entre el 72.4%
y el 90.8% del total de la esencia. El perfil quimico del AE de este cultivo de cedron
(Figura 12) fue la de un cedron tipico, con alto contenido de limoneno, neral y
geranial. Las variaciones observadas solo fueron cuantitativas, observandose los
contenidos Optimos para neral y geranial (citral) durante todos los meses ensayados,
con excepcion del mes de junio, en el que fue muy bajo 84% y 11.4%
respectivamente (Figuras 10 y 11). En cambio, el contenido de limoneno fue bajo
durante todo el afo, con valores entre 3.1 y 7.7%. Ninguna muestra cumplié con el
valor establecido en el ensayo B (Tabla 22), en donde se propuso que el contenido
deberia estar entre 10 y 30%.
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Tabla 24. Composicién quimica del AE de hojas de A. citrodora analizados en este ensayo

Fecha de recoleccion

nov- dic- ene- feb- abr- may- jun- oct-  nov-
09 09 10 10 10 10 10 10 10
Compuestos Porcentaje
sabineno 1.1 1.0 1.1 1.0 1.2 1.1 0.3 0.5 1.3

6-metil-5-hepten-2-ona 3.4 1.0 13 1.2 5.3 1.7 0.3 2.8 3.7

limoneno 4.2 4.1 5.1 7.7 4.6 5.1 7.4 3.9 7.0
cis-B-ocimeno 0.4 0.1 0.2 0.0 0.3 0.1 0.0 0.0 0.2
a-tuyona 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.3 0.0 0.0 0.1
citronelal 0.2 0.0 0.1 0.0 0.3 0.2 0.0 0.2 0.3
neral 25.7 30.3 28.9 17.4 23.9 28.8 8.4 147 21.9
geranial 34.5 39.4 37.3 23.6 32.7 37.6 114 221 30.1
B-cariofileno 2.4 2.8 2.3 1.3 3.0 1.4 1.2 2.3 0.0
ar-curcumeno 1.3 1.5 1.6 0.0 1.7 2.1 9.0 5.9 2.7
germacreno D 1.5 1.4 1.2 5.4 0.9 0.1 0.4 0.6 0.4
trans-nerolidol 1.6 1.5 0.6 1.5 2.3 2.0 2.5 3.7 1.8
espatulenol 3.7 2.7 3.0 7.6 3.3 39 158 1338 6.1
6xido de cariofileno 1.3 1.8 3.0 8.6 3.2 4.2 13.1 7.1 4.2
Total identificado 83.1 89.8 88.6 76.4 84.6 90.8 72.4 79.2 81.3
limoneno
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0
0.0
o)) (o)) o o o o o o o
(@] o - - i — — — —
5 £ 0t 3 3 : ot § 3

Figura 10. Variacion del contenido de limoneno en el periodo ensayado
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Figura 11. Variacién del contenido de citral en el periodo ensayado
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Figura 12. Perfil cromatografico en columna no polar del aceite esencial de cedron cultivado en Misiones. Observacion: solo se incluye el
cromatograma de una muestra
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Analisis de la fraccién no volatil

De todas las muestras analizadas se determin0 ademas el contenido de
verbascosido por HPLC (Tabla 26, Figura 13) segun Farmacopea Europea 8.0 (2016),
ya que, a partir de su 6° edicion del afio 2008, considera a este constituyente como un
marcador de calidad a los fines de su uso medicinal.

El perfil cromatografico observado fue el mismo durante todo el periodo ensayado
(Figura 13), presentando variaciones en el contenido de verbascésido (Tabla 26). El
mayor contenido se observé en la muestra cosechada en el mes de enero (2.9%) y el

menor en el mes de febrero (0.9%) (Tabla 26).

Verbascosido

1
|

Ac. ferulico

Figura 13. Perfil cromatografico por HPLC de hojas de Aloysia citrodora cultivado en Misiones,

determinado segun Farmacopea Europea 8.0
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Tabla 26. Variacion anual del contenido de verbascésido de hojas de cedrén cultivado en
Misiones

Fecha de recoleccion

nov- dic- ene- feb- abr- may- jun- oct-  nov-
09 09 10 10 10 10 10 10 10
Contenido de 1.8 2.2 2.9 0.9 1.8 2.2 2.6 1.6 1.5

verbascdsido (% P/P)

Como puede visualizarse en la Figura 14, el contenido de verbascdésido cumplié con

lo exigido por las normas europeas (> 2.5%) solamente en los meses de enero y junio.

Contenido de verbascé6sido (%P/P)
3.5
Limite de contenido de verbascésido
3.0 codificado en la Farmacopea Europea
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5 I
0.0
D D o o o o o o o
T < T 9 7 9 2 9 7
s £ ¢ 8 =5 § 5 § 3
c © qc_, LE © £ 2. o c

Figura 14. Variacion anual del contenido de verbascosido de cedrén de Misiones

Teniendo en cuenta ambas determinaciones, el contenido de AE y el de
verbascosido, se justificaria la colecta de cedron en Misiones en los meses de

diciembre-enero ya que ambos resultados fueron éptimos en ese periodo.
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Ensayo D: Andlisis de los metabolitos de mayor interés en muestras de cedrén de

un Banco de Germoplasma, situado en la provincia de Entre Rios

Como una contribucion por la experiencia adquirida debido a los trabajos
previamente realizados, se realiz6 un trabajo en colaboracion con el Banco de
Germoplama de la provincia de Entre Rios, convenio Escuela Agrotécnica Las Delicias
— Secretaria de la Produccion de Entre Rios — Facultad de Ciencias Agropecuarias,
UNER, ubicado en el Departamento Parand, Provincia de Entre Rios, Argentina (S 31°
55" 03”; O 60° 25" 22”). Un banco de germoplasma es una reserva activa de material
genético donde se conserva y estudia la variabilidad natural de las plantas. Los bancos
de germoplasma de plantas poseen colecciones de material vegetal, con el objeto de
mantenerlas vivas y preservar sus caracteristicas para el futuro beneficio de la
humanidad y del ambiente. Esto permite conocer las diferentes especies vegetales y
poder llevar a cabo su aprovechamiento eficiente. Este banco cuenta con especies

exoticas naturalizadas, como el romero, y nativas, como el cedrén.

Las plantas se evaluaron al alcanzar la etapa reproductiva. La cosecha se realizé

en el mes de febrero, en plena floracion.

Con el fin de seleccionar los mejores clones de cedrén para distintas aplicaciones,
se determiné el contenido y calidad de sus aceites esenciales como asi también el
contenido de verbascoésido (Tabla 29 a 31).

Por otra parte, los investigadores del Banco de Germoplasma generaron un listado
de descriptores morfologicos con el fin de facilitar su identificacion y caracterizacion

morfoanatomica (Farias et al., 2010a). (Ver Figura 15, Tabla 27).

Morfologia de las muestras analizadas

Para diferenciar los clones se realizaron en una primera etapa las observaciones
morfologicas de las hojas y se evaluaron 8 descriptores: color, forma, apice, base,

contorno, longitud, latitud y peciolo (Figura 15). Ademas se realizO una tabla
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comparativa para relacionar las similitudes y las diferencias entre los distintos clones
estudiados (Tabla 27).

JAUIL

CLONI CLONII  CLONIII CLONIV ~ CLONV CLONVI CLONVII SALTA GUERRERO  SEMILLAS

Figura 15. Hojas de cedron analizadas en este ensayo

Descriptores utilizados

Hoja Color: Determinado en etapa de crecimiento y plena madurez
Verde claro

Verde amarillento

Verde intenso

Verde azulado

Verde grisaceo

Otro (especificar)

ouabhwnE

Hoja Forma — Contorno: Observada en el sector medio de la rama del afio expuestos a
la luz solar.

1. Lanceolada

2. Oblanceolada
3. Eliptica

4. Oval

Hoja Forma Apice: Observada en el sector medio de la rama del afio expuestos a la luz
solar.

1. Agudo

2. Atenuado

3. Otro (especificar)
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Hoja Forma Base:

1. Aguda

2. Atenuada

3. Obtusa

Hoja — Bordes:

1. Entero-liso

2. Ondulado

3. Dentado atodo lo largo

4. Entero, con algunos dientes
5. Otro (especificar)

Hoja tamafio — Longitud:

1. Pequeias: menos de 8 cm
2. Medianas: de 8 a 10 cm

3. Grandes: mas de 10 cm

Hoja tamafio — Latitud:

1. Angostas: menos de 2cm
2. Medianas: 2a3cm

3. Anchas: mas 3 cm

Hoja Peciolo Longitud:
1. Corto: hasta 5 mm
2. Mediano:5a 10 mm

Tabla 27. Descriptores de cedrdn aplicado a las muestras del Banco de Germoplasma de Entre

Rios
Clones 1 2 3 4 5 6 7 Salta | Guerrero | Semilla
1- Hoja color
1. Verde claro X
2. Verde amarillento X
3. Verde intenso X X X X X X

4. Verde azulado

Hoja forma-contorno

1. Lanceolado X X X X X X
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Clones 3 4 5 6 7 Salta | Guerrero | Semilla

2. Oblanceolado X
Hoja forma-apice

1. Agudo X X X

2. Atenuado X X X X

3.  Obtuso X
Hoja forma-base

1. Aguda X X

2. Atenuada X X X X

3. Redondeada X
Hoja bordes

1. Entero-liso X X

2. Ondulado X

3. Dentado a todo lo largo X X X X

4.  Entero, con algunos dientes X
Hoja tamafo-longitud

1. Pequefias: menos de 8 cm X X X

2. Medianas: entre 8 y 10 cm X X

3. Grandes: mas de 10 cm X X X
Hoja tamafio-latitud

1. Angostas: menos de 2 cm X X X X X

2. Medianas: entre 2y 3cm X X

3. Anchas: més de 3cm X
Hoja peciolo-longitud

1. Corto: hasta 5mm X X X X

2. Mediano: de 5a10 mm X X X X
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Tabla 28. Relacién de caracteres coincidentes para los diferentes clones cultivados en el Banco
de Germoplasma

g b 2

Clones 1 2 3 4 5 6 7 & (% §
1 2 2 5 3 2 4 2 3 3
2 2 4 3 1 1 3 2 2 5
3 2 4 4 2 2 3 4 3 2
4 5 3 4 4 2 4 2 2 3
5 3 1 2 4 5 6 2 2 0
6 2 1 2 2 5 5 4 4 1
7 4 2 3 4 6 5 2 2 1
“Salta” 2 2 4 2 2 4 2 6 2
“Guerrero” 3 2 3 2 2 4 2 6 1

“Semillas” 3 5 2 3 0 1 1 2 1

26 25 18

N
(o))
N
o
N
(o))
N
©
N
(61
N
»
w
o

Suma de coincidencias

Como se observa en la tabla 28, las hojas que mayor similitud morfologica
presentaron fueron los clones 5 - 7 y Guerrero - Salta. El clon que mas se diferenci6 del

resto fue Semillas.

Analisis del aceite esencial

Cada una de las muestras fue destilada para obtener el AE. Los rendimientos
fueron calculados sobre droga seca. Los resultados correspondientes, expresados

como % V/P, se presentan en la tabla 29.
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Tabla 29: Rendimientos (% V/P) de aceite esencial de hojas de cedréon del Banco de

Germoplasma

Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4 Clon 5 Clon 6 Clon 7 Semilla  Guerrer Salta
[0}

Rendimiento de AE 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 1.0 0.5 1.0 0.7

En general, el rendimiento de aceite esencial fue bajo, 0.2% V/P, pero cumplié con
lo exigido por la Farmacopea Europea 8.0 (mayor a 0.2%). Los mayores rendimientos

fueron obtenidos para las muestras denominadas Clon 7 y Guerrero (1.0% V/P)

Los AE fueron analizados por GC-FID-MS. Se identificaron mas de 30 compuestos
siendo los principales los detallados en la tabla 30, que son los que estaban presentes
en una concentracion mayor a 0.05% en al menos una muestra. Se determiné que los
compuestos principales en todas las muestras fueron limoneno, neral y geranial con
excepcion de la muestra procedente de Guerrero (Jujuy), en la que el compuesto
principal fue B-tuyona (75.2%), al igual que la informada como tipo C en el ensayo B
(tabla 21). La muestra denominada semillas a pesar de que present6 neral y geranial
como compuestos principales, el contenido de limoneno fue muy bajo (0.5%) y el de
sabineno fue muy alto (16%) con respecto al resto de los clones analizados. La muestra
denominada Salta present6 un alto contenido de limoneno (36%) con respecto al resto
de las muestras. En la Figura 16 se muestral los perfiles cromatograficos mas

representativos de este ensayo.

Tabla 30. Principales compuestos de AEC de muestras provenientes del Banco de

Germoplasma (Universidad de Entre Rios)

Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4 Clon 5 Clon 6 Clon7 Semilla  Guerrero Salta

Compuesto Porcentaje
sabineno tr 0.3 2.4 1.8 tr 0.1 1.9 16.0 5.0 0.1
6-metil-5-hepten-2-ona 11 0.8 3.2 2.7 0.8 0.6 1.9 0.1 0.1 15
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Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4 Clon 5 Clon 6 Clon7 Semilla  Guerrero Salta

Compuesto Porcentaje
limoneno 13.8 20.1 9.2 9.5 26.4 34.7 8.9 0.5 0.1 36.0
1,8-cineol 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.9 2.6
cis-B-ocimeno 0.3 0.4 0.0 0.0 0.2 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0
a-tuyona 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.2 0.0
B-tuyona 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 75.2 0.0
citronelal 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 35
neral 21.4 17.8 21.7 22.6 18.2 13.7 26.7 15.7 0.0 17.4
geranial 28.8 22.0 26.4 29.3 24.3 17.2 35.9 23.2 0.0 26.8
acetato nerilo 0.3 tr 0.0 0.0 0.4 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0
acetato geranilo 2.3 1.7 tr tr 2.1 1.3 0.0 0.0 0.0 0.0
B-cariofileno 1.7 1.8 0.9 0.2 1.7 1.9 0.8 1.4 0.0 0.0
ar-curcumeno 1.9 2.9 1.9 2.0 3.1 3.1 1.8 4.8 0.5 1.8
germacreno D tr tr 0.3 tr 0.3 0.1 0.4 0.0 0.0 0.0
trans-nerolidol tr tr 1.6 1.8 0.2 0.0 1.0 0.0 0.0 0.0
espatulenol 2.6 3.3 6.5 5.9 2.9 2.7 4.3 13.1 0.0 1.9
oxido de cariofileno 4.2 7.0 4.3 4.7 7.5 9.3 2.8 10.4 0.3 5.4
Total identificado 78.4 78.1 78.4 80.5 88.1 85.0 86.6 85.4 83.3 97.0
tr: <0.05%
Clon 3 sy
©
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Figura 16. Perfiles cromatograficos en columna no polar de los AEC mas representativos del

Banco de Germoplasma de Entre Rios.
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Figura 16 continuacion. Perfiles cromatograficos en columna no polar de los AEC

representativos del Banco de Germoplasma de Entre Rios.
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Analisis de la fracciéon no volatil

El contenido de verbascosido por HPLC, segun la Farmacopea Europea 8.0, fue
determinado en todas estas muestras (Tabla 31). Los perfiles cromatogréaficos
obtenidos fueron similares (Figura 17). Se observé que solamente las muestras
denominadas Clon 6, Clon 7 y Semilla cumplieron con las especificaciones requeridas

(mayor al 2.5%).

Tabla 31. Contenido de verbascésido en muestras provenientes del Banco de Germoplasma

(Universidad de Entre Rios)

— ~ ™ < o © ™~ < o
= [} ©
= c = c c = c = L =
o o o S oS S oS = ) <
@) @) @) @) @) @) @) 3 T @
Contenido de 1.4 1.7 1.0 1.7 1.9 35 3.1 25 1.9 2.3

verbascésido (% P/P)

mAU

@
o] & Verbascésido

600
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————=25779

o
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Figura 17. Perfil cromatogréafico por HPLC de hojas de Aloysia citrodora cultivado en el Banco
de Germoplasma, determinado segun Farmacopea Europea 8.0.
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Estudios previos describieron los elementos histo-morfolégicos y los
correspondientes parametros cuantitativos para identificar al cedron (Barbosa et al.,
2001; Albrecht et al., 2005; Gattuso et al.,, 2008). En este ensayo se detall6 la
caracterizacion morfolégica macroscopica de los distintos clones analizados,
permitiendo optimizar en el campo la seleccion de materiales de cedron para cultivo, por
tamanfo, color y apariencia de las hojas. Sin embargo, estos estudios no reemplazan el
andlisis fitoquimico, porque no se pudo observar una relacion entre las variaciones

fenotipicas y el perfil fitoquimico de los distintos materiales analizados.

Desde el punto de vista fitoquimico, el clon 7 seria el mas interesante para ser
usado en la industria farmacéutica, por su alto contenido de aceite esencial y
verbascosido y el perfil de su fraccion volatil. Sin embargo, las dimensiones reducidas
de sus hojas podrian influir en su rinde de biomasa por hectéarea.

Si bien varios clones cultivados en el Banco de Germoplasma no se corresponden
con la calidad de cedrén que actualmente demanda el mercado, es importante
conservarlos para evaluar otras posibles aplicaciones, tanto en la industria de
fragancias como alimenticia y como fuente de variabilidad genética.
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Ensayo E: Evaluaciéon de la calidad del cedron cultivado en la Estacién
Experimental Agropecuaria INTA Cerrillos, en la provincia de Salta

El noroeste de la Argentina (NOA) ha sido propuesto como el centro de dispersiéon
de esta especie (Siedo, 2006; da Silva et al.,, 2006). Por esta razon, se decidio
profundizar el estudio de la composicion quimica del AE de 25 poblaciones de cedrén,
tanto de origen silvestre como de cultivos experimentales que crecen en esta region. De

12 de estas muestras (14D-25D) también se determiné el contenido de verbascdsido.

Morfologia de las muestras analizadas

Se observaron diferencias morfolégicas en las hojas de cedron utilizadas para la
realizacion de este ensayo. El menor tamafio de hojas lo presentaron las muestras 14D,
18D y 25D (Figura 18).

Figura 18. Hojas de cedron analizadas en este ensayo

126



Resultados y discusién

Analisis de los aceites esenciales

Se realizo la destilacion de los 12 materiales vegetales. Los rendimientos de AE se
calcularon sobre droga seca. Los mismos variaron entre 0.4y 2.1% V/P (tabla 32). Las
muestras fueron analizadas por GC-FID-MS. Soélo se indican los compuestos que se
encontraron en una concentracion mayor al 5% en alguna de las muestras. Los
porcentajes por debajo de 0.05% o no detectados se muestran como "0". Se detectaron
diferencias cualitativas y cuantitativas significativas en la composicién quimica de los
distintos aceites esenciales. Ademas, en seis casos (los pares de muestras marcadas
14C-14D a 19C-19D, respectivamente) la calidad se mantuvo estable durante el
periodo en estudio (2003-2010).

Los perfiles cromatogréaficos de las distintas muestras presentaron diferencias cuali-

cuantitativas como se observa en la figura 19.
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Tabla 32. Principales compuestos y contenido de AEC analizados en este ensayo

Muestra

Contenido de aceite
esencial (%V/P)

Compuestos
sabineno
santolina alcohol
limoneno
1,8-cineol
a-tuyona
B-tuyona
trans-6xido de limoneno
citronelal
sabinona
cis-dihidrocarvona
trans-dihidrocarvona
neral
carvona
geranial
timol
piperitenona
ar-curcumeno
espatulenol
oxido de cariofileno

Total

1v

0.7

0.3

0.0

17.9

0.0

0.7

0.0

7.5

0.0

0.0

0.0

9.2

0.4

12.5

15

0.0

2.3

5.2

13

58.9

2V

0.8

6.0

0.6

0.1

0.2

13

0.0

0.0

12.0

0.0

0.0

0.0

16.7

0.0

21.6

0.4

0.0

0.0

2.3

0.0

61.2

3V

2.1

0.3

0.4

0.4

0.2

11

1.4

0.0

42.9

0.0

0.0

0.0

6.9

15

8.7

0.9

0.0

0.0

2.4

0.7

67.8

4V

0.7

0.1

0.0

34.8

0.0

0.3

0.0

0.3

1.4

0.0

0.0

8.8

1.0

10.4

0.1

0.1

11

0.7

0.0

50.1

5V

1.2

0.1

0.0

30.2

0.0

0.2

0.1

0.1

19.4

0.0

0.0

0.0

9.0

0.4

10.8

0.3

0.0

0.9

2.1

0.0

73.6

6V

1.0

0.4

0.0

26.5

0.0

0.7

0.0

0.3

0.9

0.0

0.0

0.0

14.5

0.7

18.6

0.2

0.0

2.2

2.3

0.0

67.3

1A%

0.7

Porcentaje

0.3

55

4.4

11

0.0

0.2

0.0

38.3

0.0

0.0

0.0

2.1

0.9

2.8

0.4

0.0

2.3

0.5

0.0

58.8

8V

11

0.6

0.0

145

0.0

0.2

0.2

0.5

52.2

0.0

0.0

0.0

2.2

0.3

2.5

0.2

0.0

2.0

1.4

0.0

76.8

9V

0.4

6.5

0.0

2.4

0.0

4.1

57.3

0.0

0.2

2.4

0.0

0.2

0.1

0.1

0.0

0.2

0.4

0.8

0.2

0.0

74.9

1ov

0.7

1.2

0.0

0.6

0.0

1.4

0.0

0.3

25.8

0.0

0.0

0.6

8.3

0.7

9.5

0.0

0.1

1.7

4.0

0.0

54.2

11v

0.5

0.0

0.0

0.0

0.0

2.8

0.9

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

1.2

16.7

1.2

8.7

0.0

0.9

3.5

5.8

41.7

12v

1.9

2.2
0.0
0.3
9.2
3.0
59.8
0.0
0.2
3.7
0.0
0.4
0.1
0.9
0.2
0.7
0.0
0.5
0.3
0.5

82.0

128

13V

1.0

0.1

0.0

25.2

0.0

0.3

0.0

0.2

20.7

0.0

0.0

0.0

8.5

0.5

9.9

0.1

0.0

11

15

0.0

68.1
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Muestra

Contenido de aceite

esencial (% V/P)
Compuesto
sabineno
santolina alcohol
limoneno
1,8-cineol
a-tuyona
B-tuyona
trans-6xido de limoneno
citronelal
sabinona
cis-dihidrocarvona
trans-dihidrocarvona
neral
carvona
geranial
timol
piperitenona
ar-curcumeno
espatulenol
6xido de cariofileno

Total identificado

14C

131

0.0

0.1

0.0

11

0.0

0.0

75.7

0.0

0.0

0.0

0.6

0.0

0.1

0.0

0.0

0.3

0.3

0.0

91.3

14D

11

16.1

0.0

0.2

0.0

1.7

0.0

0.0

56.8

0.0

0.1

0.1

0.6

13

0.8

0.0

0.0

1.2

0.4

0.0

80.7

15C

0.8

0.8

0.0

37.7

0.0

0.0

0.0

2.5

23.3

0.0

0.0

0.0

9.6

0.0

10.2

0.0

0.0

0.6

0.5

0.7

85.9

15D

0.9

0.3

0.0

55.2

1.0

0.1

0.3

0.9

9.5

0.0

0.6

0.2

5.5

1.6

6.7

0.0

0.0

0.9

11

1.4

88.2

16C

0.6

18.3

0.0

0.1

1.0

14

0.0

0.0

70.7

0.0

0.0

0.0

12

0.0

0.1

0.0

0.0

0.0

0.7

0.0

93.5

16D

0.7

26.6

0.0

11

0.0

2.3

0.0

0.0

41.9

0.1

0.1

0.0

2.1

0.2

2.8

0.0

0.0

15

2.1

0.0

84.8

17C

0.5

0.6

0.0

25.9

0.0

6.0

0.1

6.6

1.8

0.0

11.6

35.2

0.0

11

0.0

0.0

0.0

0.1

0.2

0.4

89.6

17D

1.0

0.3

0.0

29.8

0.4

5.9

0.1

3.3

0.4

0.0

10.6

31.8

0.0

2.0

0.0

0.0

0.0

0.9

0.9

0.5

88.7

18C 18D
0.5 0.8
Porcentaje
0.3 0.3
0.0 0.0
42.2 52.5
0.2 0.9
1.6 1.7
0.2 0.0
0.4 0.0
0.0 0.0
0.0 0.0
0.0 0.6
0.0 0.2
0.0 0.0
37.0 30.7
0.0 0.0
0.0 0.0
0.0 0.0
0.0 0.0
0.0 0.0
0.6 0.9
82.5 91.4

19C

0.4

9.3

0.0

0.3

0.7

46.8

26.6

0.0

0.0

5.2

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.1

0.3

0.0

89.3

19D

0.6

6.1

0.0

0.3

0.4

59.0

20.4

0.0

0.1

5.6

0.1

0.0

0.0

0.2

0.0

0.0

0.0

0.7

0.2

0.1

95.6

20D

0.9

0.3

0.0

47.1

0.5

0.4

0.4

0.9

10.3

0.0

0.0

0.0

7.3

1.8

8.9

0.0

0.0

1.3

11

1.7

85.0

21D

0.7

28.0

0.0

0.2

2.1

2.8

0.6

0.0

37.1

0.1

0.0

0.0

0.2

0.3

0.2

0.0

0.0

0.1

11

0.3

75.3

22D

0.9

5.8

0.0

0.2

0.6

79.0

15

0.0

0.3

4.4

0.0

0.0

0.0

0.1

0.0

0.0

0.0

0.5

0.4

0.2

95.5

23D

0.9

0.3

0.0

58.5

0.4

0.1

0.0

1.0

7.6

0.0

0.7

0.1

4.6

2.2

5.6

0.0

0.0

0.8

1.2

15

88.2

24D

1.0

0.8

0.0

42.6

0.3

3.0

0.0

0.3

0.9

0.0

5.2

0.5

0.0

24.3

0.0

0.0

4.6

1.1

0.7

0.2

85.0

25D

0.5

131
0.0
0.2
0.3
1.2
0.0
0.0

58.7
0.0
0.1
0.0
0.6
1.4
0.8
0.0
0.0
1.2
1.6
3.3

83.1
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Con la finalidad de establecer alguna correlacién entre estos datos, se aplicé un

analisis de conglomerados (CA), que mostro cuatro grupos principales (Figura 20).

= =

R S TR

=TT

Figura 20. Dendograma obtenido por andlisis de conglomerados a partir del analisis de las

muestras de aceites esenciales de cedron analizadas en este ensayo.

Las similitudes mas altas, mas del 99%, se encontraron en 5V y 15C; 15D,
23D y 20D; 18A, 18D y 24D; 17C y 17D; 12V y 9V; 19C y 19D; 7V y 8V; 3V y 10V,
14C 25D, 14D y 16C; 16D y 21D (Figura 19) . Las muestras con numeros iguales y
letras diferentes (C y D) corresponden a las mismas colecciones, pero diferentes
cosechas: las C fueron cosechadas en 2003/2004 y las D en el afio 2010. La
estabilidad del perfil quimico durante siete afios en las plantas cultivadas en la
misma parcela sugiere la presencia de quimiotipos verdaderos, probablemente
cuatro. Con mas del 75% de similitud, las muestras analizadas se agruparon en los

siguientes grupos:
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Grupo 1 - tipo limoneno (17.9%-58.5%), representado por las muestras 1V, 6V, 13V,
5V, 15C, 4V, 15D, 23D, 20D.

Grupo 2 - tipo carvonas, que incluye las muestras con alto contenido de cis y trans
dihidrocarvona y carvona: 11V, 18C, 18D, 24D (carvona 16.7%-37.0%); 17C, 17D
(cis + trans dihidrocarvona 42.4%-46.8%).

Grupo 3 - tipo sabinona (2.4%-5.6%) - tuyonas (suma de a y 3 tuyona 61.4%-80.5%),
representado por las muestras 9V, 12V, 19C, 19D, 22D.

Grupo 4 - tipo citronelal (12.0%75.5%) - citral (0.4%-38.8%), representado por las
muestras 2V, 7V, 8V, 3V, 10V, 14C, 25D, 14D, 16C, 16D, 21D.

A diferencia de lo que se observa en otras areas de nuestro pais, se encontraron
diferencias cuali-cuantitativas en el perfil de compuestos volatiles del cedron
recolectado en la regién noroeste de la Argentina. Como se muestra en la Tabla 32,
los aceites esenciales de todas las muestras analizadas presentaron composiciones
guimicas muy diferentes al perfil tipico de AEC, con altas cantidades de limoneno y
citral. La mayoria de los AEC analizados presentaron como compuestos principales
citronelal y citral. No se encontré una correlacion entre las variables morfolégicas de

las hojas y la composicion quimica de las mismas.

Identificacion de sabinona.

El compuesto sabinona no pudo ser identificado en una primera instancia ya que
ni su espectro de masas ni su indice de retencion en GC estaban disponibles en la
bibliografia (Adams, 2007; Willey, 2008). Aunque el espectro de masas de la
sabinona (véase la Figura 21) mostré algunas similitudes con los de umbellulona y
pinocarvona (Adams, 2007; Willey, 2008), los indices de retencion (IR: 1154 en
columna no polar; 1594 en columna polar) mostraron ser levemente diferentes a los
informados para umbellulona (IR no polar: 1167; IR polar: 1644) y pinocarvona (Rl
no polar: 1160; IR polar: 1561). Ademas, el espectro UV en etanol 96° de muestras
de AE 19C, 19D y 22D que contiene sabinona presenta un maximo de absorcion a
258 nm que no es coincidente con el maximo de absorcion de umbellulona (A-max
265 nm) o pinocarvona (A-max 242 nm) (Moore y Fisher, 1956). El espectro de

masas de nuestra cetona demostro ser idéntica a la de sabinona sintética obtenida
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con clorocromato de piridinio (PCC) por oxidacion de sabinol (espectro gentilmente
proporcionado por el Dr. Patrick Covello, Instituto de Biotecnologia Vegetal, Consejo

Nacional de Investigaciones, Canada).
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Figura 21. Espectro de masa de sabinona obtenida en este ensayo

La confirmacién final de la identidad de sabinona se realiz6 mediante *H-RMN
(200 MHz, CDCI3) en una muestra aislada por cromatografia en columna del AE
19D: 5,74 sy 5,25 s (H-10a y 10b-H), 2,47 dd (19 y 2,7 Hz; H-20a), 2,28 d (19 Hz; H-
2B), 2,01 (dd 3,5y 8,1 Hz; H-5), 1.46 hept (6.7 Hz; H-7), 1,04 ddd (8,1, 5.3y 2.7 Hz;
H-6 exo), 0,95 d y 0,90 d (6,7 Hz; Me-8 y Me-9), 0,40 (dd 5,3, 3,5 Hz; H-6 endo),
idéntica a la reportada para la sabinona sintética (Mamane et al., 2004).

Esta fue la primera vez que se aislé e identificé sabinona de un AE, a pesar de
que ya habia sido propuesto su rol como intermediario en la biosintesis de tuyonas.
Ademas de a-tuyona, B-tuyona y sabinona, los cinco aceites esenciales de Grupo lll

(muestras de 9V, 12V, 19C, 19D y 22D) contenian sabineno y menor cantidad de
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sabinol. La co-ocurrencia de estos cinco compuestos corroboraria lo propuesto por
Croteau: que las tuyonas se biosintetizan siguiendo una ruta similar a la biogénesis
de tuyonas de la salvia (Salvia officinalis), del tanaceto comun (Tanacetum vulgare) y
del ajenjo (Artemisia absinthium), es decir, sabineno - sabinol - sabinona ->
tuyona, segun lo propuesto anteriormente por otros autores (Karp y Croteau, 1982;
Dehal y Croteau, 1987; Karp et al., 1987).

Determinacion del contenido de verbascésido

Se determind el contenido de verbascésido por HPLC en las muestras 14D a
25D (tabla 33). Los perfiles cromatograficos de todas las muestras fueron similares
(Figura 22). De las 12 muestras analizadas solamente 6 arrojaron como resultado
un contenido de verbascdsido mayor a 2.5%, valor minimo requerido por la

Farmacopea Europea 8.0.

Tabla 33. Contenido de verbascosido (% P/P) en las muestras 14D-25D

Muestra 14D 15D 16D 17D 18D 19D 20D 21D 22D 23D 24D 25D
Contenido de
verbascésido 14 2.9 4.0 1.8 3.6 2.4 3.0 2.2 25 3.6 0.5 0.6

(%P/P)

00 Verbascésido

Acido ferulico 2
350

==26.0°
—30.375

3004

250 ‘

Figura 22. Perfil cromatogréafico por HPLC de hojas de Aloysia citrodora cultivado Salta,

determinado segin Farmacopea Europea 8.0
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Es de destacar que ninguna de las muestras estudiadas en este ensayo
cumplié con la especificacion acerca de la composicion del AE, ya que ninguna
presento el perfil tipico con alto contenido de citral y limoneno, pero si seis de ellas
(15D, 16D, 18D, 20D, 22D y 23D) cumplieron con las normas europeas en cuanto al
contenido de verbascosido. Por esta razon, seria necesario ampliar las
especificaciones de las normas europeas, incluyendo el perfil de la fraccion volatil
para dar mayor precision a la calidad quimica del material vegetal. Esto es al menos,
una exigencia de calidad en nuestro pais, dada la gran biodiversidad encontrada en

la fraccion volatil.
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Ensayo F: Evaluacion quimica de poblaciones silvestres recolectadas en el

noroeste argentino (NOA)

De acuerdo a los resultados informados y habiéndose observado que los aceites
esenciales de las muestras procedentes del (NOA) tenian una composicion quimica
muy diferente a la tipica, se recolectaron 36 muestras silvestres de esta region
durante los aflos 2006, 2008 y 2009. Las hojas del material vegetal recolectado
fueron destiladas con el fin de obtener su AE para ser analizado por GC-FID-MS. De
algunas muestras se realizdé, ademas, la determinacion del contenido de

verbascésido segun la Farmacopea Europea 8.0.

Anadlisis de los aceites esenciales

Los aceites esenciales fueron obtenidos por hidrodestilacion. Los rendimientos
fueron calculados sobre droga seca. Los resultados correspondientes se presentan
en la tabla 34. Todas las muestras analizadas presentaron un contenido mayor a
0.2% V/P, que es el minimo valor requerido por la Farmacopea Europea. EI mayor
rendimiento en AE fue 1.9% V/P para la muestra 33, proveniente de la provincia de

Catamarca.

Los AE fueron analizados por GC-FID-MS (Figura 23). Se detectaron diferencias
cuantitativas significativas en la composicién quimica de los mismos. Se identificaron
mas de 65 compuestos considerando solo aquellos que estan por encima del 5% en
por lo menos una muestra. La suma de los mismos represento entre el 77.3% vy el
98.9% del total (tabla 34).

En la tabla 34 se muestran la composicion quimica de los AE de las 21 muestras
provenientes de Jujuy. En la tabla 35 se muestran los valores obtenidos para las
muestras recolectadas en Salta y en la tabla 36 los valores correspondientes a las

provincias de Catamarca y Tucuman.
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Tabla 34. Compuestos principales (% P/P) del AEC de las muestras provenientes de Jujuy analizadas en este ensayo

Lugar CHILCAYO SAN ROQUE
Afio de 2006 2008 2009 2008 2009
recoleccion
Muestra N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Rendimiento de
aceite esencial 0.5 0.3 0.7 0.4 0.5 0.3 0.2 0.5 0.2 0.4 0.4 0.4 0.3 0.4 0.8 0.2 0.2 0.4 1.4 0.9
(%VIP)
Compuesto Porcentaje
sabineno 1.4 1.3 1.1 54 0.1 1.9 4.2 3.3 = 1.1 235 0.3 0.8 1.7 3.5 = = 18.0 5.0 0.4
limoneno tr tr 22 03 252 tr 02 03 115 tr 19 375 01 44 02 31 110 - - 7.0
1,8-cineol 87 30 86 49 08 - 30 6.6 - - 65 08 01 56 01 05 08 228 0.2
linalol 0.7 - tr 0.2 0.5 tr 0.5 0.4 0.3 0.2 0.4 0.2 0.5 0.2 0.1 0.5 0.5 = 0.2 =
a-tuyona 1.6 2.0 3.2 3.1 tr 2.1 0.2 1.3 tr 2.5 tr 0.6 3.2 0.1 4.1 - 0.2 15 3.8 -
B-tuyona 12.1 tr 65.7 75.4 tr 626 21 379 25 862 19 tr 830 10 863 19 45 - 86.5 23
citronelal - 54.4 - tr - - 47.2 - tr - 373 03 - - 00 07 70 336 - 39.0
trans-sabinol 50.1 - 09 04 25 250 - 40.3 - 0.8 - 12 4.0 56.7 0.7 tr - - 03 0.1
sabinona tr - 0.1 2.0 - 2.0 - 15 tr 3.2 - 0.1 15 0.4 0.7 0.2 - - 0.8 tr
cis-dihidrocarvona tr 0.8 0.5 tr 0.1 - - - 0.4 - 0.1 - - - - - 0.4 - tr -
trans- tr 1.0 0.4 - 0.1 tr - 0.1 0.2 0.1 - 0.1 0.1 - 0.1 - 0.3 - - -
dihidrocarvona
citronelol tr 2.9 0.1 tr - - 4.5 - - - 1.8 - 0.1 - - tr tr 5.6 0.1 5.6
trans-carveol 0.1 - - tr 509 0.1 - - 0.5 0.1 - 30.2 - 0.6 - tr 1.6 - - -
neral tr 14 0.1 tr - - 1.0 0.1 - - 2.8 - - - tr 199 23 0.3 tr 0.1
carvona 0.1 = 5.0 tr 0.4 - tr 709 0.1 - 122 01 114 tr 1.4 48.2 - - 0.1
geranial tr 1.9 - 0.1 - tr 1.6 - - - 3.9 - - - 0.1 344 20 0.6 0.1 -

21

0.3

1.0

13.1

17

41.2

tr

0.1

3.8
tr

tr

1.4
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acetato de 0.1 - 0.1 tr tr 4.7 0.1
geranilo

ar-curcumeno

biciclogermacreno - 0.1

15 = tr = =

Total identificado  98.3 919 989 97.1 924 961 773 983 964 982 913 941 964 911 986 836 89.2 962 989 93.0 958

Tr: <0.05%
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Tabla 35. Principales compuestos de AEC determinados en muestras provenientes de Salta

analizados en este ensayo

Lugar

Muestra N°

Rendimiento de aceite esencial

(%VIP)

Compuesto
sabineno
limoneno
1,8-cineol

linalol
a-tuyona
B-tuyona
citronelal
trans-sabinol
sabinona
cis-dihidrocarvona
trans-dihidrocarvona
citronelol
trans-carveol
neral
carvona
geranial
acetato de geranilo
B-cariofileno
ar-curcumeno
germacreno D
biciclogermacreno
espatulenol

Total identificado

Tr: <0.05%

22

0.7

1.7

9.0

13.3

0.2

29.5

1.9

1.4

0.5

0.1

0.2

2.1

0.4

0.2

98.9

23

0.8

30.5

tr

2.7

0.4

1.7

354

0.4

tr

0.1

3.8

0.5

0.2

98.8

24

0.5

4.7

tr

1.4

0.2

25

76.8

0.5

0.1

0.1

0.1

0.1

14

0.6

1.6

0.1

98.6

25

0.7

18.9

0.6

2.6

26.1

27.1

0.8

1.9

0.3

1.8

0.6

0.4

0.7

97.6

SALTA
26 27
0.4 0.3
Porcentaje
6.6 0.2
- 57.2
2.1 0.3
0.5 0.5
1.1 tr
6.7 1.2
41.2 0.3
0.2 -
- 6.2
- 0.6
2.0 -
- 0.8
- 12.8
0.7 tr
0.1 tr
- 0.5
2.0 1.8
0.6 0.1
1.7 0.4
2.3 0.5
96.0 93.9

28

0.3

tr

18.5

0.3

0.3

46.6

0.1

tr

3.2

0.7

0.4

1.0

tr

2.7

6.4

0.5

0.1

0.4

88.9

29

0.5

5.3

0.4

79.5

tr

0.6

0.1

0.1

0.2

0.4

0.4

0.5

0.1

0.4

2.8

0.4

0.3

0.8

95.2

30

0.6

6.3
0.3

0.3

0.7

0.2

66.7

tr

3.8

1.7

2.3

0.1

0.8

15

13

2.2

92.0

31
0.6

9.4

0.4

0.2

1.0
48.5

0.1

1.2

4.7

6.1
0.4
0.6

1.9

0.2

0.9

84.4
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Tabla 36. Principales compuestos determinados en muestras provenientes de Catamarca y

Tucuman.

Muestra N°

Compuesto Porcentaje

limoneno

linalol

B-tuyona

trans-sabinol

cis-dihidrocarvona

citronelol

neral

geranial

B-cariofileno

germacreno D

espatulenol

Tr: <0.05%
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Figura 23. Perfiles cromatograficos en columna no polar de algunos de los aceites

esenciales de cedrén analizados en este ensayo
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Muestra 36 sans

sabineno
. heral
geranial

T
0 1250 = 1650 = 18.50

Figura 23 continuacion. Perfiles cromatograficos en la columna no polar de algunos de los

aceites esenciales de cedrdn analizados en este ensayo

De todas las muestras analizadas, solamente dos, la muestra 16 procedente de
la localidad de San Roque y la muestra 36 procedente de Tucuman, presentaron
como compuesto principal citral. Sin embargo, ninguna de las dos muestras
presento el perfil tipico esperado para AEC ya que no contienen limoneno en altas

concentraciones.

Como se observa en la tabla 34, la composicion quimica de las muestras
provenientes de Chilcayo se mantuvo durante los 3 periodos analizados, siendo los
compuestos principales: trans-sabinol (muestras N° 1, 8, 14), citronelal (muestras N°
2,7,11), B-tuyona (muestras N° 3, 4, 6, 10, 13) y trans-carveol (muestras N° 5y 12).

Las muestras 29, proveniente de Salta y 33, 34 y 35, recolectadas en
Catamarca, presentaron alto contenido de linalol (78.2%-85.1%). Esta es la primera

vez que se encuentra este compuesto en tan alta cantidad en un AEC.

De todos los aceites esenciales analizados, ninguno presentd un perfil tipico
para cedrén, en donde los compuestos mayoritarios esperados son limoneno (10-
30%), neral (14-27%) y geranial (17-36%), segun los valores establecidos en el

ensayo B).

Para el andlisis estadistico de los datos de este ensayo se utilizé el analisis por

conglomerados (Infostat, 2008) (Figura 22) utilizando 14 componentes (compuestos
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gue se encontraron en una concentracion mayor al 5% en por lo menos una
muestra), considerando como tuyonas a la suma de a + [ tuyona, como
dihidrocarvonas a la suma de cis + trans dihidrocarvona y considerando citral como

la suma de neral + geranial.

Ward
Dizisncis: [Euclides"Z)

T T T
0.00 50,57 101,12 151,70

1
20277

Figura 22. Dendograma obtenido por analisis de conglomerados a partir del analisis de

muestras de AEC silvestres del Noroeste Argentino

El dendrograma obtenido agrupa las muestras en cinco grupos, con un 65% de
similitud:
Grupo 1 - tipo tuyonas, representado por las muestras N° 3, 22, 6, 4, 24, 19, 15, 13,
32, 10, 14, 8 y 1. Las ultimas tres muestras presentan un contenido significativo de

trans-sabinol (40.3% - 56.7%) y menor contenido de tuyonas (1.1% - 39.2%) que las

otras muestras, por lo tanto, se podrian separar formando un subgrupo.

Grupo 2 - tipo linalol, representado por las muestras N°: 35, 34, 33 y 29.
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Grupo 3 - tipo citronelal, (39.0% - 66.7%), representado por las muestras N°: 28, 21,
20, 31, 7, 30, 26, 2, 18, 23 y 11. Los ultimas tres muestras con un contenido
significativo de sabineno (18,0% -30,5%) y 1,8-cineol (22,8%) y menor contenido de
citronelal (33,3% -37,3%) por lo que formarian un subgrupo.

Grupo 4 - tipo carvona, que incluye 2 subgrupos: "A" - representado por las muestras
N° 25, 9 y 17, con alto contenido de carvona y menos de limoneno y subgrupo
muestras "B", N° 27, 5y 12 con alta concentracion de limoneno y menos carvona y
dihidrocarvona.

Grupo 5 - tipo citral (51,0-54,3%), representado por las muestras N° 36 y 16.

La formacion de estos grupos podria ser explicada a partir del andlisis de las
diferentes rutas biosintéticas que dan origen a los distintos compuestos (Karp y
Croteau, 1982; Dehal y Croteau, 1987; Karp et al., 1987; Sanwang et al., 2001, lijima
et al., 2004;. Degenhardt et al., 2009). De esta manera, a partir del geranil difosfato
podria o bien desplazarse el metabolismo hacia la biosintesis de tuyona, dando
origen a las muestras cuya composicién quimica se encuadra dentro del grupo 1,
desplazarse hacia la sintesis de linalol dando origen a las muestras agrupadas
dentro del grupo 2 o bien sintetizar limoneno, precursor a partir del cual se

sintentizan los demas compuestos, generando los grupos 3, 4 y 5 (ver Figura 23).
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Figura 23. Biosintesis de monoterpenos
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Determinacion del contenido de verbascoésido

El contenido de verbascadsido fue calculado para 8 muestras: 4, 5, 15, 27, 28, 29,
30 y 36 (Tabla 37, Figura 24). Como resultado se observd que solamente las
muestras 4, 27 y 29 cumplieron con las especificaciones requeridas por la

Farmacopea Europea 8.0, observandose un contenido mayor al 2.5% P/P.

Tabla 37. Contenido de verbascdsido (% P/P)

Muestra 4 5 15 27 28 29 30 36

Contenido de verbascésido (% P/P) 3.7 0.6 0.8 35 1.8 35 15 0.5

—== 30.03

Verbascésido

Acido ferulico

—25.803

—24.221

e ) Ny s — N - o L

T - >v T T T T T T T T ¥ T T T T T T T T T T T T
18 20 22 24 26 28 30 32 34 mi

Figura 24. Perfil cromatogréafico por HPLC de hojas de Aloysia citrodora del NOA,

determinado segun Farmacopea Europea 8.0
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“The University of Texas, Austin (LL, TEX)
Aloysia citrodora Palau
Det. . J. Siedo, 2008

Aloysta triphylla (L'Eér.) Britton Herb. No. 8 [[ - ([0
ISOTYPE of A, citriodora Ort.]

Identified by H. N, Mownexks and cited
by him in his Monogeaph of the Genus

October, 1947

Aloysia triphylla (L'Her.) Britton (Isotipo de A. citriodora Ort.)
Museo de Historia Natural de Estocolmo (1947)

Ortega, coautor con Palau de la obra que contiene la descripcién
original, escribié de su pufio y letra (no se indica la fecha)
“Aloysia citriodora”. Material utilizado por Moldenke en 1947
para renombrar a la especie como Aloysia triphylla (L'Her.) Britt.,
y describiéndola como isotipo de A. citriodora Ortega.
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Conclusiones

6 CONCLUSIONES

El cedron es la especie aromatica nativa mas difundida en el mundo.
Actualmente su comercializacion se provee de cultivos existentes en varios paises,
como Marruecos, Portugal, Francia, Vietnam, Paraguay, Chile, etc. En los ultimos
afios han surgido varias normas de calidad para el cedrdn, justamente como una

necesidad de esta expansioén en su demanda.

Es paraddjico que nuestro pais, considerado como posible region de origen para
esta especie, esté casi ausente en este mercado. Las causas pueden ser dos: falta
de competitividad por costos, pero fundamentalmente la falta de homogeneidad en la
oferta, como consecuencia de una muy variable calidad, que muchas veces no
cumple con las normativas de los distintos mercados. Desde hace casi una década
se han recibido numerosas solicitudes de productores, acopiadores e industrias
usuarias de esta especie, para conocer la calidad de la misma, debido a los
problemas de comercializacion que presentaba. Todo esto hizo que se considerara

prioritario lograr los objetivos que se habian planteado en esta investigacion.

Este fue el marco con que se encard este trabajo, aportando el conocimiento
necesario para individualizar la variabilidad natural de la especie en nuestro pais, y
proponiendo especificaciones de calidad que contribuyan a una mejor oferta del

producto, ya sea a la industria farmacéutica como a la alimentaria o cosmética.

Como toda planta aromatica, histéricamente se puso el mayor énfasis en
identificar la calidad de su aceite esencial. No obstante, los numerosos trabajos
aparecidos en los ultimos afios sobre las actividades biologicas del cedrén, enfatizan
la importancia de la fraccion no volatil, especificamente por la presencia del

verbascésido, cuantitativamente el principal constituyente de esta fraccion.

En funcion de este contexto, si bien el trabajo se inicid con la evaluacién de la
fraccion volatil, hubo que agregar, durante la investigacion, la valoracién del
verbascoésido, debido a que es el principal marcador desde el punto de vista

farmacoldgico.

En nuestro pais, se estan actualizando las monografias farmacopeicas y las
normas de calidad de los aceites esenciales nativos, para adecuarlas a los adelantos

cientificos y para aportar una mejor evaluacion de las calidades de cedron
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necesarias en las distintas industrias. Estas politicas también impulsaron la

concrecion de este trabajo.

Para llevar a cabo los objetivos propuestos y conocer la variabilidad fitoquimica
de la fraccion volétil del cedron nacional, se determiné el contenido de AE en 135
muestras provenientes de muy diversos origenes, y de materiales cultivados y
silvestres o muestras comerciales del mercado local. En todas las muestras
analizadas el rendimiento obtenido fue mayor a 0.2% V/P, limite exigido por la
Farmacopea Europea. El valor promedio fue de 0.8% V/P.

Por medio del analisis de los distintos AE pudo confirmarse la presencia de
diferentes quimiotipos de cedrén de la Argentina, en funcidn de sus compuestos

principales y la relacion biosintética entre los mismos:

1) AE con altos contenidos de limoneno y citral, perfil tipico descripto para
cedron y es el que se emplea en todo el mundo.

2) AE con alto contenido de limoneno, siendo posiblemente una variedad
primigenia desde el punto de vista biosintético.

3) AE con alto contenido de linalol, quimiotipo detectado por primera vez.

4) AE con alto contenido de carvona y derivados (cis y trans dihidrocarvona).

5) AE con alto contenido de tuyonas (a + B tuyona). Esta variedad es muy
importante caracterizarla, porque fue la causa de algunos rechazos de
exportaciones (por sus posibles efectos indeseables), y es muy comun que se
exija determinar su ausencia en cada partida.

6) AE con alto contenido de citronelal, variedad que fue reiteradamente usada
en cultivos industriales en nuestro pais, al confundir su perfil aromético con el
caracteristico del cedron tradicional. Es comercializado esporadicamente para

infusiones.

El perfil tipico de AEC, con altos contenidos de citral y limoneno solamente fue
observado en 68 muestras, lo que representa el 50% de la totalidad de los aceites
analizados. El resto de los quimiotipos encontrados provinieron del NOA argentino.
El cedrén tipico (alto citral y limoneno) es el difundido por todo el mundo y el

considerado, hasta ahora, el de mejor calidad. Teniendo en cuenta la gran
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variabilidad observada en el perfil aromatico de esta especie medicinal en nuestro
pais, es que se propone incluir la determinacién de la composicion quimica del AEC

en las distintas normas de calidad.

Para dar mayor precision a su caracterizacion, se determiné cuales pueden ser
los marcadores positivos y negativos y sus rangos de aceptacion, dando las bases
para la redaccion de futuras normas de AEC. Después de revisar todos los AEC
analizados, se observd que seria recomendable modificar el valor especificado
inicialmente para el limoneno (10%-30%), ya que de las muestras de AE de
composicion tipica, solo el 71% de las muestras se encontré dentro de ese rango. El

25% de las muestras analizada arrojé un valor menor a 10%.

Contenido de limoneno
4%

~_

B <10%
B 10%-30%
>30%

Para que el 90% de las muestras analizadas cumpla con una nueva

especificacion, podria modificarse dicho rango y establecerlo entre 5% y 30%.

Contenido de limoneno

%

B <5%
H 5%-30%
>30%
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Es importante destacar que durante el estudio de este AEC se identifico por
primera vez en un aceite esencial la presencia del compuesto sabinona, cetona
terpénica que habia sido propuesta teGricamente como intermediaria en la
biosintesis de la tuyonas, pero nunca habia sido aislada, solamente sintetizada.

Se analiz6 un cultivo de cedron en Misiones, zona potencialmente productora, a
lo largo de un afio, determinando el contenido y composicion del AE y el contenido
de verbascdsido. Considerando ambos parametros se determind que el momento

Optimo para su cosecha serian los meses de diciembre y enero.

Se contribuyé también a la caracterizacion quimica de los materiales de cedron
depositados en el Banco de Germoplasma de la provincia de Entre Rios con la
finalidad de conocer su rendimiento y composicion de AE y contenido de
verbascosido. De esta manera se cuenta con material factible de ser multiplicado por

productores.

En cuanto al contenido de verbascosido se realiz6 la determinacion en 52
muestras de hojas de cedrdon. Solamente 14 muestras dieron como resultado un
contenido mayor a 2.5% V/P, lo que significa que solo el 27% cumplié con lo exigido
por la actual Farmacopea Europea. El valor promedio de todas las muestras
analizadas fue de 2.1% P/P. De ser incluida su determinacion en la monografia de
cedron hojas de la Farmacopea Argentina debera considerarse una disminucion en
ese valor para que sea mas representativo de las poblaciones locales.

Se observo que el contenido de verbascosido no guarda relacién alguna con la
calidad del aceite esencial. Hemos encontrado muestras que presentaron un aceite
esencial de calidad tipica, con altos contenidos de limoneno y citral, que dieron bajo
contenido de verbascésido. Y las muestras con perfiles aromaticos atipicos de AEC,

presentaron valores variables.

Habiendo analizado una gran cantidad de muestras de hojas de cedrén de
Argentina, ya sea en lo que se refiere a la composicion quimica del AEC y a la
determinacion del contenido de verbascoésido, se sugiere introducir modificaciones
en la monografia de Cedrén propuesta para la Farmacopea Argentina. En su
momento se establecieron valores de concentracién de marcadores positivos y de

marcadores negativos (ver ensayo B) para una serie de compuestos relevantes para
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AEC. Al finalizar este trabajo de tesis se observé que la mayoria de los porcentajes
establecidos deberian seguir siendo los mismos, con excepcién del limoneno. Este
compuesto se encontré en menor concentracion en la mayoria de los AEC
analizados. Se sugiere entonces modificar ese valor, estableciendo que el contenido

del mismo sea entre 5-25%.

En la monografia planteada anteriormente se incluyé el andlisis por CCD del
AEC. Esta determinacién no tendria sentido ya que el andlisis por cromatografia de
gases del AEC es mas especifico y brinda mayor informacion que la CCD. En
cambio, seria de mayor utilidad incluir la determinacion del contenido de
verbascésido por HPLC, ya que es un valor a tener en cuenta en funcion de su uso

como planta medicinal.

Los resultados obtenidos permiten plantear especificaciones de calidad para el

uso del cedron en la industria alimentaria y cosmética.

Como corolario de este trabajo se adjunta una propuesta de monografia de

cedron:

CEDRON, hoja

Definicion - Cedrén esta constituido por hojas enteras o fragmentadas de Aloysia citrodora
Paldu (Verbenaceae). La droga vegetal debe contener no menos de 2.1% de verbascésido
expresado como acido fertlico; no menos de 0,20 por ciento de aceite esencial para droga
entera y no menos de 0,15 por ciento de aceite esencial para droga fragmentada.

Cedroén debe cumplir con las siguientes especificaciones.

CONSERVACION

En envases inactinicos bien cerrados, almacenados en sitio fresco y seco.

ENSAYOS

Identificacién

A- Caracteristicas macroscopicas - Hojas enteras, con borde ligeramente aserrado,
lanceoladas, de apice acuminado, de 4 a 12 cm de longitud y 1 a 2,5 cm de ancho,

brevemente pecioladas, asperas al tacto y quebradizas. Cara superior de color verde oliva y
cara inferior mas clara. Nervadura media prominente en la cara inferior y con numerosas
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nervaduras secundarias, notablemente paralelas entre si. Posee aroma citrico caracteristico
y sabor ligeramente dulzaino.

B - Caracteristicas microscopicas - En vista superficial se observa una epidermis superior
con células poliédricas, de paredes anticlinales mas bien rectas, cuticula lisa, y pelos
unicelulares, verrucosos, silicificados, cistoliticos, adpresos, rodeados de una roseta de
alrededor de 8 células poligonales, las que contienen cada una un cistolito de carbonato de
calcio, y de pelos unicelulares de paredes gruesas, verrucosos, en forma de colmillo.

Los pelos glandulares pueden ser con una célula basal, una de pie y una cabeza secretora
unicelular y pelos glandulares sésiles con cabeza unicelular. La epidermis inferior presenta
células de paredes anticlinales sinuosas, con tricomas similares a los descriptos, pero en
mayor cantidad, con estomas elevados de tipo anomocitico y cuticula estriada sobre las
nervaduras. El corte transversal pone de manifiesto a ambas epidermis uniestratificadas. El
mesoéfilo es dorsiventral con 1 a 2 hileras de parénquima en empalizada y 3 a 4 hileras de
parénquima esponjoso. En la region del nervio medio, se observa colénquima angular en
relacion con ambas epidermis. El haz vascular es colateral, con floema hacia ambas caras.

C - Droga en polvo - Polvo color verde claro. Muestra fragmentos de epidermis superior sin
estomas y de epidermis inferior con estomas, pelos con los caracteres ya descriptos y
fragmentos de nervaduras.

Materia extrafia (ver 630. Métodos de farmacognosia)
No debe contener mas de 2 %.

Pérdida por secado (ver 630. Métodos de farmacognosia)
No debe contener mas de 11 %.

Cenizas totales (ver 630. Métodos de farmacognosia)
No debe contener mas de 10 %.

Control higiénico (ver 630. Métodos de farmacognosia)
Debe cumplir con los requisitos.

Determinacion de aflatoxinas <110>
Debe cumplir con los requisitos.

Valoracion
-Verbascoésido.

Sistema cromatografico

Emplear un equipo para cromatografia de liquidos con un detector ultravioleta ajustado a
330 nm y una columna de 25 cm x 4,6 mm con fase estacionaria constituida por
octadecilsilano quimicamente unido a particulas porosas de silice de 3 a 10 pm de didmetro.
El caudal debe ser aproximadamente 1 ml por minuto.

Fase movil A: Preparar una solucién de 0.3% V/V de acido fosforico en agua.
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Fase mavil B: Acetonitrilo.
Filtrar y desgasificar ambas soluciones.

Tiempo A B
0-20 93-83 7-17
20-30 83 17
30-35 83-75 17-25
35-40 75-20 25-80
40-45 20-93 80-7

Preparacién soluciéon de referencia: preparar una soluciéon al 10% de acido ferulico en
etanol 60% V/V.

Preparacién muestra: A 1.0 g de cedron en polvo exactamente pesado agregarle 50 ml de la
solucion de referencia. Agitar durante 2 hs con agitador magnético. Centrifugar 15 minutos.
Filtrar el sobrenadante a través de un filtro de membrana de 0.45um de didmetro nominal
de poro.

Procedimiento - Inyectar por separado voliimenes iguales (20 pul) de la Preparacion soluciéon
de referencia y de la Preparacién muestra, registrar los cromatogramas y medir las
respuestas correspondientes al acido ferulico y al verbascésido.

Calcular el porcentaje de verbascésido expresado como acido ferulico, usando la siguiente
formula:

Al xXxm2Xxpx05x3.1
A2 xml

Donde

A1: area el pico del verbascésido en el cromatograma obtenido con la solucién muestra.

A2: area del pico del acido ferulico en el cromatograma obtenido con la preparacion
solucidn de referencia.

m1: masa, en g, de la droga vegetal utilizada en la preparaciéon muestra.

m2: masa, en g, del acido ferulico utilizado en la preparacion solucién de referencia.

p: pureza del acido ferulico.

3.1: factor de correlacion entre el verbascdésido y el acido ferulico.
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Verbascdsido
Acido ferdlico

M % ke ) 2 M me

Perfil cromatografico (HPLC) del extracto de Aloysia citrodora

- Aceites esenciales y perfil cromatografico

Sistema cromatografico - Emplear un equipo para cromatografia de gases con un detector
de ionizacién a la llama, un inyector de flujo dividido

y una columna capilar de 30 m x 0,25 mm de silice fundida recubierta con fase estacionaria
constituida por polietilenglicol de peso molecular aproximadamente 20.000 y de 0,25 pm de
espesor.

Mantener la temperatura de columna a 60 2C durante 10 minutos y programar un aumento
de 2 C por minuto hasta alcanzar 180 2C y mantener a esta temperatura durante por lo
menos 5 minutos.

Mantener el inyector y el detector a aproximadamente 220 °C. Se debe emplear nitrégeno
como gas transportador y la velocidad lineal debe ser aproximadamente 35 cm por minuto.
Ajustar la relacién de division del inyector en 1:100.

Solucién estandar - Disolver 100 mg de limoneno, 100 mg de eucaliptol, 200 mg de citral y
100 mg de citronelal en 5 ml de ciclohexano.

Solucién muestra - Emplear una porciéon de aceite esencial obtenida en ciclohexano en
Valoracién.

Aptitud del sistema (ver 100. Cromatografia) - Cromatografiar la solucién estandar y
registrar las respuestas de los picos segun se indica en Procedimiento: la resolucién R entre
los picos correspondientes a limoneno y eucaliptol no debe ser menor de 1,5 y el nimero de
platos tedricos calculado a partir del pico de limoneno debe ser mayor a 30.000.

Procedimiento - Inyectar por separado en el cromatdégrafo volumenes iguales
(aproximadamente 1 pl) de la Solucién estandar y de la Soluciéon muestra. Registrar los
cromatogramas y medir las respuestas de los todos los picos. Determinar los tiempos de
retencidn relativos al pico de geranial (trr) y determinar el contenido en porcentaje de cada
uno de los constituyentes por el método de normalizacién porcentual.
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El contenido en porcentaje de aceites esenciales son los indicados en la siguiente tabla:

Compuesto Contenido (%)
Limoneno Entre 5y 30 %

1,8 cineol Menor de 1,0 %
6-metil-5-hepten-2-ona Menor de 3,5 %
cis-tuyona + trans-tuyona Menor de 0,5 %
Citronelal Menor de 0,5 %

Neral Entre 14y 27 %

Geranial Entre 17y 36 %
ar-Curcumeno Mayor de 1,0%

geranial

neral

oxido de canofileno

~in lmoneno

espatulenol

- ar-curcumeno

¢ |
3 'J SAR WAL

Perfil cromatografico (GC) del extracto de Aloysia citrodora

VALORACION

Pesar 25,0 g de cedrdn recientemente reducido a polvo y transferir a un balén de 1 litro.
Destilar con 300 ml de agua y 0,5 ml de ciclohexano en el tubo graduado, a una velocidad de
2 a 3 ml por minuto durante 2 horas. (ver Determinacién de aceites esenciales en 630.
Métodos de Farmacognosia).
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Desde el punto de vista alimenticio, esta especie es ampliamente utilizada como
infusion y saborizante en bebidas alcohdlicas, y para este fin, y en funcion de los
resultados obtenidos, es evidente la necesidad de asegurar la falta de tuyonas por
un lado, y la posibilidad de generar nuevos perfiles arométicos al utilizar quimiotipos
distintos al tipico. En este sentido, ya se ha experimentado con muestras de cedron
con alto contenido de citronelal, por su aroma citrico y herbdceo mas pronunciado

que el cedron tradicional.

En cuanto al potencial uso del cedron en cosmética, su aprovechamiento
industrial puede estar orientado no solo a encontrar nuevos perfiles aromaticos en
las quimiotipos novedosos encontrados, como se planted en el parrafo anterior, si no
también las actividades biolégicas de su fraccion no volatil, caracterizada

fundamentalmente por su contenido de verbascaésido.

En resumen, la biodiversidad fitoquimica caracterizada en la fraccion volatil de
esta especie dentro de la Argentina y el analisis de su fraccién no volatil, justifican la
implementacion de pautas especiales para su normalizaciéon, aportando
caracteristicas propias a la oferta local. Bien planificado, se puede crear valor
agregado o competitividad por la presencia de diferentes calidades, lo que puede
materializarse en una denominaciéon de origen. Por otro lado, abre nuevas
posibilidades para la generacion de nuevas alternativas de produccién, desde el

sector agricola hasta en la elaboracion de diferentes articulos industriales.
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