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Resumen. En ia composicion del aceite esencial de un determinado taxén inter-
vienen factores extrinsecos, tales como el tiempo y forma de extraccidn, junto con
otros debidos a condiciones de conservacién v almacenamiento del aceite extraido en
atmésfera inerte. En algunas de las especies del género Santofina L. se ha estudiado
y observado una distinta incidencia de estos factores. Las mayores diferencias se ob-
tuvieron mediante la variacion de la forma de destilacidn, y las menores, modifican-
do las condiciones de conservacion y almacenamiento.
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Abstract. In this paper various factors related with the essential oil composition
of aromatic plants like time and extraction procedures, storing and preservation were
studied. Some species of Santolina L. were selected. The largest differences were observed
in the destillation procedures and minor ones with the storing and presérvation me-
thods.
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INTRODUCCION

Cada dia se hace mas patente la importancia de la quimiosistemdtica
como técnica de apoyo y ayuda a la taxonomia vegetal (TETENYIT, 1986;
HEGNAUER, 1986), siendo flavonoides, glicosidos cianogenéticos, y aceti-
lenos los compuestos tradicionalmente mas utilizados en este sentido. Sin
embargo, en la actualidad tienden cada vez mas a emplearse en los ana-
lisis quimiosistematicos los compuestos mono- y sesquiterpénicos consti-
tuyentes del aceite esencial de un determinado taxén (GREGER, 1977).

Dada la gran diversidad quimica, tanto estructural como funcicnal,
de los compuestos terpénicos frente a los glicdsidos, cianogenéticos ace-
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tilenos y flavonoides, cabe pensar que una serie de factores, ya sean ex-
trinsecos (debidos al proceso de extraccion, KOEDAM, 1982) va sean in-
trinsecos (propios del taxdn estudiado por sus caracteristicas al ser reco-
lectado), pueden afectar a su presencia en la esencia, minimizandose por
tanto su utilidad gquimiosistematica.

En el presente trabajo estudiamos una serie de posibles alteraciones
debidas al proceso de extraccidn o almacenamiento del aceite esencial
provocadas por factores tales como el tiempo y forma de extraccion, asi
como el almacenamiento o no de la esencia en atmdésfera inerte.

PARTE EXPERIMENTAL

Las poblaciones utilizadas en el presente estudio fueron las siguientes:

S. chamaecyparissus L. subsp. squarrosa (Will.) Nyman,. Guadalajara:
Cantalojas, 27-8-91 (8.Ch.1). Cantalojas, 23-8-81 (S.Ch.2). Galve de Sor-
be, 21-8-80 (S.Ch.7).

S. chamaecyparissus L. subsp. incana (Lam.) Gren. & Godron,. Tole-
do: Tembleque, 8-7-82 (S.Ch.10).

S. rosmarinifolia L. subsp. canescens (Lag.) Nyman,. Toledo: Entre
Mora y Tembleque, 25-5-82 (S.R.C.TA).

S. viscosa Lag. Almeria: Vera, 31-5-77 (5.V.C). Cuevas de Almanzora,
19-5-83 (S.V.A),

Los pliegos testigo estin depositados en el herbarioc MAF.

Muestra comercial «Manzanilla de Mahén», (S.M).

EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

El aceite esencial se obtuvo mediante destilacién en corriente de va-
por en un aparato de Clevenger modificado, tras adicién de ClNa al agua
de extraccion. El aceite esencial obtenido se secé con SO4Mg (PEREZ-
ALONSO & VELASCO-NEGUERUELA, 1984). La destilacién se realizd par-
tiendo del material vegetal fragmentado (troceado) y seco, salvo en el caso
de la poblacién 8.V.C., que se encontraba pulverizada, y una parte de la
poblacidon S.R.C.T.A. que no se dejd secar.

Las poblaciones 5.Ch.7, S.R.C.TA y S.V.A. se destilaron hasta ago-
tar la planta, recogiendo juntos los diferentes destilados de los periodos
consecutivos, Tanto la poblacion 85.Ch.7 como la S.R.C.TA se destila-
ron en dos porciones, con la diferencia de que en el primer caso ambas
porciones, denominadas SCh7 y SCh7.1, se dejaron secar y se mezclaron
una vez analizadas, constituyendo la muestra SCh7m, mientras que en
S.R.C.TA una porcién se destilé humeda (SRCTAIl) y otra seca
(SRCTAZ2), no mezclandose iras el analisis.
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El rendimiento (en ml esencia/100 g planta) y el volumen de aceite
esencial {en ml) fueron los que aparecen en la tabla 1.

TaBLA |. Rendimiento v volumen de aceite esencial.

Muestra Rendimiento Volumen
SCh7 0,28 6,25
SCh7.1 0,18 1,00
SCh7m 0,26 —
SRCTAI 0,97 5,80
SRCTA2 1,14 4,50
SVA 0,35 3.75

Las poblaciones S.Ch.1, S.Ch.2, S.Ch.10, S.V.C y S.M también se
destilaron hasta agotar la planta, pero las fracciones se recogieron por se-
parado con el fin de realizar su andlisis y comprobar la variacién tempo-
ral. En el caso de S.Ch.1 se destild en dos porciones diferentes, recogien-
do en cada una fracciones distintas a diferentes tiempos y uniendo las ob-
tenidas al mismo tiempo de destilacion, salvo las correspondientes al me-
nor; éstas se conservaron con y sin nitrégeno. Una vez efectuado el ang-
lisis se reunieron todas las fracciones. De esta manera para analizar dis-
ponemos de las muestras que aparecen en la tabla 2 (el rendimiento y el
volumen se dan en las unidades ya indicadas, el tiempo en hr):

Metodologia analitica

Las técnicas utilizadas para ¢l estudio analitico de los aceites esencia-
les, tanto desde el punte de vista cuantitativo como cualitativo, se han
descrito con anterioridad en otros trabajos relativos al analisis de esen-
cias en este u otros géneros (PEREZ-ALONSO, 1986; VELASCO-NEGUERUE-
LA & PEREZ-ALONSO, 1986). Las empleadas fueron bdasicamente: espec-
troscopia infrarroja y *C-RMN, cromatografia gas-liquido/espectrometria
de masas, cromatografia gas-liquido.

Para el andlisis cualitativo se dispuso de datos concernientes a los di-
ferentes patrones, bien de procedencia bibliografica, bien obtenidos por
los autores en las mismas condiciones que los correspondientes a las esen-
cias (BELLANATO & HIDALGO. 1971; FORMACEK & KUBEZCKA, 1982a,
1982b; PEREZ-ALONSO & VELASCO-NEGUERUELA, 1988b; EIGHT PEAK,
1974; JENNINGS & SHIBAMOTO, 1980).

Por lo que respecta al analisis cuantitativo, se llevé a cabo basicamen-
te con los resultados obtenidos por cromatografia de gas liquido, emplean-
do la columna de Silicona-OV1 vy, cuando los componentes solapaban su
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TaBLA 2. Muestras obtenidas en funcion del tiempo de destilacion y modo de
conservacion.

Muestra Fraccion Rendimiento  Volumen Tiempo Conservacion
SChl 12 0,34 8,50 20 s/nitrogeno
1%dest.
SChin 12 0,30 3,60 20 c/nitrégeno
2%dest.
SCh.1 22 0,054 1,90 30 s/nitrogeno
12+228d.
SCh1.2 32 0,10 0,50 40 s/nitrogeno
2%dest.
SChlm mezcla 0,40 > — —
SCh2 12 0,30 6,25 20 s/mitrogeno
SCh2.1 29 0,02 0,45 30 s/nitrogeno
SCh2m mezcla 0,32 2 —_ —
SChl10 12 1,19 17,90 10 s/nitrogeno
SChi0.1 22 0,045 0,45 20 s/nilrogeno
SChi0.2 32 0,079 0.40 30 s/nitrégeno
SChi0m mezela 1,24 2 — —
SVC 12 0,037 1,55 10 s/mitrégeno
SvCl 28 0,023 0,95 20 s/nitrégeno
SvV(C2 3a 0,031 1,30 50 s/nilrégeno
SVCm mezcla 0,090 > — —
SMI 1# 0,45 11,00 20 s/nitrégeno
SM2 22 0,19 4,70 40 s/nitrégeno
SMm mezcla 0,64 > — —

elucicn en ésta, utilizando la columna empaquetada con Carbowax 20M,
si era posible su separacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las composiciones cuantitativas de los aceites esenciales estudiados,
agrupados segun los diferentes taxones, han sido y seran objeto de dife-
rentes estudios y publicaciones (PEREZ-ALONSQ, 1986, VELASCO-NEGUE-
RUELA & PEREZ-ALONSO, 1988, PEREZ-ALONSCO & VELASCO-NEGUERUE-
LA, 1988a; 1988b).

L.as variaciones obtenidas las analizaremos separadamente, segun los
diferentes factores extrinsecos considerados.
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a) Efecto del nitrogeno en la conservacion del aceite esencial.

Se ha estudiado en una poblacidn de S. chamaecyparissus L. subsp.
squarrosa (Will.) Nyman recogida en Cantalojas (Guadalajara) y denomi-
nada S.Ch.1. La composicién cualitativa se mantiene, y las variaciones por-
centuales de los componentes individuales en la muestra no tratada SCht
respecto a la tratada SChln no son muy notables, ya que sélo el borneol
y el B-pineno superan el 1 %, mientras que al ar-curcumeno no sufre va-
riacidon. En cuanto a las variaciones globales (bien del conjunto, bien se-
gun el grupo funcional) de los mono- y sesquiterpenos, se observa una dis-
minucion de los primeros, menor del 1 % en el caso de las cetonas y ma-
yor en hidrocarburos, alcoholes v en ¢l conjunto, vy un aumento de los ses-
quiterpenos menor del 1 % en las cetonas e hidrocarburos y mavor en los
alcoholes vy en el conjunto. En ninguno de los casos se supera ¢l 5%
(Fig. 1). Sepin estas variaciones no parece existir una variacidén sustan-
cial en la composicion del aceite esencial por la conservacion de éste en
atmosfera inerte.

-4 &\

Fig. 1. Efecto de las condiciones de conservacion del aceite esencial en su composicion,
Abreviaturas : G = global; HC = hidrocarburos; ALC = alcoholes; CET = cetonas;
M = monoterpenos; S = sesquiterpenos.
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b) Efecio del tiempo de destilacion

Se ha estudiado en tres poblaciones de S. chamaecyparissus L. dos
correspondientes a la subsp. squarrosa (Willd.) Nyman, S.Ch.1 de la que
se obtuvieron tres fracciones: SChl, SChl.1 y SChl.2, y 8.Ch.2 de la que
se recogieron dos fracciones: SCh2 y SCh2.1, y una de la subsp. incana
{(Lam.) Gren. & Godron, S.Ch.10 de la que se obtuvieron tres fracciones:
SCh10, SCh10.1 y SCh10.2, en una poblacién de S. viscosa Lag., S.V.C.
de la que se recogieron tres fracciones: SVC, SVC1 y SVC2, y en la mues-
tra comercial «Manzanilla de Mahon», S.M de la que se obtuvieron dos
fracciones: SM1 v SM2. Las diferentes fracciones una vez analizadas se
reunieron, obteniéndose la muestra mezcla en cada caso: SChlm, SCh2m,
SCh10m, SVCm y SMm.

Se puede apreciar que el porcentaje global de monoterpenos disminu-
ye con el tiempo de destilacidon, mientras que el de sesquiterpenos se in-
crementa (Fig. 2).

Los compuestos que experimentan mayor variacion en cada caso, res-
pecto a los correspondientes a la fraccion obtenida a menor tiempo, se in-
dican en la Tabla 3. Puede apreciarse que en todas las muestras de S. cha-
maecyparissus L. los componentes monoterpénicos disminuyen su por-
centaje, mientras que los sesquiterpénicos lo aumentan; en las muestras
de S. viscosa Lag. v «Manzanilla de Mahon» los monoterpénicos tienen
la misma variacidn, pero en los sesquiterpénicos hay componentes que au-
mentan y otros que disminuyen (se considera significativa una variacién
superior al 1 % y muy significativa a partir del 5 %).

— M
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Fig. 2. Variacién de monoterpenos (M) v sesquiterpenos (S) con el tiempo de extrac-
cion.
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I'aBLA 3. Componentes con mayor variacién individual en las diferentes fracciones
de aceite esencial recogidas a diferente tiempo de destilacién y en la muestra mezcla,
respecto a la fraccidn obtenida al menos tiempo de destilacion. Abreviaturas:
n.i. = compuesto no identificado; 1K = [ndice de Kovats respecto a las n-parafinas en
la columna de Silicona; d = disminucion; a = aumento; Cariofiladienol = (IR, 5R,
9S)-cariofila-4(12), 8(13)-dien-5a-ol.

Muestra Monoterpenos (d) Scsquiterpenos
SChl.l Alcanfor Cariofiladienol {(a)
SChl1.2 Alcanfor 6-Cadinol (a)
SCh2.1 Alcanfor 6-Cadinol (a)
SCh10.1 Borneol Cariofiladienol (a)
Alcanfor Ledol (a)
Cineol 6-Cadinol (a)
SChi10.2 Borneot Cariofiladienol (a)
Alcanfor 8-Cadinol {a)
Cineol
SVCl1 todos <<1% 7-Eudesmol (d)
(alcanfor) Canferanona (a)
sSv(C2 Borneol {Nerolidol + Espatulenol) (d)
Alcanfor n.i. IK 1595.1 {a)
SM2 Alcanfor

{Nerolidol + Espatulenol)
{d)
n.i. IK 1596.9 (a)

SChim Alcanfor ninguno > 1%
SCh2m ninguno > 1% ninguno > 1%
SChi0m Cineol ninguno > 1%
SVCm Mirceno ar-Curcumeno (d)
(Nerolidol+ Espatulcnol) (a)
SMm Alcanfor i IK 1637.5 (d)
Borneol

En cuanto a las variaciones globales de los mono- v sesquiterpenos en
cada fraccion respecto a la obtenida a menor tiempo de destilacion (Fig.3),
se observa que en el caso de S. chamaecyparissus 1., las variaciones son
muy elevadas, con valores del 30 % o superior. Sin embargo, en S. viscosa
Lag. v en «Manzanilla de Mahon» son cuantitativamente menores. Estas
diferencias pueden ser debidas a que tanto la composicién cualitativa
como la cuantitativa de los aceites esenciales es diferente: en el caso de
S. chamaecyparissus L. predominan los compuestos monoterpénicos fren-
te a los sesquiterpénicos, mientras que en S. viscosa Lag. v en «Manzani-
lla de Mahon» prevalecen los segundos.

Por lo que respecta a las muestras mezcla, en S, chamaecvparissus L.
las variaciones son muy pequefias ya que solo los monoterpenos en
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Fig. 3. Variaciones globales del aceite esencial en cada fraccion respecto a la obtenida
a menor tiempo de destilacion.
Abreviaturas: M = monoterpenos; S = sesquiterpenos; m = mezcla.

SChlm y SCh10m vy los sesquiterpenos en SCh2m superan el 1 % (Fig. 3).
Sin embargo, tanio en S. viscosa Lag. como en «Manzanilla de Mahon»
los monoterpenos superan el 1 %, mientras que los sesquiterpenos tienen
un modelo diferente, va que en SVCm superan el 10 %, mientras que en
SMm la variacién es despreciable puesto que sdlo alcanza el 0,01 %,

Puede ser que estas modificaciones tan dispares en las muestras mez-
cla sean debida a la diferencia de volumen en las distintas fracciones. En
todas las muestras de S. chamaecyparissus L. el volumen de la primera
fraccidn es mucho mayor que ¢l del resto. Sin embargo, tanto en S, vis-
cosa Lag. como en «Manzanilla de Mahdn» las diferencias son menores
va que los volumenes son casi iguales (Tabla 4).

Cuanto mayores sean las diferencias de volumen entre las fracciones
menor influencia tendran las obtenidas a tiempos mas larges en ia com-
posicién total o individual del aceite esencial respecto a la primera frac-
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TABLA 4. Relacion de volumenes entre las diferentes fracciones obtenidas a distintos
tiempos. * Se considera como primera fraccion la muestra no tratada con nitrégeno
{(SChD).

Poblacion Relacion
S.Ch.1* 18 F/22 F= 4,50
12 F/32 F = 17,00
S.Ch.2 1# F/2* F = 14,00
S.Ch.10 12 F/22 F = 40,00
12 F/32 F = 44,75
SvV.Ce 12F/22F= 1,60
12F/32F= 1,20
S.M 12F/22F= 2,30

cion. Cuanto mas similares sean los voliimenes, mayores diferencias exis-
tiran entre las composiciones global ¢ individual de la esencia obtenida.

¢} Forma de extraccion

La variacion producida por la forma de destilacion de la muestra se
estudio en las poblaciones correspondientes a S. rosmarinifolia L. subsp.
canescens (Lag.) Nyman (S.R.C.TA}), S. viscosa Lag. (SV.Cy S V.A)y S.
chamaecyparissus (S.Ch.7).

Las diferencias en cuanto a la forma de extraccion son las siguientes:
1) Muestra destilada himeda (SRCTAL) o seca (SRCTA2) que se toma
de referencia. 2) Muestra destilada pulverizada (SVCm) o fragmentada
(SVA), que se toma de referencia. 3) Muestra destilada en dos porciones
(SCh7 y SCh7.1), ambas secas y fragmentadas, reunidas tras el analisis in-
dividual (SCh7m), SCh7 se toma de referencia para SCh7.1 y ambas para
SCh7m.

En la tabla 5 se reflejan los componentes que sufren mayor variacion
en cada caso, asi como la relacion de volimenes de las dos porciones de
SCh.

En el caso de la muestra SCh7m, las variaciones son diferentes segun
quién sea la muestra de referencia, ya que respecto a SCh7 ningin com-
ponente varia en proporcion superior al 1 %, mientras que con respecto
a SCh7.1 hay tanto monoterpenos como sesquiterpenos que aumentan en
mayor proporcion, va sea aumentando o disminuyendo su porcentaje.

Estas variaciones se pueden achacar a la diferencia de volumen entre
ambas porciones, con lo que ¢l peso en la mezcla sera diferente.

Por lo que respecta a las variaciones globales (Fig. 4), tanto en S. ros-
marinofolia L. subsp. canescens (Lag.) Nyman como en S. viscosa Lag.,
cuanto mds seca estd la muestra menor es la cantidad de monoterpenos
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TaBLA 5. Componentes con mayor variacion individual en las muestras obtenidas con
diferente forma de extraccion. Relacién de volumenes de las dos porciones de S.cha-
maecyparissus L. SCh7/SCh7.1 = 6.25. Abreviaturas: dism. = disminucion de porcen-
taje; aumen. = aumento de porcentaje.

Muestra Monoterpenos Sesquiterpenos

SRCTAL B-Pineno (dism.) e-Cadinol (dism.)
Alcanfor (dism.)
Mirceno (aumen.}

SVCm Mir¢eno (dism.) Ledol (dism.)

B-Pineno (dism.} ar-curcumeno (dism.)

Alcanfor {dism.) (Nerolidol+Espatulenol) (aum.)
SCh7.1 Linalol (aumen.) §-Cadinol (dism.)

Cineol (dism.)
p-Cimeno (dism.)

SCh7m (resp.7) ninguno > 1% ninguno > 1%
Sch7m (resp.7.1) Cineol (aumen.) &-Cadinol {aumen)
Borneol (dism.) (Nerolidol+Espatulenol) (dism.})

s.-,A sﬂz SCHTAF  SCHIm{Y
i & N |
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Fig. 4. Variacion de los monoterpenos (M) y sesquiterpenos (S) con la forma de extrac-
cion.
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y mayor la de sesquiterpenos (SVCm), y viceversa cuanto mas humeda
(SRCTA1); desde el punto de vista cuantitativo las variaciones son simi-
lares, ya que en SVCm (destilada pulverizada y muy seca) los monoter-
penos disminuyen un 23 % y los sesquiterpencs aumentan un 14 % res-
pecto de SVA (destilada fragmentada vy seca), y en SRCTAL (destilada
fragmentada y humeda) los monoterpenos aumentan un 22 % y los ses-
quiterpenos disminuven un 19 %,

En S. chamaecyparissus L. se observa que en la muestra SCh7.1 (des-
tilada fragmentada y seca) tanto los mono- como los sesquiterpenos dis-
minuyen con respecto a la otra porcion SCh7 (destilada fragmentada vy
seca), aunque cuantitativamente son valores diferentes: los primeros en
un 2,4 % y los segundos tan solo en un 0,39 %; por lo que respecta a la
mezcla de ambas (SChm), los monoterpenos disminuyen y los sesquiter-
penos aumentan de porcentaje sea cual sea la muestra de referencia, sien-
do distintos desde el punto de vista cuantitativo. Mientras los sesquiter-
penos superan siempre ¢l 1 %, los monoterpenos presentan un comporta-
miento muy diferente, puesto que respecto a SCh7 varian en casi un 3 %
y, con respecto a SCh7.1, tan solo en un 0,5 %.

En definitiva, en el caso de S. chamaecyparissus L., las variaciones tan-
to individuales como globales pueden deberse al azar, al tratarse de dos
porciones de la misma muestra destilada en iguales condiciones. Tanto
en S. rosmarinifolia L. subsp. canescens (Lag.) Nyman como en L. viscosa
Lag. se puede inferir que la diferencia en el estado de la muestra al ser
destilada influye considerablemente en el sentido de que, cuanto mas seca
esta ld muestra, mayor es la disminucién en el porcentaje de monoterpe-
nos y el aumento en ¢l de sesquiterpenos; todo ello se debe, por una par-
te, a que al dejar sccar la muestra no solo se evapora el agua sino también
aquellos componentes mas volatiles, por otra, en S. viscosa Lag., al estar
la muestra pulverizada no solo se incrementaria esta evaporacion sino
que, ademas, se dificulta la humectacién al extraer la esencia.

OBSERVACIONES FINALES

1. Por lo que respecta a la conservacion de la esencia, en nuestro
caso no parece imprescindible la utilizacion de atmésfera inerte;
sin embargo, parece aconsejable su utilizacion puesto que, en el
caso de no saber realmente la composicién, no se puede estar se-
guro de las posibles alteraciones que las esencias puedan sufrir en
el periodo de conservacion.

2. En cuanto al tiempo de destilacion se ha de utilizar el necesario
para agotar totalmente la planta pues si su esencia €s rica en ses-
quiterpenos, debido a su menor volatilidad, necesita mayor ticm-
po de destilacidn, vy si el aceite esencial es rico en monoterpenos
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éstos se extracran rapidamente, pero no asi los sesquiterpenos que
contenga, por lo que la composicion global del aceite esencial no
sera totalmente correcta.

3. Por lo que respecta a la forma de extraccion, para que los resul-
tados sean lo mds fieles posibles parece indicado no pulverizar la
muestra sino fragmentarla, realizando la destilacién, ya sea la
muestra seca 0o hiumeda, con poca diferencia temporal respecto a
la época de recoleccion.

4, Seria imprescindible indicar tanto el procedimiento de extraccion
como el de conservacion del aceite esencial con ¢l maximo rigor
posible, a fin de que los -datos, bien cuantitativos o cualitativos,
puedan ser comparados, con posterioridad por diferentes investi-
gadores v asi su uso quimiosistematico pueda ser realmente vali-
do.

5. Las poblaciones estudiadas deberian quedar testificadas con la
mayaor exactitud mediante un pliego testipo depositado en un her-
bario.
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