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Abstract: Essential oils are natural products of biological and commercial interest, whose importance in the field of pharmaceutical
chemistry, cosmetology and food chemistry is well known. The classical analysis of essential oils mainly consists in the application of gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) for the qualitative analysis, and gas chromatography-flame ionization detection (GC-FID) for
the quantitative one. However, chemical composition is not the only important aspect of an essential oil; a complete study requires also the
determination of the enantiomeric composition of its chiral constituents. Furthermore, being the aroma the main property of most essential
oils, an olfactometric study through gas chromatography-olfactometry (GC-O) technique should be important. Both the enantioselective
analysis and the GC-O profile are yet quite neglected by most of the authors describing the chemical composition of new essential oils. The
present communication describes the works published so far in Ecuador about these items.
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Resumen: Entre los productos naturales de interés biolégico y comercial podemos citar los aceites esenciales, cuya importancia en el
ambito de la quimica farmacéutica, de la cosmetologia y de la quimica de alimentos es bien conocida. El analisis clasico de los aceites
esenciales consiste basicamente en la aplicacion de la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) para la
caracterizacion cualitativa, y a la deteccién por ionizacion de llama (GC-FID) en cuanto a la caracterizacion cuantitativa. Sin embargo,
ademas de la simple composicion quimica, un estudio completo y exhaustivo de un aceite esencial requiere también la caracterizacion de la
composicion enantiomérica de sus constituyentes quirales. Ademas, al ser el aroma la propiedad mas importante en la mayoria de los aceites
esenciales, seria oportuno realizar un estudio olfatométrico, aplicando la técnica de la cromatografia de gases acoplada a la olfatometria
(GC-0). Tanto el analisis enantioselectivo como el estudio olfatométrico siguen siendo descuidados por la mayoria de los autores que
estudian la composicién quimica de nuevos aceites esenciales. La presente comunicacion describe los trabajos publicados en estos ambitos
en Ecuador hasta el dia de hoy.
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INTRODUCCION

Ecuador es uno de los 17 paifses con la mayor biodiversidad en el mundo. Con trespecto al reino vegetal, esta
biodiversidad convierte Ecuador en un valiosisimo reservorio de especies, caracterizadas por la producciéon de
metabolitos secundarios de relevante actividad biolégica [1]. De hecho, la mayoria de dichas especies no ha sido nunca
estudiada desde el punto de vista quimico y la posibilidad de encontrar nuevos productos naturales a través de una
prospeccion sistematica es una posibilidad concreta.

Entre los productos naturales de mayor interés podemos citar los aceites esenciales, que representan la parte de la
fraccién volatil de una planta obtenible por destilacién por arrastre da vapor (o presién mecanica en el caso de los
citricos). Estos aceites son productos de interés cientifico y comercial, debido a sus aplicaciones farmacéuticas,
cosmetolégicas y alimenticias, ademds de las multiples actividades biolégicas y fisiologicas, siendo el aroma la mas
importante. Muchas plantas inéditas de Ecuador presentan una fracciéon volatil interesante y constituyen por tanto
posibles fuentes de aceites esenciales.

El analisis clasico de un aceite esencial se realiza principalmente por cromatogratia de gases, acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) y a detecciéon por ionizacion de llama (GC-FID). La utilizacién de indices lineares de retencién
(ademas de los espectros de masa) y la normalizacion interna o el calculo de los factores de respuesta relativos, basados
en la entalpia de combustién, constituyen respectivamente las herramientas principales en la elaboracién de los
resultados cualitativos y cuantitativos [2,3]. Sin embargo, existen dos aspectos muy importantes que, a pesar de ser bien
conocidos desde hace mucho tiempo, son descuidados por la mayorfa de los autores: la composicién enantiomérica y el
perfil olfatorio del aceite esencial [4,5]. La importancia de la composicién enantiomérica reside en las diferentes
propiedades biologicas y fisiologicas de los enantidémeros. En el caso especifico de los aceites esenciales, los dos
enantiémeros de un mismo constituyente pueden percibirse con olores diferentes [0]; este fendmeno explica porqué
aceites que presentan una composicion parecida pueden presentar un aroma muy distinto. Si consideramos que el aroma
es la propiedad mas relevante en la mayoria de los aceites esenciales, se puede facilmente entender la importancia del
perfil enantiomérico en la descripcién del producto. En cuanto al estudio olfatométrico, este permite determinar, a
través del método AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis), la jerarquia de los constituyentes segin la relativa
importancia en la produccién del aroma [7,8]. El método AEDA se utiliza por ejemplo en la reconstitucién artificial de
un aroma natural utilizando el menor nimero posible de compuestos.

En esta presentacion se describen los estudios publicados en Ecuador hasta la fecha en cuanto a la caracterizacion
enantiomérica y olfatométrica de los aceites esenciales.

METODOLOGIA

Material vegetal: Las especies vegetales, cuya distribucién enantiomérica o perfil olfatorio del aceite esencial fueron
publicados en Ecuador hasta la fecha, son las siguientes: Clingpodinm tomentosum (Kunth) Govaerts 9], Lepechinia mutica
(Benth.) Epling [10,11], Niphogeton dissecta (Benth.) JE Macbr. [12], Hedyosmum scabrum (Ruiz & Pav.) Solms [13],
Lepechinia heteromorpha (Briq.) Epling. [14] y Myrteola phylicoides (Benth.) Landrum [15]. Todas las especies fueron
recolectadas en la provincia de Loja excepto Clinopodium tomentosum, que en su primer estudio fue recolectado en la
provincia de Chimborazo.

Materiales y equipos: Todos los analisis cromatograficos fueron realizados con un cromatdgrafo de gases Agilent
Technologies 6890N (Santa Clara, CA 95051, USA), acoplado a un espectrometro de masas 5973 y a un detector por
ionizacién de llama. Las condiciones de analisis de cada aceite estan detalladas en las respectivas publicaciones. Las
composiciones quimicas fueron determinadas en una columna con fase fija de 5% fenilpolidimetilsiloxano (DB-5MS, 30
m X 0.25 mm X 0.25 pm). Los analisis de las plantas en proceso de publicacién contaran también con la caracterizacién
cromatografica en columna polar, basada en una fase fija de polietilenglicol (HP-Innovax, 30 m X 0.25 mm X 0.25 pm).
El poder rotatorio especifico se midié con un polatimetro automatico Hanon MRC P810 (Jinan Hanon Instruments
Co. Ltd., Jinan, China). Los disolventes utilizados en general fueron de grado analitico (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA), el gel de silice y las placas de CCF se adquirieron en Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), mientras que
los disolventes para purificaciones preparativas fueron de grado técnico (Brenntag, Guayaquil, Ecuador), destilados
antes de la utilizacién.
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Metodologia de analisis: Los analisis cualitativos se realizaron por comparacion de los indices lineares de retencion,
segun Van den Dool y Kratz, y de los espectros EIMS de cada constituyente con los datos descritos en la literatura [2].
Los analisis cuantitativos se realizaron con estandar interno n-nonano y calibraciéon externa, basada en el uso de un
compuesto isdbmero como estindar de cuantificacién para cada familia de compuestos terpénicos. En otros casos, la
cuantificacién se basé en el calculo del factor de respuesta relativa. Las cuantificaciones se expresaron como promedio y
desviacion estandar de al menos cuatro repeticiones de destilacién. En algunos casos las repeticiones se realizaron por
arrastre de vapor sobre una cantidad masiva de material vegetal, obteniendo cantidades discretas de aceite esencial; en
otros casos las repeticiones se llevaron a cabo como hidrodestilaciones en pequefia escala, utilizando un equipo tipo
Marcusson [16].

Los analisis de distribucién enantiomérica se realizaron con columnas enantioselectivas, basadas en fase fija de -
ciclodextrinas: dietiltertbutilsilil-8-ciclodextrina y diacetiltertbutilsilil-B-ciclodextrina (ambas de 25 m x 0.25 mm x 0.25
um, Mega, Legnano, MI, Italia). El orden de elucién de los enantiémeros se determiné por inyeccion de estindares
enantioméricamente puros.

Los pertiles olfatorios se determinaron por GC-O, aplicando el método AEDA a soluciones de aceites esenciales de
dilucién creciente. El cromatégrafo de gases estuvo equipado con una puerta olfatoria Gerstel (GERSTEL GmbH &
Co.KG, Miilheim an der Ruhr, Alemania), las diluciones fueron percibidas por un equipo de catadores entrenados de al
menos dos personas y los resultados fueron elaborados aceptando las percepciones confirmadas en al menos dos
diluciones consecutivas por al menos un panelista.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de los analisis quimicos, enantioselectivos y sensoriales estan detallados en la publicacién de cada aceite
esencial [8-15].

Hay que recalcar que los analisis enantioselectivos se refieren principalmente a los compuestos monoterpenos, debido a
que hay una escasa disponibilidad comercial de patrones sesquiterpenos enantiomericamente puros. Con respecto a este
problema, un enfoque interesante se aplico en el estudio de Nizphogeton dissecta [12]. El aceite esencial de esta planta
demostré contener hasta el 41% de acorenona B (fig.1), una cetona sesquiterpénica no comun como compuesto
mayoritario. Ademas, dicho terpeno fue el Gnico sesquiterpeno oxigenado presente en la mezcla, cuya polaridad resulté
claramente mayor con respecto a los demds componentes. Este fenémeno hizo que la acorenona B fuera facilmente
separable de los demas constituyentes por cromatografia liquida preparativa, lo que no es comun en los aceites
esenciales. La aplicacién de este método permitié obtener 1.48 g de acorenona B practicamente pura, que fue sometida
a analisis polarimétrica. El calculo del poder rotatorio especifico y la comparacion con los datos de literatura permitié
determinar que este terpeno se encuentra en el aceite esencial en su forma levégira enantiomericamente pura. La
identificacién de la acorenona B fue ademas confirmada por espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

CONCLUSION

Se realizé la primera descripcion de los aceites esenciales de Clinopodium tomentosum, Lepechinia mutica, Niphogeton dissecta,
Hedyosmum  scabrum, Lepechinia beteromorpha y Myrteola phylicoides. Ademas de la composicién quimica y de algunas
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas, se determiné la distribucién enantiomérica de algunos constituyentes quirales
y, en algunos casos, el perfil sensorial por GC-O segun el método AEDA. Cabe resaltar que los analisis enantioselectivos
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y olfatométricos descritos en esta comunicacién han sido los primeros de este género realizados en Ecuador. Resultados
analogos estan en proceso de publicacién para los aceites esenciales de Clingpodium tomentosum (actualizacion del analisis
anterior), Coreopsis triloba, Gynoxys verrucosa, Myrcianthes myrsinoides, Myrcia mollis, Myrcianthes rhopaloides and Siparuna echinata.
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