Fecha de recepcion: 25 de marzo de 2015
Fecha de aceptacion: 28 de octubre de 2015 Dominguezia - Vol. 31(2) - 2015

Composicion de los aceites esenciales de especies de Verbena
nativas de la provincia de Buenos Aires bajo cultivo

Martin I. Rodriguez Morcelle! *, Ana Lia Rossi', Martha Gattuso?, Nancy M. Apdstolo!

! Programa Interdisciplinario de Estudios en Plantas Vasculares (PIEPVas). Departamento de Ciencias Bésicas, Uni-
versidad Nacional de Lujan, C.C. 221, (6700) Lujan, Buenos Aires, Argentina.

2 Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario, Suipacha 531, (2000) Rosario,
Santa Fe, Argentina.

" Autor a quien dirigir la correspondencia: martinmorcelle@gmail.com

Resumen

Verbena gracilescens (Cham.) Herter, V. bonariensis L., V. intermedia Gillies y Hook., V. litoralis Kunth,
V. montevidensis Spreng. y V. rigida Spreng son las especies nativas del género en la provincia de Buenos
Aires. Excepto V. montevidensis, el resto presenta propiedades hepatoprotectoras, digestivas, antiinflama-
torias, antidiarreicas y antimicrobianas, entre otras. Este trabajo tiene por objetivo estudiar la composicion
de los aceites esenciales producidos por estas especies bajo cultivo durante dos temporadas en parcelas
experimentales del campo de la Universidad Nacional de Lujan. Las semillas utilizadas para el cultivo
fueron colectadas de poblaciones naturales. Los aceites esenciales fueron obtenidos a partir de las flores de
cada una de las especies por hidrodestilacion y analizadas por Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas (GC-EM). La composicion quimica de los aceites esenciales de Verbena en cultivo fue similar a la
observada en estudios previos en poblaciones naturales. Los compuestos mayoritarios fueron fitol, 6,10,14-
trimetil-2-pentadecanona (pentadecanona) y oct-1-en-3-ol (octenol). Sin embargo, las esencias obtenidas en
el primer afio de cultivo mostraron un alto contenido de fitol y muy bajo de pentadecanona, contrariamente a
lo observado en los aceites esenciales del segundo afio de cultivo. La cantidad de componentes de la segunda
temporada aumentd con respecto a la primera. Estos cambios en la composicion de los aceites esenciales
durante el cultivo bianual de las especies podria deberse a las condiciones fisiologicas de las plantas seglin
su edad o a las condiciones climaticas.

Essential Qils Composition of Cultivated Native Verbena Species
of Buenos Aires Province

Summary

Verbena gracilescens (Cham.) Herter, V. bonariensis L., V. intermedia Gillies & Hook., V. litoralis Kunth,
V. montevidensis Spreng., and V. rigida Spreng are the native species of the genus in the province of Buenos
Aires. Except V. montevidensis, the others exhibit hepatoprotective, digestive, anti-inflammatory, antidiarrheal,
and antimicrobial properties, among others. This work aims to study the composition of the essential oils
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produced by these species under cultivation for two seasons in experimental field plots at the National Uni-
versity of Lujan. The seeds used for cultivation were collected from natural populations. The essential oils
of reproductive parts of each species were extracted by hydrodistillation. Distilled essences were analyzed
by Gas Chromatography - Mass Spectrometry. The composition of the essential oils of Verbena in culture
was similar to that observed in previous studies in natural populations. The major compounds were phytol,
6,10,14-trimethyl-2-pentadecanone (pentadecanone), and oct-1-en-3-ol (octenol). However, the essences
obtained in the first year of cultivation had a high content of phytol and a very low content of pentadecan-
one, contrary to what was observed in the essential oils of the second year of cultivation. The number of
components from the second season was increased relative to the first. These changes in the composition
of essential oils during the biennial culture could be attributed to the physiological condition of the plants

according to their age or to weather conditions.

Introduccion

La provincia de Buenos Aires tiene seis especies
nativas del género Verbena: V. gracilescens (Cham.)
Herter, V. bonariensis L., V. intermedia Gillies y
Hook., ex Hook., V. litoralis Kunth, V. montevi-
densis Spreng. y V. rigida Spreng. Todas, excepto
V. montevidensis, son mencionadas como medicina-
les, con propiedades hepatoprotectoras, digestivas,
antiinflamatorias, antidiarreicas y antimicrobianas,
entre otras aplicaciones (Martinez Crovetto, 1981;
Castro-Gamboa y Castro, 2004; Barboza y col.,
2006; 2009; Crivos y col., 2007).

Las especies de Verbena son hierbas o sufrttices,
con tallos erectos con yemas de renuevo cerca del
nivel del suelo. Las hojas son simples y opuestas.
Las flores violaceas se encuentran agrupadas en
espigas dispuestas en grupos de a tres, la central es
de mayor tamafio que las dos laterales. Su floracion
es prolongada, va desde mediados de la primavera
hasta mediados del otofio (O’Leary y col., 2007).

Larecoleccion indiscriminada de especies medi-
cinales en poblaciones naturales, sin ningun tipo de
control respecto al cuidado del recurso y la susten-
tabilidad de la actividad, provoca una disminucion
inquietante de las poblaciones y de las plantas fac-
tibles de cosechar. Las especies medicinales nativas
sufren erosion genética acelerada, principalmente,
como consecuencia de los altos volumenes de extrac-
ci6n en sus ambientes naturales. Ademas, la calidad
del producto derivado de poblaciones naturales es
dificilmente estable, debido a la alta variabilidad en
el contenido de compuestos activos y los métodos
artesanales de secado y almacenamiento (Bandoni,
2000; Ocampo, 1994; 2007).
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En el caso de las especies nativas aromaticas o
medicinales la domesticacion permite un mejora-
miento en la calidad de la hierba como materia prima
para uso en herboristeria, asi como el abastecimiento
sostenido.

Se han realizado estudios integrales con el fin de
iniciar el proceso de domesticacion de las seis espe-
cies de Verbena nativas de la provincia de Buenos
Aires (Rodriguez Morcelle y col., 2012; 2013) vy,
especificamente, en este trabajo se estudia la com-
posicion de los aceites esenciales producidos por las
especies bajo cultivo durante dos temporadas.

Materiales y métodos

Las parcelas experimentales de cultivo fueron ins-
taladas en el campo de la Universidad Nacional de
Lujan (34°36° LS; 59° 7" LO) durante las temporadas
2009/2010y 2010/2011. Las semillas utilizadas para
el cultivo fueron colectadas de poblaciones naturales
de los alrededores de la Universidad y de varios sitios
del noroeste de la provincia de Buenos Aires. En cada
temporada se realizaron dos cortes o cosechas.

Mediante hidrodestilacion fueron extraidos los
aceites esenciales de las flores de cada una de las
especies. Para ello fue utilizado un balon de 3.000
ml de capacidad, que contenia entre 500 y 750 g de
material fresco y 2.000 ml de agua destilada. El tiem-
po de destilacion fue de 8 h. Los extractos obtenidos
fueron diluidos con hexano, filtrados (0,45 pm), y
guardados en frascos caramelo a 4 °C (Laboratorio
de Botanica, Universidad Nacional de Lujan).
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Las esencias destiladas fueron analizadas por
Cromatografia Gaseosa-Espectrometria de Masas
(CG-EM) en un Perkin Elmer modelo Autosystem
XL Gas Chromatograph-Turbomass Mass Spectro-
meter, con una columna del tipo VF-1 ms (30 m
x 0,25 mm de ID, Varian). La programacion de la
temperatura del horno consistié en 70 °C iniciales
(5 min), luego 10 °C/min hasta 310 °C y se mantuvo
10 min en forma isotérmica, con una temperatura
de 250 °C para el inyector. Se utiliz6 helio como
gas portador con un flujo de 1 ml/min. Se inyecto
1 ul de muestra diluida en hexano y el tiempo de la
corrida fue de 39 min. Los datos del espectrometro
de masas fueron obtenidos con una energia de io-
nizacion de 70eV y registrados en un rango de m/z
40-500. La cuantificacion se obtuvo a partir de los
cromatogramas correspondientes a la corriente total
de iones (TIC), considerando el area de los picos y
expresando las proporciones relativas como por-
centajes. Si bien la respuesta del detector de masas
(TIC) no es lineal a la presencia de cada compuesto

en la mezcla, esta operatoria es valida a los fines
comparativos del estudio de los aceites esenciales
de las especies en estudio.

Para la identificacion de los compuestos se uti-
lizaron las bases de datos NIST 98 version 1.5 y
NIST’ 08 version 2.0 (Servicio de GC-EM, Facultad
de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Univer-
sidad Nacional de Rosario, Técnica Bioquimica
Monica Hourcade).

Resultados

El rendimiento de los aceites esenciales fue bajo en
todas las especies estudiadas, con valores menores
a 0,1 ml/100 g de masa seca.

Se identificaron 22 componentes, en su mayoria
terpénicos, sobre un total de 25 compuestos detecta-
dos. Los compuestos mayoritarios fueron el fitol, la
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (pentadecanona)
y el oct-1-en-3-ol (octenol) (Figura 1).

Figura 1.- Espectros de masa de los componentes mayoritarios
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El componente principal fue el fitol (diterpeno
oxigenado). Sin embargo, todas las especies cul-
tivadas mostraron una reduccion del porcentaje
de este compuesto hasta un 50 % en la segunda
temporada respecto a la primera (Tablas 1y 2). Por
el contrario, la presencia de hasta 42 % de pentade-
canona en la campaiia 2010/2011 (Tabla 2) difirid
sustancialmente de los valores observados en la
campafa anterior (de 0,1 a 8,6 %) (Tabla 1). Ade-
mas, los hidrocarburos lineales y otros compuestos
oxigenados en la segunda temporada registraron
un aumento de su porcentaje respecto a la primera
(Tablas 1y 2).

Durante la campaiia 2009/2010 todas las espe-
cies mostraron mayor nimero de componentes (16
a20) en la primera cosecha respecto a la segunda (6
a9) (Tabla 1). Para la segunda campafia de cultivo,
el comportamiento de las especies fue diferente.
Durante el primer corte de esa temporada el nimero
de componentes vari6 de 13 a 15, mientras que en
el segundo corte se observaron 19 a 21 compuestos
(Tabla 2).

Dentro de cada temporada se observaron es-
casas diferencias en la composicion y el numero
de compuestos de los aceites esenciales entre las
especies cultivadas (Tablas 1 y 2). En la campana
2009/2010, V. bonariensis se destaco por el incre-
mento en el porcentaje de pentadecanona en el
segundo corte (8,6 %) respecto del primer corte
(1,3 %). Sin embargo, en esta especie el porcentaje
de fitol no present6 diferencias en ambas cosechas.
V. montevidensis mostrd cantidades similares de
fitol y de pentadecanona en el primero y el segun-
do cortes. Por otro lado, V. gracilescens y V. rigida
exhibieron un aumento del 10 % en el contenido
de fitol en la segunda cosecha respecto a la pri-
mera, en tanto que el contenido de pentadecanona
presentd una disminucion apreciable (Tabla 2).

En el segundo afio de cultivo (2010/2011),
V. gracilescensy V. rigida mostraron los mayores
porcentajes de fitol. Estas especies, al igual que
V. montevidensis, aumentaron su porcentaje de
fitol notablemente en la segunda cosecha. Por otra
parte, V. litoralis fue la especie con los mayores
porcentajes de octenol (13,7 y 26,3 %), mientras
que en las especies restantes solamente se obser-
v6 0,3 a 7,7 % de ese componente. Finalmente,
los sesquiterpenos oxigenados disminuyeron su
concentracion en la segunda cosecha en todas las
especies (Tabla 2).
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Discusion

Los aceites esenciales de las especies de Verbena
nativas de la provincia de Buenos Aires obtenidas
de plantas de las parcelas experimentales no mos-
traron variacion en la composicion con respecto a
los provenientes de plantas de la misma especie
de poblaciones naturales (Rodriguez Morcelle,
2013). Sin embargo, los aceites esenciales obte-
nidos de las especies cultivadas durante dos afios
(2009/2010 y 2010/2011) presentaron diferentes
caracteristicas segun la temporada. Las esencias
obtenidas en el primer afio de cultivo (2009/2010)
mostraron un alto contenido de fitol y bajo de
pentadecanona. En los aceites esenciales prove-
nientes de material del segundo afio de cultivo
(2010/2011), el porcentaje de fitol fue menor y
el de pentadecanona fue mayor que en el primer
afio.

Asimismo, en las esencias de V. litoralis y
V. montevidensis se observd un aumento en el
contenido de octenol. Estos cambios en la com-
posicion de los aceites esenciales durante el cul-
tivo bianual de las especies podria deberse a las
condiciones fisiologicas de las plantas seglin su
edad. Por otro lado, esos cambios también podrian
atribuirse a las abundantes precipitaciones regis-
tradas en la primera temporada y al déficit hidrico
observado en la segunda temporada de cultivo.
Estas condiciones climaticas afectaron de igual
manera a las poblaciones naturales, que mostraron
el mismo comportamiento que el cultivo respecto
al contenido de los componentes mayoritarios de
las esencias.

Por otra parte, no se registraron variaciones
en el rendimiento de las esencias, y los niveles se
mantuvieron debajo del 0,1 % (ml/100 g de mate-
ria seca). Segun Ricciardi (2006), el rendimiento
de las esencias de tres especies de Verbenaceae
estuvo estrechamente vinculado con el periodo de
lluvias.

Diferentes autores informaron sobre la com-
posicion quimica de los aceites esenciales de
V. officinalis (Chalchat y Garry, 1996; Shams
Ardakani y col., 2003; Zoubiri y Baaliouamer,
2011), de V. bonariensis, V. venosa (=V. rigida)
y de V. supina (Al-Amier y col., 2005), que mos-
traron diferente tipo y porcentaje de componentes
respecto a las esencias de las especies de Verbena
nativas de Buenos Aires.



Dominguezia - Vol. 31(2) - 2015

Tabla 1.- Composicion de los aceites esenciales de las sumidades florales de las especies de Verbena del estudio

V. V. V. V. V.
bonariensis litoralis montevidensis  gracilescens rigida

Cosechas 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
TR. Componentes
(min)
4,10 Nonano 0,01 0 0 0 0 0 0,01 0 0,01 0
6,52 Oct-1-en-3-ol 5,0 1.4 3,7 0,7 0,3 0,4 42 0,5 2,6 tr
9,21 Nonanal tr 0 tr 0 0 0 0 0 tr 0
9,25 3,7-Dimetil-1,6-octadien-3-0l 0,3 0 0,4 0 0,1 0 1,0 0 0,7 0
10,70  Salicilato de metilo tr 0 0,01 0 tr 0 tr 0 tr 0
10,90  Terpineol 0,1 0 0,1 0 0,1 0 0,2 0 0,2 0
12,84  Tridecano tr 0 tr 0 0 0 tr 0 tr 0
13.84 g; gnﬁgﬁgllfﬂ‘l’]hz:; ij' tr o 01 0 01 0 03 0 02 0
15,06  Hexadecano 0,2 0,1 0 tr 0 0,3 0 0,1 0
15,36 Sin identificar 1.4 0 0,8 0 0,5 0 1,0 0 0,6 0
15,50  Sin identificar 2,3 0 1,4 0 0,8 0 1,5 tr 1,0 0
16,47  p -Menta-1(7),8(10)-dien-9-0l 3.4 1,0 1,6 0 0,8 tr 0,3 tr 0,8 tr
16,68  Tetradecanal 0,1 0 tr 0 tr 0 0,1 tr 0,1 0
19,26 g;llao’14'Trimetﬂpentade°a'2‘ 13 86 05 42 03 03 11 09 14 01l
20,42  No identificado 0 0,9 0 0,7 0 0 0 0 0 0
21,77  Eneicosano 0,2 0 0,1 0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,4 tr
21,85  Fitol 84,9 837 909 914 969 98,7 89,0 97,7 895 99,6
22,40  No identificado 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0,3 0
23,48  Tricosano 0,4 2,6 0,1 1,9 0,1 0,2 0,3 0,3 0,7 0,1
23.80 ftl"’e?t’rlaf;li:?i_lheptadecan—4—(’>lido 0 0 0 0 tr 0 tr 0 tr 0
25,04  Pentacosano 0,4 1,8 0,1 1,1 0,1 0,2 0,5 0,4 1,1 0,1

Numero de componentes 18 7 17 6 16 7 19 9 20 7
Componentes agrupados
Hidrocarburos monoterpénicos (HM) - - - - - - - - - -
Monoterpenos oxigenados (MO) 3,7 1 2,1 - 1 - 1,7 - 2 tr
Hidrocarburos sesquiterpénicos (HS) - - - - - - - - - -
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 1,3 8,6 0,5 4,2 0,3 0,3 1,1 0,9 1,4 0,1
Diterpenos oxigenados (DO) 84,9 83,7 90,9 91,4 96,9 98,7 89 97,7 89,5 99,6
Hidrocarburos lineales (HL) 1,2 4,5 0,4 3,1 0,2 0,5 1,3 0,8 2,3 0,2
Otros compuestos oxigenados (OC) 5,1 1,4 3,7 0,7 0,3 0,4 4.4 0,5 3 tr
Desconocidos (D) 3,7 0,9 2,2 0,7 1,3 0,1 2,5 tr 1,7 -
Componentes identificados 96 99,1 97,7 99,3 98,7 99,9 97,5 99,9 98,2 100

tr: trazas. 1: primer corte 15/01/2010 - (primera cosecha); 2: segundo corte 1/04/2010 - (segunda cosecha). Cultivo,

campafia 2009/2010.

29



Rodriguez Morcelle y col.

Tabla 2.- Composicion de los aceites esenciales de las flores de las especies de Verbena del estudio

V. bonariensis V. litoralis V. montevidensis V. gracilescens V. rigida

Cosechas 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
TR(min) Componentes
4,10 Nonano 0,1 0,1 0,3 0,01 0,5 0,1 0,2 0,1 0,4 0,4
6,52 Oct-1-en-3-ol 2,8 2,0 13,7 26,3 7,7 6,0 1,9 0,9 0,9 0,3
9,21 Nonanal 0,5 0,1 0,8 32 0,3 2,4 0,1 0,1 0,1 0,1
9,25 3,7-Dimetil-1,6-octadien-3-ol 0,6 0,5 1,4 1,9 0,8 0,6 0,4 0,3 0,9 0,4
10,70 Salicilato de metilo tr tr 0 0,3 0 0,1 0 0 0 0
10,90  Terpineol 0,1 0,1 0,3 0,4 0,1 tr 0,1 tr 0,1 0,2
12,84  Tridecano 0,1 4,9 0,1 2,3 0,4 0,4 0,1 0,3 0,3 tr
XTI gn?lgf;‘llcfrll‘ﬁf;‘; . 0 01 & 06 0 r 0 o w0l
15,06  Hexadecano 2,2 2,9 0,9 2,7 0,4 0,9 0,4 0,1 0,3 0,1
15,36 No identificado 0 1,0 0 0,7 0 tr 0 tr 0 0,1
15,50  No identificado 0 2,1 0 1,1 0 tr 0 0,1 0 0,1
16,47  p -Menta-1(7),8(10)-dien-9-ol 0 0,9 0 1,7 tr 0,1 0 0,2 0 0,1
16,68 Tetradecanal 0 1,0 0 2,1 0 2,8 0 3,4 0 0,8
19,26 6,10,14-Trimetilpentadeca-2-ona 41,7 36,9 22,8 12,3 40,3 13,1 38,5 6,0 31,8 15,8
20,42 No identificado 0 1,5 0 1,8 0 0 0 0 0 0,1
21,77  Eneicosano 3,1 2,5 2,7 2,5 48 2,9 3,6 1,0 3,7 0,8
21,85 Fitol 40,9 36,6 53,3 36,2 329 66,1 48,6 84,3 52,1 77,8
22,40  No identificado 0,2 0,1 0 tr 0 0 0 0,1 0,3 0
23,48 Tricosano 4,0 4,6 2,2 2,6 4,6 2,9 34 1,7 3,7 1,2
23,80 j’_iﬁdz(’)l6'Tetr"‘memheptad“an' 0,2 0,2 0,1 0,1 04 0,2 0,2 0,2 0,5 03
25,04 Pentacosano 3,5 1,7 1,4 1,1 7,1 1,2 2,5 1,3 49 1,3

Numero de componentes 15 21 14 21 14 19 13 19 15 19
Componentes agrupados
Hidrocarburos monoterpénicos (HM) - - - - - - - - - -
Monoterpenos oxigenados (MO) 0,7 1,7 1,7 4,6 0,8 0,7 0,5 0,4 1 0,8
Hidrocarburos sesquiterpénicos (HS) - - - - - - - - - -
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 41,7 36,9 22,8 12,3 40,3 13,1 38,5 6 31,8 15,8
Diterpenos oxigenados (DO) 41,1 36,8 534 36,3 33,3 66,3 48,8 84,4 52,6 78,1
Hidrocarburos lineales (HL) 13,1 16,7 7,7 11,1 17,7 8,5 10,2 4,5 13,4 3,7
Otros compuestos oxigenados (OC) 33 33 14,4 32 8 11,3 2 4,4 1,2 1,2
Desconocidos (D) - 4,6 - 3,6 - tr - 0,1 - 0,3
Componentes identificados 100 95,4 100 96,3 100 99,9 100 99,9 100 99,6

tr: trazas; 1: primer corte 20/12/2010 - (primera cosecha); 2: segundo corte 15/04/2011 - (segunda cosecha).
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El compuesto oxigenado octenol, encontrado en
las esencias de las especies bonaerenses de Verbe-
na, también ha sido informado para otras especies
de Verbenaceae, aunque en proporciones menores
(Stashenko y col., 2003; Tavares y col., 2005; Di
Leo Liray col., 2008; Gouollaly y col., 2010; Rojas
y col., 2010).

Al-Amier y col. (2005) también informaron la
presencia de 18 % de fitol en las esencias de V. ve-
nosa (=V. rigida), pero en V. bonariensis (1,26 %)y
en V. supina (1,14 %) su presencia fue mucho menor.
En otros representantes de Verbenaceae, Crabas y
col. (2003) encontraron que este compuesto como
componente era mayoritario en las hojas de Aloysia
triphylla (sin. A. citriodora) en un extracto CO,
obtenido con tecnologia supercritica. Sin embargo,
la extraccion supercritica puede, en determinadas
condiciones de presion y temperatura, extraer la
fraccion mas lipofilica de una planta. Asi estos
autores encontraron una composicion tan atipica
en A. triphylla que no es representativa de su aceite
esencial, sino de la composicion de ceras presentes
en esta especie.

En la industria el fitol es utilizado como ingre-
diente de fragancias en cosméticos, fragancias finas,
champus y jabones de tocador, asi como en productos
no cosméticos, como detergentes y productos de
limpieza (McGinty y col., 2010). La pentadecanona,
en cambio, es una cetona alifatica sustituida que
ha sido escasamente informada para especies de la
familia Verbenaceae.

Las especies de Verbena estudiadas podrian
presentar potencial uso medicinal debido a que los
componentes mayoritarios de sus aceites esencia-
les presentan actividades biologicas. El fitol y la
pentadecanona son citados como posibles agentes
terapéuticos en diversas enfermedades, como
artritis, diabetes, tuberculosis y cancer. Ademas,
se ha demostrado que esencias con composicion
similar a la observada en este estudio exhiben
actividad antimicrobiana y repelencia a mosqui-
tos vectores de la malaria (Phutdhawong y col.,
2004; Al-Amier y col., 2005; Innocent y col.,
2008; Ogunlesi y col., 2009; Rocha y col., 2012;
Dangarembizi y col., 2013).

Este estudio representa una contribucion al cono-
cimiento de estas especies nativas en condiciones de
cultivo, ya que crecieron en las mismas condiciones
edaficas y climaticas. De esta manera los resulta-
dos son independientes de los numerosos factores

ecologicos y geograficos que producen diferencias
cuali y cuantitativas en la composicion de los aceites
esenciales (Bandoni, 2000; Ocampo, 2007).
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