iloca

pags. 61-84
2008
ISSN: 0214-1175

Composicion del aceite esencial de Artemisia
absinthium L procedente del término municipal de
Calamocha (Teruel). Caracterizacion de su
quimiotipo y estudio de las variaciones estacionales

Juan A. Llorens Molina (*)
Vicente Castell Zeising (**)
Rafael Pascual Ramirez

RESUMEN. El ajenjo comtn o wormwood (Artemisia absinthium L.) es una espe-
cie comun en la Peninsula Ibérica. En nuestra comarca es frecuente en terrenos bal-
dios y ruderales, fincas abandonadas, etc. Su uso mas conocido esta relacionado con
el licor denominado absenta o con los principios amargos que justifican su peculiar
contribucién al sabor de bebidas como los vermouth. Ademas, sus bien documenta-
dos efectos alelopaticos, insecticidas, acaricidas, —particularmente del aceite esen-
cial obtenido de sus partes aéreas— son prometedores en cuanto a su empleo en la
preparacién de productos fitosanitarios alternativos. No obstante, la existencia de
diversos quimiotipos, definidos por la presencia de ciertos componentes mayorita-
rios, hace imprescindible su caracterizacion ya que puede afectar a compuestos con
actividad biologica, tal como sucede con la tuyona, de propiedades neurotéxicas. El
objetivo de este trabajo ha sido la identificacién del quimiotipo de ajenjo que se
desarrolla espontaneamente en el término municipal de Calamocha, que ha resul-
tado ser el que contiene como componentes mayoritarios cis-epoxiocimeno y ace-
tato de cis-crisantenilo. Se ha estudiado también la variacion en la composicion de
su aceite esencial a lo largo del ciclo anual, asi como entre el obtenido a partir de flo-
res y de hojas, respectivamente.

(*) E-TS.M.R.E. Universidad Politécnica de Valencia. Departamento de Quimica.
(**) ET.S.M.R.E. Universidad Politécnica de Valencia. Departamento de Produccion Vegetal.
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ABSTRACT. The wormwood (Artemisia absinthium L.) is a widespread species in
the Iberian Peninsula. Around the town of Calamocha, it is frequent in wastelands,
uncultivated fields, etc. Its more known use is related to absinthe liqueur or the bit-
ter principles which justify its particular contribution to beverage flavours y lavours
in beverages as vermouths. Besides, its well documented alelopatic, insecticide, aca-
ricide, etc. effects —particularly, of the essential oil abstracted from aerial parts— are
promising in order to prepare alternative phytosanitary products. However, the
existence of several chemotypes, defined by the presence of certain majority com-
pounds makes their characterization indispensable because it affects to biological
active compounds, such as the neurotoxic thujone. The goal of this paper has been
to identify the chemotype of wormwood which grows spontaneously around Cala-
mocha, which has been that contains cis-epoxyocimene and cis-chrysanthenil aceta-
te as a main component. The seasonal variations and the differences between flo-
wers and leaves have also been studied.
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1. Introduccion y objetivos
1.1. Variabilidad quimica en los aceites esenciales de plantas aromaticas

Muchas de las aplicaciones de las plantas aromaticas y, particularmente, de sus acei-
tes esenciales, estan relacionadas con la presencia de determinadas sustancias biol6-
gicamente activas, por lo que la identificacién y cuantificaciéon de las mismas es un
requisito fundamental para utilizarlas adecuadamente en sus diversas aplicaciones:
terapéuticas, agroalimentarias, fitosanitarias, etc. Un problema importante, caracte-
ristico de productos naturales como los aceites esenciales, es su variabilidad quimi-
ca, tanto interespecifica como intraespecifica. Esta variabilidad obedece al hecho de
que los aceites esenciales estan constituidos por productos del metabolismo secun-
dario, cuya naturaleza, distribucién en la planta y concentracion no es consecuencia
unicamente de factores genéticos, sino de un amplio conjunto de factores ecologicos:
altitud, tipo de suelo, humedad, etc. Por otra parte, los metabolitos secundarios pue-
den cumplir también una funcién semioquimica, ya que constituyen un mecanismo
de interaccién con el resto de seres vivos de su entorno que se manifiesta en formas
diversas: efectos alelopaticos, efecto atrayente o repelente de insectos, etc., lo cual
constituye un factor mas de heterogeneidad.

Desde el punto de vista interespecifico, la variabilidad quimica referida puede ser
util desde el punto de vista taxonémico en aquellos casos en los que las caracteristi-
cas morfoldgicas no constituyen un criterio suficiente, siendo especialmente ttil en
la formacion esponténea de hibridos, como en el caso de las lavandas. Desde el punto
de vista intraespecifico la variabilidad quimica se concreta, dentro de una misma
especie, en la existencia de diferentes quimiotipos, entre los que existen diferencias
cualitativas notorias en su composicién. Entre los individuos de un mismo quimio-
tipo las diferencias son esencialmente cuantitativas y relacionadas con factores eco-
l6gicos, ambientales, etc. Aunque el quimiotipo no es una categoria con rango taxo-
némico reconocido, en los casos en los que su identidad viene definida por com-
puestos de interés aplicado, como ocurre cuando se trata de plantas aromaticas o
medicinales, la caracterizacion de los quimiotipos tiene una importancia obvia.

En resumen, la identificacion de estos quimiotipos es especialmente relevante en dos
aspectos: el quimiotaxonémico y el de aquellas aplicaciones practicas relacionadas
con principios activos que son componentes caracteristicos de un quimiotipo. Desde
el punto de vista taxonémico, los estudios sobre aceites esenciales han sido funda-
mentalmente una ayuda para definir especies y subespecies, detectar hibridaciones
en poblaciones naturales, asi como para establecer algunos patrones de variacién
geografica, frecuentemente asociados a la diversidad climatica (Harborne y Turner,
1984). Este tipo de estudios posee una larga trayectoria cuyo origen puede situarse
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en obras como: Chemical Plant Taxonomy, publicada en 1963 por Swain, o, en el
mismo afio: Biochemical Shystematics, por Turner. Actualmente revistas como
Phytochemistry o Biochemical Systematics and Ecology aportan una amplia y variada
literatura acerca de la aplicacion a la taxonomia vegetal de los datos cualitativos y
cuantitativos procedentes del analisis quimico del material vegetal.

En cuanto al segundo aspecto, este trabajo aborda un ejemplo particularmente
representativo: el de Artemisia absinthium L. (ajenjo comun) donde la presencia o
ausencia de la tuyona, componente caracteristico por su actividad neurotoxica, per-
mite caracterizar algunos de sus quimiotipos més extendidos. Cabe centrarse pues
en esta planta, comentando en primer lugar algunas de sus caracteristicas botanicas
y sus principales aplicaciones, asi como algunos aspectos generales de su composi-
ci6n quimica.

1.2. Descripcion de las caracteristicas botanicas y distribucion geografica de
Artemisia absinthium L.

Desde el punto de vista taxonomico, el ajenjo pertenece a la familia Asteraceae, géne-
ro: Artemisia, especie: Artemisia absinthium L.

El ajenjo es una planta herbécea y vivaz, de tallos ramosos, caducos, vellosos, de
matiz grisaceo, que alcanzan alturas que llegan a superar un metro. Sus hojas son
pecioladas, alternas, pinnatisectas, vellosas, de matiz verde grisaceo por el haz y pla-
teado por el envés. Sus flores son pedunculares, de color amarillo, reunidas en capi-
tulos globulosos y formando racimos en las axilas florales. Estan distribuidas a lo
largo de los tallos, exhalando un olor caracteristico.

Figura 1. Artemisia absinthium L. Figura 2. Artemisia pontica L. Figura 3. Artemisia annua L.
al comienzo de la floracién.
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Florece entre verano y otofio, dando lugar a un fruto en aquenio unilocular monos-
permo. En condiciones silvestres la especie se desarrolla en medios secos y aridos,
sin embargo, su posible cultivo se reduce a zonas de regadio ya que, si bien se la
puede considerar como poco exigente en cuanto a recursos hidricos, situacion tipica
durante el estio en condiciones de clima mediterraneo, los riegos durante el verano
aumentan notablemente los rendimientos de la cosecha. En cualquier caso, precisa
una pluviometria superior a los 400 mm/afio. Por lo que respecta a la altitud, el ajen-
jo crece espontdneamente a partir de altitudes en torno a los 600 m, pudiendo hallar-
se hasta 2.300 metros sobre el nivel del mar.

En cuanto a suelos, aunque es una planta muy rustica que crece espontaneamente en
yermos y ruderales, en condiciones de cultivo requiere unos suelos no excesivamen-
te pesados y, por tanto, sin problemas de encharcamiento (Bruneton, 1991).

El area de distribuciéon del ajenjo abarca desde Asia central hasta Europa Occidental,
asi como en algunos puntos del Norte de Africa. Dado que ha sido una planta muy cul-
tivada por su caracter aromatico, diversos autores plantean la posibilidad de que se
trate de una especie naturalizada desde antiguo en una buena parte de su area de dis-
tribucion actual, al menos en el continente europeo (Meusel y Jager, 1992). De modo
naturalizado se encuentra en Azores, el continente americano y Nueva Zelanda. En la
Peninsula Ibérica es relativamente frecuente en los Pirineos, Sistema Ibérico y Sistema
Central, con algunas poblaciones dispersas fuera de esta area, la mas meridional de las
cuales se encuentra en Sierra Nevada. Es posible que su presencia en algunas localida-
des peninsulares se deba también a naturalizaciones a partir de antiguos cultivos.

1.3. Otras especies de interés del género Artemisia

Debido a que las especies del género Artemisia suelen ser plantas aromaticas o con
compuestos amargos, muchas de ellas se utilizan localmente, tanto como plantas
medicinales como en la preparacion de licores o en perfumeria. Cabe destacar la
importancia de dos especies: A. pontica L. (figura 2) y A. annua L. (figura 3) algu-
nas de cuyas aplicaciones se citan a continuacién.

A la A. pontica se le ha denominado cominmente ajenjo menor y entra a formar
parte de la composicion de los licores de la absenta. Se utiliza en herboristeria como
aromatizante y para la preparacion de otras bebidas amargas. En farmacia se utiliza
por sus propiedades estomacales, estimulantes (Chialva y Liddle, 1981) y sedantes

(Todorova, 1996).

En su composicion quimica cabe destacar la santonina, razén por la cual se ha utili-
zado durante mas de 100 afios como antihelmintico. Su uso se ha visto desplazado
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por nuevos compuestos mas efectivos y con menores efectos secundarios (Arnold et
al., 1991). Su contenido en lactonas sesquiterpénicas ha sido estudiado reciente-
mente por Trendafilova et al. (1996).

La A. annua estd ampliamente distribuida por la region eurasiatica, siendo tradicio-
nal su uso en la medicina china. Posee una lactona sesquiterpénica, la artemisina, a
la que recientemente se ha atribuido propiedades antimalaricas muy efectivas
(White, 1994; Brown, 1994; Green et al., 1995), ademas de antibacterianas, antiin-
flamatorias y antitumorales (Tan et al., 1998).

Se han desarrollado diversos métodos para extraer la artemisina de la planta (Elsholy et
al., 1990) y para sintetizarla quimicamente (Avery et al., 1992). También se han selec-

cionado variedades con elevado contenido en el citado compuesto (Pras et al., 1991).

En la tabla siguiente (tabla 1) se muestran los principales usos de otras especies de
interés del género Artemisia:

Tabla 1. Usos y aplicaciones de diferentes especies del género Artemisia

Especie ‘ Usos ‘ Referencias

A.abrotanum Estomacal, colagoga, perfumeria, licoreria Chiej, 1983; Volak et al., 1988;
Bruneton, 1993

A.abyssinica Antidiabética Qureshi et al., 1990

A.argentea Ornamental, emenagoga, ténica Figueiredo et al., 1994

A.giraldii Antimicrobiana Tan et al., 1998

A.capillaris Antitumoral, antihepatitis, tranquilizante, Duke y Ayensu, 1985; Tan et al., 1998

aromatizante alimentario
A.dracunculus Aperitiva, colagoga, digestiva Volék et al., 1998

1.4. Usos del ajenjo (A. absinthium L.)

Desde el punto de vista farmacologico, el ajenjo posee propiedades digestivas,
actuando como tonico estomacal, carminativas, aperitivas, expectorantes, antibacte-
rianas y vermifugas. También tiene propiedades diuréticas por la presencia de ele-
vadas concentraciones de sales de potasio.

Se encuentra indicada en amorrea, dismenorrea, meteorismo, anorexia, disquinesia
biliar, bronquitis y externamente como vulneraria.

La planta tiene también propiedades vermifugas y emenagogas. También es un
buen repelente de abejas, cuando se manipulan colmenas o cuando se quiere evitar
la formacion de las mismas en lugares inadecuados.
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Figura 4. Estructura de la B-tuyona

Un campo de creciente interés de esta planta es el de sus posibles aplicaciones fito-
sanitarias. Ademas del uso popular del extracto acuoso fermentado (“purin de ajen-
jo”), utilizado como vigorizante de la planta y repelente de insectos, cabe citar los
estudios de Moreno (2005) sobre el efecto alelopatico en estudios sobre malherbolo-
gia. Asimismo, también se ha evaluado con éxito el empleo del aceite esencial de
ajenjo como acaricida (Chiasson et al., 2001).

Otros usos del ajenjo se refieren a su empleo como condimento o en licoreria para la
elaboraciéon de bebidas amargas como los vermouth o el licor conocido como absen-
ta. Precisamente, la elaboracion de ese licor con plantas que contienen una cetona
terpénica llamada tuyona dio lugar a una conocida problematica relacionada con su
obtencién y consumo. Es conveniente detenerse en este punto, ya que el origen de su
neurotoxicidad se halla principalmente en dicho compuesto, que no esta presente en
todos los quimiotipos. Este hecho confiere interés a su identificacién en las pobla-
ciones o cultivares de ajenjo, ya que existen quimiotipos sin tuyona con unas carac-
teristicas organolépticas similares (De Arifio, 1999).

1.5. Composicion quimica del ajenjo. Aspectos generales

En el ajenjo se han identificado numerosos compuestos de naturaleza quimica muy
variada: poliacetilenos: (Greger, 1979); lignanos tetrahidrofuranicos (Greger y
Hofer, 1980); flavonoides (Hoffman y Hermann, 1982); oligasacaridos (Kenedy et
al., 1988), entre otros. En las infusiones de ajenjo se han identificado también dos
cumarinas con actividad alelopatica: scopoletin y umbelliferona, asi como diferentes
aminodcidos (Zhukov y Timofeev, 1987). También es muy evidente la presencia de
saponinas por la formacién de espuma permanente cuando se agitan sus extractos
acuosos (métodos afrosimétricos) (Pascual, 2006). Se profundizard a continuacién
en dos tipos de sustancias particularmente importantes: lactonas sesquiterpénicas y
los compuestos terpénicos que forman el aceite esencial.
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Lactonas sesquiterpénicas

Forman un grupo muy numeroso de compuestos, con mas de 1400 estructuras dife-
rentes. Las lactonas sesquiterpénicas son muy caracteristicas en la familia de las
asteraceas, donde se encuentran cerca del 90% de las estructuras conocidas (Seaman,
1982). Fuera de ésta, se han aislado también en algunos géneros de apidceas, mag-
nolidceas y laurdceas, e incluso en algunas hepaticas y hongos (Hegnauer, 1992).

A nivel genérico, las lactonas sesquiterpénicas han podido correlacionarse en algunos
casos con patrones de distribucion geografica o con aspectos evolutivos de la biologia
floral dentro del género Artemisia (Greger, 1977). Ademas de su utilidad quimiotaxo-
némica, muchas lactonas sesquiterpénicas tienen actividad biolégica que las hacen
interesantes para otros fines (Rodriguez et al., 1976; Tan et al., 1998), concretamente,
varias de las lactonas sesquiterpénicas que producen las plantas del género Artemisia
tienen propiedades fungicidas, herbicidas, antimicrobianas o insecticidas, y podrian
ser una buena fuente de nuevos productos fitosanitarios (Duke, 1988).
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Figura 5. Estructura de la absintina. Una de las principales lactonas sesquiterpénicas presentes en A. absinthium L.

Compuestos terpénicos

Los terpenos son productos organicos naturales muy extendidos en plantas y ani-
males. Estan constituidos por la unién de dos o mas unidades de isopreno. Son tipi-
cos constituyentes de los aceites esenciales de las plantas (esencias de naranjas, de
menta, laurel, geranio, etc.).

Como compuestos terpénicos cuantitativamente importantes descritos por varios
autores (Chialva et al., 1976; Chialva et al., 1983b; Carnat et al., 1992; Kalemba et
al., 1993; Lamarti et al., 1996; Pino et al., 1997) en el aceite esencial de A. absin-
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thium, podemos referirnos al cis-epoxiocimeno, acetato de sabinilo, acetato de cis-
crisantenilo, el cis-crisantenol, el alcanfor, 1,8-cineol y el acetato de bornilo. Asi
como otros monoterpenos y sesquiterpenos (figura 6).
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Figura 6: Principales terpenos y terpenoides presentes en A. absinthium L.

1.6. Variabilidad quimica de A. absinthium

La composicién quimica del aceite esencial de A. absinthium ha dado lugar a la defi-
nicién de varios quimiotipos (Chialva et al., 1976; Vostrowsky et al., 1981; Karp y
Croteau, 1982; C; Carnatet al., 1992; 1995; Esteban, 1995; Nin et al., 1995; Lamar-
tiet al., 1996; Pino et al., 1997; Lawrence, 1998).
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En el trabajo desarrollado por Chialva et al., (1983) se estudia la composicion del
aceite esencial de 19 plantas de diferentes origenes geograficos y diferentes altitudes.
Estos autores definen como quimiotipo puro a las plantas que tienen mds del 40% de
un unico compuesto. Asi, describen cuatro quimiotipos puros (b-tuyona, cis-epo-
xiocimeno, acetato de crisantenilo y acetato de sabinilo) y al menos cinco quimioti-
pos mixtos (b-tuyona + cis-epoxiocimeno, b-tuyona + acetato de crisantenilo, b-
tuyona + acetato de sabinilo, cis-epoxiocimeno + acetato de crisantenilo y cis-epo-
xiocimeno + acetato de sabinilo).

En un estudio mds reciente es el realizado por Nin et al. (1995) en el que se analizan
49 plantas procedentes de semillas de diferentes origenes geograficos y cultivadas en
la misma localidad, entre las que se encuentran 11 plantas sin tuyona y 10 con un
contenido inferior al 1%. Las 28 plantas restantes contienen hasta un 70% de este
compuesto. En este trabajo se citan, por su actividad antibacteriana, otros compues-
tos como linalool, 1,8-cineol, terpinen-4-ol y nerol, aunque no se mencionan los
contenidos de otros compuestos que serian de gran interés para definir estos qui-
miotipos. Sin embargo, se destacan las diferencias encontradas no sélo entre grupos
de ejemplares de distintos origenes, ya citadas por otros autores, sino dentro de cada

grupo.

En el trabajo de Carnat (1992) los principales componentes identificados fueron
(a+8) tuyona o cis-crisantenol, dependiendo del estado de desarrollo de la planta.
En el ajenjo cosechado después del periodo de floracion (octubre o noviembre), la
cantidad de cis-crisantenol puede alcanzar mas del 60%. Este tipo de ajenjo, recolec-
tado en Auvergne (Francia) puede ser considerado un nuevo quimiotipo caracteri-
zado por la presencia mayoritaria de cis-crisantenol.

En las investigaciones de Juteau et al. (2002) se han tomado partes aéreas de ajenjo en
Francia y Croacia, en junio (plantas en estado vegetativo), julio (después de la ante-
sis), agosto (plena floracion) y en octubre (siembra). Las plantas de Francia contiene
principalmente cis-epoxiocimeno y acetato de crisantenilo mientras que los aceites
esenciales de Croacia contienen principalmente cis-epoxiocimeno y 3-tuyona.

En el trabajo de Lamarti et al. (1996) se obtuvieron siete clones de ajenjo a partir de
semillas comerciales, y la composicion de sus aceites esenciales confirma de nuevo la
gran heterogeneidad de la poblacién de origen. Uno de los clones es rico en tuyona,
mientras que tres de ellos lo son de acetato de sabinilo y los tres restantes tienen can-
tidades importantes de ambos compuestos.

En el dnico estudio realizado con individuos aislados de A. absinthium L. de origen
espafiol se analizaron tres plantas recogidas en la Comunidad de Madrid con una



Composicion del aceite ial de Artemisia absinthium L. procedente del término municipal de
Calamocha (Teruel). Caracterizacion de su quimiotipo y estudio de las variaci estaci |

composicién similar, exentas de tuyonas y con concentraciones elevadas de cis-epo-
xiocimeno y de acetato de cis-crisantenilo (Esteban, 1995).

Meis lejos de nuestra geografia cabe citar el trabajo llevado a cabo por Juzpentiené y
Mockuté (2004) quienes recolectaron ajenjo de seis localidades de Lituania en el
periodo comprendido entre 1999-2002. Los principales componentes que contiene
su aceite esencial son:

* Tuyona (cis y trans)

*  Acetato de trans-sabinol.

Y sus componentes secundarios:
*  Acetato de trans-sabinilo
*  Tuyona
* Hidrato de trans-sabineno.

Por ultimo, cabe citar también el quimiotipos de A. absinthium identificado en Pata-
gonia (Argentina) en el trabajo desarrollado por Saco y Chialva (1987). Los com-
puestos principales que se han encontrado son: B-tuyona 2,34%, B3-tuyona 59,90% y
acetato de sabinilo 18,11%.

Quimiotipos de ajenjo presentes en la Peninsula Ibérica

Dentro de la Peninsula Ibérica, cabe destacar los trabajos de De Arifio (1999) reali-
zado a partir de 300 muestras y en el que se han definido 7 quimiotipos; caracteriza-
dos por su contenido en:

cis-epoxiocimeno.

cis-epoxiocimeno y acetato de cis-crisantenilo.

acetato de cis-crisantenilo.

cis-epoxiocimeno y tuyona.

cis-epoxiocimeno, acetato de cis-crisantenilo y tuyona.
acetato de cis-crisantenilo y tuyona.

tuyona.

OmEUOw

A través de los datos obtenidos en esta investigacion se observa que el mayor por-
centaje de la variabilidad encontrada en la composicion de los aceites esenciales
de ajenjo puede explicarse en funcion de los tres compuestos mayoritarios: cis-
epoxiocimeno, acetato de cis-crisantenilo y - tuyona. En base a ellos pueden
definirse los siete quimiotipos ya indicados. En la Peninsula Ibérica son clara-
mente mayoritarios los tres primeros quimiotipos, constituyendo el 93 % de las
muestras analizadas en dicho trabajo. Entre ellos predomina el B, que se halla

2
.
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distribuido por toda la Peninsula. También cabe sefialar que las poblaciones de
ajenjo son heterogéneas y contienen generalmente distintos quimiotipos, pero en
la distribucién general de éstos puede observarse un cierto gradiente desde el este
(Pirineos, sur del Sistema Ibérico), donde el quimiotipo A es el que acompafia
preferentemente al B, hacia el noroeste (Cordillera Cantabrica), donde es el qui-
miotipo C el que predomina junto al B. Los quimiotipos D, E, F y G (con tuyo-
na) solo aparecen en una pequefa franja que va desde el Valle del Ebro (Tarazona
y Tulebras) hacia la Meseta, (Toro, Navaleno y Medinaceli) atravesando el Siste-
ma [bérico.

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es, principalmente, la caracterizacién del quimiotipo pre-
sente en la comarca del Jiloca, concretamente en el término municipal de Calamo-
cha, a través del analisis de los aceites esenciales. Asimismo, también se pretende
determinar las variaciones de composicion mas importantes a lo largo del ciclo vege-
tativo, asi como las diferencias entre los capitulos florales y las hojas.

3. Material y métodos
3.1. Material vegetal. Procedencia y preparacion de las muestras

El material vegetal fue recolectado en la localidad de Calamocha (Teruel), cuyas
coordenadas U.T.M son: 30TX1L.437312, durante el afio 2004 (analisis inicial), 2005
(diferencias entre flores y hojas) y 2006 (estudio de la variacion estacional). Cada
muestra fue obtenida a partir de 50 plantas uniformemente distribuidas en la zona y
seleccionadas con el mayor grado posible de diversidad morfologica. En parte del
material, se separaron manualmente las inflorescencias y las hojas; en otra parte,
simplemente se eliminaban los tallos gruesos, obteniéndose una muestra correspon-
diente al conjunto de las partes aéreas de la planta. La zona de recolecciéon corres-
ponde a una extension aproximada de 3 ha de fincas abandonadas, proximas a la
poblacién, cuya vegetacion espontanea es de tipo ruderal.

Tras cada recoleccidon, el material vegetal se secé al aire hasta peso constante,
alcanzandose éste al cabo de 8-10 dias. Una vez desmenuzado se extendi6 en una
bandeja de polietileno y se homogeneiz6 manualmente durante un tiempo aproxi-
mado de 5 minutos previamente a la obtenciéon de la muestra para el analisis. El
material vegetal seco, antes de ser sometido a hidrodestilacion, fue triturado para
aumentar la superficie activa y poder incrementar asi el rendimiento de aceite
esencial.
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Figuras 7 y 8. El ajenjo crece espontaneamente en ruderales y fincas abandonadas en las proximidades del entorno

urbano de Calamocha. K
73
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3.2. Obtencion de las muestras de aceite esencial por hidrodestilacion

La obtencién del aceite esencial se realizo a partir de muestras de 20 g de material
vegetal seco al aire hasta peso constante, mediante destilacion por arrastre de vapor
de agua con un equipo Clavenger (hidrodestilacién), utilizando 500 mL de agua des-
tilada y un tiempo de 1,5 h.

Una vez concluida la destilacién, se separ6 el aceite esencial obtenido, recogiendo
con diclorometano los restos adheridos a la pared interna del equipo Clavenger. La
disolucion de aceite esencial asi obtenida fue separada de la fase acuosa por decan-
tacion y sometida a deshidratacién con sulfato de sodio anhidro. Posteriormente se
eliminé el disolvente mediante destilacion a presién reducida (rotavapor), determi-
nando el rendimiento de aceite esencial en % en masa. Finalmente, el aceite esencial
obtenido fue llevado a volumen con un matraz aforado de 5 mL, siendo introduci-
do en un vial en el que se eliminé el aire aplicando una corriente de nitrogeno
durante 1 minuto. Dicho vial fue sellado y almacenado a -18° C hasta el andlisis
cromatografico.

3.3. Analisis cromatografico
3.3.1. Métodos aplicados

El analisis de las muestras de aceite esencial se realizé por cromatografia gaseosa en
dos equipos simultdneamente, uno con espectrometro de masas como detector
(GC-MS) y otro con detector de 1onizacién de llama (GC-FID), utilizando en
ambos casos la misma columna capilar e idéntico programa de temperatura.
Mediante GC-FID se llevo a cabo la cuantificacion en términos relativos de los
diferentes componentes a partir de las dreas de los picos calculadas por integracion
grafica mediante la aplicacion informadtica incorporada al equipo, sin considerar
factores de respuesta.

3.3.2. Equipos utilizados y condiciones de trabajo
GC-FID

Se utilizé un equipo Hewlett-Packard HP3398GC Chemstation. Para llevar a cabo
cada analisis se diluyeron 10 mL del extracto inicial de la muestra en 1 mL de dicloro-
metano, inyectandose en el cromatégrafo 1 mL de la disolucion final. Las condiciones
de trabajo fueron las siguientes: se utilizé como fase mévil N, la temperatura del
inyector fue de 250° C y la de la columna fue programada con una variacién de 50° C
a250° C arazon de 3° C min-1. La inyeccién tuvo lugar con una relacion de split 1:50.
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GC-MS

El equipo empleado consta de un cromatografo de gases y un detector de masas Cla-
rus 500 (Perkin-Elmer) con una columna capilar ZB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 m_),
analoga a la empleada con detector FID. Su fase estacionaria es: 5 % fenil — 95% -dime-
tilpolisiloxano. La fase mévil es helio con un caudal de 1,2 mL min-1. La temperatu-
ra y relacion de split del inyector y el programa de temperatura fueron los mismos que
en GC-FID. El detector es un espectrémetro cuya cdmara de ionizacion funciona con
un voltaje de 70 eV. Los datos obtenidos consisten en el espectro de masas para cada
una de las sustancias procedentes de la columna del cromatografo. Mediante el pro-
grama Turbo Mass 5.0. los espectros de masas correspondientes a cada pico del cro-
matograma fueron registrados y comparados con los de la base de datos NIST 2.0. Se
pueden conocer asi las sustancias cuyos espectros de masas son mas parecidos a los
correspondientes a cada pico contribuyendo asi a su identificacién. Este proceso viene
expuesto en la figura 9 y se basa en la consideracion simultanea de:

* Andlisis de los espectros de masas mediante la base de datos NIST 2.0
* Indices de retencion de Kovats y su comparacién con los publicados por

Adams (1995)

* Enalgunos casos, empleo de patrones de componentes puros

Andlisis por CG-MS

Analisis por CG-FID

Columna

cromatografica ZB-5 Determinacion de los

tiempos de retencion de
patrones de alcanos

Determinacion de los
tiempos de retencion de
patrones de alcanos

Determinacion de Determinacion de Patrones de sustancias
indices de Kovats indices de Kovats puras
Espectros de

masas
Libreria NIST | Identificacién de los componentes

Cuantificacion
por el método de
normalizacién de [+

las dreas de los

picos

Figura 9. Esquema del método analitico
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5.1. Caracterizacion de los quimiotipos. Composicion cualitativa y cuantita-

tiva de la muestra

El analisis cualitativo y cuantitativo de referencia fue realizado con la muestra reco-
lectada en agosto de 2004, en el periodo de floracion. En la tabla 2 se muestran los
resultados correspondientes, indicando los métodos empleados en la identificacion
y el porcentaje del area total de los picos.

Tabla 2. Composicién cualitativa y cuantitativa de la muestra obtenida durante la

floracion

Nombre Identificacion % (area total)

MONOTERPENOS

opineno 4,52 939 GC-MS, I.K., patrones 0,31

Sabineno 5,35 978 GC-MS, I.K. 0,11

B-mirceno 5,68 992 GC-MS, I.K., patrones 0,05

Limoneno 6,73 1033 GC-MS, 1.K., patrones 0,02

Cis-Ocimeno 6,91 1039 GC-MS, I.K., patrones 0,08

Terpinoleno 8,48 1089 I1.K. 0,01
Total 0,58

Nombre Identificacion % (area total)
SESQUITERPENOS
a-copaeno 19,55 1378 GC-MS, LK. 0,02
b-bourboneno 19,92 1387 GC-MS, LK. 0,03
b-elemeno 20,21 1393 GC-MS, LK. 0,02
e-cariofileno 21,3 1421 GC-MS, LK. 0,89
a-humuleno 22,64 1456 GC-MS, I.K. 0,06
Germacreno-D 23,73 1482 GC-MS, I.K. 0,29
Curcumeno-ar 23,8 1484 GC-MS, LK. 0,17
B-selineno 23,93 1487 GC-MS, LK. 0,28
Himachaleno
(ar-dehidro-ar) 25,02 1515 GC-MS, LK. 0,39
Selina-3,7(11)-dieno 25,93 1540 GC-MS, I.K. 0,09
Total 2,24
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Nombre tR LK. Identificacion % (area total)

OXIDOS

Oxido de linalool

furanico (trans) 8,02 1075 GC-MS, I.K. 0,12

Cis-epoxiocimeno 10,07 1137 GC-MS, I.K. 25,64

Trans-epoxiocimeno 10,34 1145 GC-MS, I.K. 0,89

Rosefuranepoxido 11,55 1177 GC-MS, I.K. 0,09

Oxido de cariofileno 27,54 1581 GC-MS, LK. 0,06
Total 26,8

Nombre Identificacion % (area total)

ALCOHOLES

Linalool 8,87 1099 GC-MS, I.K. 3,16

Cis-crisantenol 11,12 1166 GC-MS, I.K. 2,37

Terpinen-4-ol 11,68 1180 GC-MS, I.K. 0,08

a-terpineol 12,17 1192 GC-MS, I.K. 0,02

2-metil-6-metilen-7

-octen-2-ol 16,64 1305 GC-MS, I.K. 0,05

Eugenol 18,75 1359 GC-MS, I.K. 0,05

Nerolidol 26,93 1566 GC-MS, I.K. 0,02

Spatulenol 27,44 1579 GC-MS, I.K. 0,09

Globulol 27,64 1584 GC-MS, I.K. 0,5

a-bisabolol 31,37 1684 GC-MS, I.K. 0,19
Total 6,48

Nombre Identificacion % (area total)

ALDEHIDOSY

CETONAS

(3-tuyona 9,37 1116 GC-MS, I.K,, patrén 0,09

Nombre tR LK. Identificacion % (area total)

ESTERES

Acetato de 1-octen-3-ilo 9,23 1112 GC-MS, I.K. 0,09

(Z)-3-butanoato de

hexenilo 11,96 1187 GC-MS, I.K. 0,7

(Z)-metilbutanoato de

3-hexenilo 13,75 1235 GC-MS, I.K. 0,03

2-metilbutanoato

de hexilo 13,93 1239 GC-MS, LK. 0,02

Acetato de crisantenilo 15,11 1269 GC-MS, 1.K., patrén 58,13

Acetato de 2,6,6-

trimetil biciclo[3.1.1.]-

2-hepten-6-ol 18,69 1358 GC-MS 0,04

Acetato de nerilo 19,06 1367 GC-MS, I.K. 0,01

Isobutanoato de nerilo 24,11 1491 GC-MS, LK. 0,09

Metilbutanoato de

2-geranilo 28,42 1603 GC-MS, I.K. 0,22

Isovalerato de geranilo 28,64 1610 GC-MS, I.K. 0,12

Metiljasmonato 30,06 1649 GC-MS, I.K. 0,02
Total 59,47

Total de componentes identificados 95,66%
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5.2. Estudio comparativo entre 6rganos de la planta

Enla tabla 3 se muestran los resultados de un estudio con datos de las (hojas + tallos)
en la muestra recolectada durante agosto de 2005. Se han comparado con datos pro-
cedentes de estudios anteriores, referidos al mismo quimiotipo, y se observa que no
hay diferencias relevantes a excepcion del acetato de crisantenilo que presenta una
concentracién mucho méds elevada en el estudio de De Arifio (1999).

Tabla 3. Estudio comparativo. Hojas + tallos

Composicion % Arino et al (1999) Juteau et al 2002 (hojas)
obtenida en este estudio (hojas) Periodo vegetativo)*
Monoterpenos 1,57 2,8 0,8
Linalool 1,95 1,2 1,5
Cis-epoxiocimeno 49,82 44,7 46,9
Trans-epoxiocimeno 4,49 4 4,2
Acetato de crisantenilo 13,49 34,5 14,9

* El periodo vegetativo es el periodo en el cual la planta esta creciendo y todavia no tiene flores.

En cuanto al aceite esencial procedente de los capitulos florales, las diferencias son
mas acusadas con respecto a la investigaciones de referencia, como también lo son
entre ellas mismas.

Tabla 4. Estudio comparativo con otras investigaciones. Flor

Composicion % Arifio et al (1998) Juteau et al (2002)
obtenida en este estudio (flores) (flores)
Monoterpenos 2,1 1,3 0,6
Linalool 3,65 1,8 2,7
Cis-epoxiocimeno 50,35 37,3 24,2
Trans-epoxiocimeno 3,44 1,3 2,6
Acetato de crisantenilo 15,85 43 33,6

Cuando realizamos el estudio comparativo entre las hojas y tallos respecto de la flor
se observa que las concentraciones de los principales componentes son muy simila-
res en el ajenjo de la Calamocha, asi como en los referidos por De Arifio (1999). Por
el contrario, en el trabajo de Juteau et al, se observa un acusado aumento del acetato
de crisantenilo en las flores en detrimento de la de cis-epoxiocimeno.

5.3. Estudios sobre variacion estacional

En el estudio de las variaciones estacionales se ha realizado la determinacién de la
composicién quimica del aceite esencial del ajenjo en cuatro momentos del ciclo
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vegetativo. Los resultados, referidos a los componentes principales, se exponen en la
tabla 5.

Tabla 5. Variacién de los principales componentes a lo largo del ciclo vegetativo

Fechas de i acetato riofi- | metilj
recoleccion < crisantenilo| leno monato | zuleno

14/06/06 0,50 0,51 , 2,12 19,49 1,98 0,77 1,65
30/08/06

(floracion) 0,47 1,38 59,47 3,54 22,1 1,35 0,46 1,93
2/09/06 1,49 0,92 70,85 2,13 8,45 0,68 0,22 0,68
20/10/06 2,86 3,43 44,55 9,40 6,88 2,36 0,22 1,05

Los resultados més significativos corresponden a la disminucion del epoxiocimeno
hacia el final del ciclo vegetativo (octubre) y durante la floracion, asi como la nota-
ble disminucién de acetato de crisantenilo tras la misma.

6. Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos establecer las siguientes
conclusiones:

1. Mediante el método analitico utilizado se ha identificado con claridad el qui-
miotipo correspondiente a las muestras procedentes de Calamocha (Teruel),
caracterizado por la presencia mayoritaria de cis-epoxiocimeno y acetato de
crisantenilo, siendo coincidentes con trabajos anteriores para su zona geogra-
fica (Nordeste de la Peninsula Ibérica). Es importante indicar que este qui-
miotipo carece practicamente del componente toxico B-tuyona, con la impor-
tancia que ello puede tener en cuanto a la utilizacién de su aceite esencial.

2. Se ha conseguido identificar un elevado porcentaje (en torno al 95%) de la
composicién de los aceites esenciales procedentes de las partes aéreas de las
plantas, obteniendo un perfil muy similar al determinado en trabajos anterio-
res sobre el mismo quimiotipo. Su composicion incluye ademds productos
caracteristicos de reacciones que son consecuencia de las condiciones del pro-
ceso de extraccion (degradaciones térmicas, hidrélisis, actividad enzimatica,
etc.) tales como el chamazuleno y el metil jasmonato.

3. Las variaciones estacionales observadas muestran cierta similitud con datos
procedentes de estudios anteriores (disminucién del epoxiocimeno durante la
floracién), lo mismo puede decirse en cuanto a la comparacion de la composi-
ci6n del aceite esencial procedente de los capitulos florales y de las hojas. No
obstante, estudios posteriores (Pascual, 2006) han mostrado una elevada
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variabilidad entre individuos, superior a la observada entre las diferentes
fechas de recoleccion o entre partes de la planta, lo cual parece indicar que la
composicién del aceite esencial viene mas condicionada por las condiciones
individuales de su crecimiento y su estadio vegetativo particular. Por lo tanto,
el momento de la recoleccién y la mayor o menor presencia de capitulos flora-
les en las muestras no parecen muy decisivas en cuanto a las proporciones rela-
tivas de los componentes principales del aceite esencial. En cualquier caso, el
factor que debera considerarse a la hora de escoger el momento 6ptimo de la
recoleccion es el rendimiento obtenido de aceite esencial, que generalmente es
mayor cuando la planta se halla en floracion (Pascual, 2006).
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