Efecto de la fertilizacion nitrogenada en el rendimiento
y la composicion de los aceites esenciales de especies
y accesiones de Lippia

Effect of nitrogen fertilization on essential oil yield and composition in different
species and accessions of Lippia

Erika Leonor Zambrano M.', Luz Angela Buitrago F. 1 Leila A. Durdn G°, Manuel Salvador Sanchez 0.2,
Carmen Rosa Bonilla C.°

'Facultad de Ingenieria y Administracién, Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira. ?Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira. *Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.
Autor para Correspondencia: crbonillac@unal.edu.co

Rec.: 26.11.12 Acep.:22.11.13

Resumen

En el Centro Experimental de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (CEUNP) se evaluo6 el efecto
de la aplicacién de nitrogeno (N) en la produccion de materia seca y aceites esenciales de dos especies de
Lippia. Se utilizaron las accesiones Citrica y Tipica de Lippia alba (Miller) N.E.Brown ex Britton & Wilson
y Patia, Tipica y Citrica de L. origanoides H.B.K. Como fuentes de N se aplicaron gallinaza y urea en dosis
equivalentes de 50 y 100 kg/ha de N. Se utiliz6 un disefio experimental de bloques completos al azar, con
cinco tratamientos y tres repeticiones para cada accesion. Se evaluaron los rendimientos de biomasa fresca
y seca (MS) y de los aceites esenciales y su composiciéon por arrastre de vapor en hojas secas. Los mayores
rendimientos de MS y de aceite esencial (3.318 kg/ha y 82.9 1t/ha, respectivamente) se obtuvieron con las
accesiones de L origanoides. La mayor concentraciéon de aceite esencial (4 ml/ 100 g) se registré en L. ori-
ganoides Patia con la aplicacion de 100 kg/ha de N como urea. Las diferencias en la composicién quimica
de los aceites estuvieron mas asociadas con la especie y accesion que con la aplicacion de N.
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Abstract

Some species of Lippia genus have acquired importance due to its potential to yield essential oils with
multiple uses and therefore requires research aspects related to the crop managing. In experiments con-
ducted at the Experimental Center of Universidad Nacional de Colombia, Palmira (CEUNP), the effect of
two sources of Nitrogen fertilization (hen manure and urea (50 and 100 kg of N/ha), two accesions of
Lippia alba (Citrica and Tipica) and three of Lippia origanoides (Patia, Tipica and Citrica) were evaluated.
A randomized complete block experimental design with five treatments and three repetitions was used.
Yield of fresh and dried biomass, water vapor extraction of the essential oils was assessed and chemical
composition of essential oils were made. The highest dry matter yield and essential oils obtained (3.382 kg/
ha. and 82,9 1/ha respectively) were for L. origanoides accessions. The highest essential oil concentration
(4,0 ml/100g) was obtained from L. origanoides Patia treated with 100 kg of N (urea)/ha. There was not
significant differences (p<0.05) in chemical composition of the essential oils and the chemical differences
founded between the essential oils were more associated to specific accesions than to the nitrogen supply.
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129



ACTA AGRONOMICA. 62 (2) 2013, p 129-135

Introduccion

Colombia, al igual que varias regiones tropi-
cales y subtropicales, tiene una abundante
experiencia ancestral en el manejo de pro-
blemas de la salud mediante la utilizacion de
plantas medicinales de la biodiversidad, que
constituyen el recurso mas importante y a
veces el tinico accesible para muchas comu-
nidades. Actualmente, las presiones sociales
hacia lo natural y organico han estimulado
y aumentado el interés de las industrias que
utilizan alternativas de la biodiversidad como
fuentes primarias para fabricar alimentos,
aromaticas, cosméticos, agrobiologicos y fi-
tofarmacos, entre otros (Katewa et al., 2004).

El género Lippia (Verbenaceae) incluye
aproximadamente 200 especies de hierbas
y arbustos, distribuidas en varios paises de
América Central y del Sur, destacandose por
su alta diversidad botanica, abundancia y
amplia distribucion y variedad de usos (Ver-
dcourt, 1992). Muchas de ellas se utilizan
tradicionalmente en tratamientos de afeccio-
nes gastrointestinales y respiratorias y como
condimentos en la preparacion de alimentos
(Pascual et al., 2001).

Lippia alba (Miller) N.E. Brown ex Britton
& Wilson, conocida también por su nombre
popular ‘prontoalivio’, es nativa de América
donde se encuentra ampliamente distribui-
da y adaptada a diferentes climas (Caceres,
1996; Garcia, 1992; Gupta, 1995). Es un
arbusto o subarbusto que se caracteriza por
su aroma intenso y su contenido de aceites
esenciales (0.2 a 0.6%) en base fresca (Mejia
etal., 2007); ademas se distingue por su alto
contenido de carvona, compuesto de amplio
uso en las industrias cosmética, de alimentos
y farmacéutica (Hernandez et al, 2004).

Lippia origanoides H.B.K. conocido como
‘orégano de monte’ es un arbusto silvestre del
nordeste de Suramérica y algunos paises de
Centroameérica y las Antillas. En Colombia se
encuentra en los departamentos de Guajira,
Magdalena, Cauca, Cundinamarca, Norte de
Santander y Santander (Vicuna et al., 2010).
Sus hojas en infusion se utilizan como expec-
torante y para tratar afecciones bronquiales
y pulmonares; ademas del asma, la tos y los
espasmos (Garcia, 1992). Debido al alto conte-
nido de carvacrol y timol, el aceite esencial de
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esta especie presenta actividades antivirales
(Meneses et al., 2009), antifangicas y bacte-
ricidas (Duarte et al., 2005).

El contenido y la composicién quimica de
los aceites esenciales es variable y depende de
multiples factores genéticos y de las condicio-
nes agroecologicas de los sitios de produccion,
el manejo del cultivo, los método de extrac-
cion, el estado fenologico, la parte del tejido y
la procedencia de la planta (Sangwan et al.,
2011). Estudios realizados para evaluar la
composicion de los aceites esenciales en varias
localidades de Brasil y Colombia sugieren la
existencia de varios quimiotipos tanto en L. ori-
ganoides como en L. alba (Matos et al., 1996).

Las aplicaciones de fertilizantes, espe-
cialmente los nitrogenados, afectan los ren-
dimientos de aceites esenciales mediante el
incremento de la produccion de biomasa total
por unidad de area ya que la respuesta defi-
nitiva esta asociada a multiples y complejas
interacciones (Peporine et al., 1997; Sangwan
et al., 2001). EIl propésito del presente estu-
dio fue evaluar el efecto de la fertilizacion
nitrogenada en el rendimiento de biomasa y
la composicién de los aceites esenciales en
accesiones de L. alba. (Miller) N.E.Brown ex
Britton & Wilson y L. origanoides H.B.K

Materiales y métodos

El trabajo de campo se realiz6 en un suelo
franco-arcilloso, con pH 7.4 y contenido alto
o adecuado de nutrientes del Centro Experi-
mental de la Universidad Nacional de Colom-
bia sede Palmira (CEUNP), localizado en el
municipio de Candelaria (2° 26" Ny 76° 05°
0), vereda El Carmelo, departamento del Valle
del Cauca, a 927 m.s.n.m.. La temperatura
promedio es de 24°C, la humedad relativa
de 65% y la precipitacion, promedio anual,
de 1100 mm. Se utilizaron plantas madres
sanas de la coleccion de trabajo del grupo de
investigacion en Plantas Medicinales, Aroma-
ticas y Condimentarias. Las plantas madres
de L. origanoides Tipica fueron recolectadas
originalmente en el Canon de Chicamocha,
las de Citrica en el Canon del Chicamocha
y Jordan Sube, y las de la accesion Patia en
El Bordo, Cauca. La accesion Tipica de L.
alba fue recolectada en Puerto Lopez (Llanos
Orientales de Colombia) y la Citrica en Palmi-
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ra, Valle del Cauca. Se plantaron esquejes de
tamanos entre 12 y 15 cm, con 3 - 5 nudos,
obtenidos del tercio medio y enraizados bajo
sombra en recipientes plasticos de 7 onzas en
un sustrato suelo-arena (1:1), impregnados pre-
viamente con cristales de Aloe vera L. (sébila)
como estimulante enraizador. Veintiocho dias
luego de la siembra se trasplantaron 20 esque-
jes enraizados a una distancia entre plantas de
0.50 m y 0.75 m entre surcos en parcelas de 6
m?, enun disefo de bloques completos al azar
con tres repeticiones. Catorce dias después
del trasplante en campo se aplicaron cuatro
tratamientos de fertilizacion, equivalentes a 50
y 100 kg/ha de N, en forma de urea (46% N) y
gallinaza (2% N), mas un tratamiento control
sin fertilizacion. La cosecha manual de las ho-
jas se hizo en tres plantas, 8 semanas después
del trasplante. El secado de éstas se realizé en
bandejas a 33 °C hasta alcanzar un contenido
de humedad promedio de 12%.

La extraccion de los aceites de las hojas
se hizo por arrastre con vapor introduciendo
100 g de material seco en el equipo de extrac-
cion tipo Clevenger. En el proceso se obtuvo
como resultado aceite esencial y agua, que
fueron separados utilizando éter etilico y sul-
fato de sodio anhidro. Una vez se determiné
la concentracion de aceites, se estimaron los
rendimientos de aceite esenciales por hecta-
rea en cada uno de los tratamientos. Estos
aceites fueron almacenados a temperatura
de 5 °C - 10°C, aproximadamente, protegién-
dolos de la incidencia directa de los rayos de
luz. La fraccion de aceite esencial de cada
tratamiento se determinoé en los laboratorios
de la Universidad Industrial de Santander
(UIS) por cromatografia gaseosa acoplada
a masas, una vez que las muestras fueron
preparadas mediante dilucion e inyeccion
directa de los aceites esenciales al equipo
cromatografico. Se utilizé un cromatografo
de gases Agilent Technologies 6890 Plus aco-
plado a un detector selectivo de masas (MSD,
Agilent Technologies 5973) operado en modo
de barrido completo de radiofrecuencias (full
scan). La columna empleada en el analisis
fue DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU,) (5%-fenil-poli(dimetilsiloxano), 60 m
X 0,25 mm X 0,25 pm). La inyeccion se rea-
lizé en modo split (5:1), volumen de inyeccion
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de 2 ul. Los datos fueron analizados con el
software Statistical Analysis System (SAS
version 9.2 de 2007) utilizando la prueba de
rango multiple de Duncan para establecer
comparaciones entre tratamientos.

Resultados y discusion

Rendimiento de materia seca

Las accesiones de L. origanoides presentaron
el mayor rendimiento promedio (3.32 t/ha) de
materia seca (P < 0.05), entre ellas sobresalié
la accesion Citrica por su alto rendimiento
(3.83 t/ha). Este resultado es debido a que
esta especie se caracteriza por plantas de
mayor altura y numero de ramificaciones y
mayor area foliar que L. alba, un arbusto de
crecimiento inicial postrado y que puede al-
canzar hasta 1.20 m (Leigh y Walton, 2004).

La aplicacion de 100 kg/ha de N como
urea incremento (P < 0.05) los rendimientos
de materia seca en las accesiones de L. origa-
noides. Las accesiones de L. alba, por el con-
trario, no respondieron en forma significativa
a la aplicacion de esta dosis de N, resultado
que coincide con los hallazgos de Hernandez
et al. (2004) (Cuadro 1).

Concentracion y rendimientos de aceites esen-
ciales en hojas

La concentracion promedio de aceites en hojas
no varié (P > 0.05) entre las especies, niveles
y fuentes de nitrogeno evaluados; aunque
las accesiones de L. origanoides presentaron
mayor concentracion que las de L. alba, sobre-
saliendo la accesion Patia (Cuadro 2). Estos
resultados concuerdan con los encontrados
por Baranauskiené et al. (2003), Prakasa et
al. (1985) y Azizi et al. (2009) en Thymus spp.,
Cymbopogon spp. y Origanun vulgare en los
que encontraron efecto de los fertilizantes
nitrogenados en el rendimiento de la materia
seca, pero no en el rendimiento y composicion
de los aceites esenciales.

El rendimiento de aceites esenciales pre-
sent6 diferencias altamente significativas (P
< 0.01) entre especies. Las accesiones Patiay
Citrica de L. origanoides rindieron 83% mas
aceite que las accesiones de L. alba. En este
caso, al igual que para la MS, los mayores
rendimientos se obtuvieron con la aplicacion
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Cuadro 1. Efecto de la aplicaciéon de fuentes y dosis de nitrogeno en el rendimiento de materia seca (t/ha) de accesiones de
Lippia alba y L. origanoides.
Especie/accesion Testigo Fuentes de N Promedio
Urea (kg/ha) Organico® (kg/ha)
(/] 50 100 Prom. 50 100 Prom. accesion especie

Rendimiento (MS, t/ha)

L. alba:

Citrica 1.84 2.22 2.51 2.36 2.10 2.13 2.11 2.16d

Tipica 1.38 2.03 1.83 1.93 1.41 1.82 1.62 1.69 e

Prom. 1.61 2.12 2.17 2.15 1.75 1.98 1.86 1.93b
L. origanoides:

Patia 4.07 2.31 3.75 3.03 2.98 3.70 3.34 3.36b

Tipica 2.75 3.32 2.49 2.90 2.76 2.48 2.62 2.76 c

Citrica 2.72 4.50 4.98 4.74.5 3.09 3.82 3.45 3.82a

Prom. (accesiones) 3.18 3.37 3.74 3.56 2.94 3.33 3.14 3.3la
Prom (especies). 2.39 b* 2.55¢c 2.81 a 2.85a - - 2.50 b

* Promedios en una misma fila para fuentes de N y en una misma columna para especies seguidos de letras iguales no difie-
ren en forma significativa (P > 0.05) segiin la prueba de Duncan.
a. Fuente: gallinaza.

Cuadro 2. Efecto de la aplicacion de fuentes y dosis de nitrogeno en la concentraciéon de aceites esenciales (%)) de accesiones
de Lippia alba y L. origanoides.

Especie/accesion Testigo Fuentes de N Promedio
Urea (kg/ha) Organico® (kg/ha)
0] 50 100 Prom. 50 100 Prom. accesion especie
Concentracion (%)
L. alba
Citrica 2.667 2.889 2.667 2.778 2.667 2.333 2.500 2.644 ab
Tipica 1.923 1.833 2.167 2.000 2.000 1.833 1.916 1.951 ¢
Prom. 2.295 2.361 2.417 2.389 2.333 2.083 2.208 2.297 a*
L. origanoides
Patia 2.333 2.500 4.000 3.250 3.167 2.667 2.917 2.933 a
Tipica 3.500 1.500 1.500 1.500 1.958 1.333 1.645 1.958 ¢
Citrica 2.000 3.333 2.000 2.666 2.500 2.458 2.479 2.458 b
Prom. (accesiones) 2.611 2.444 2.500 2.472 2.542 2.153 2.347 2.449 a
Prom. (especies) 2.453 2.420 2.288 2.430 2.277 a

* Promedios en una misma fila para fuentes de N y en una misma columna para especies seguidos de letras iguales no difie-
ren en forma significativa (P > 0.05) segiin la prueba de Duncan.
a. Fuente: gallinaza.

de urea, lo que concuerda con los resultados composicion quimica de estos aceites estu-
obtenidos con L. alba por Hernandez et al. vieron asociadas con las especies y con las
(2004) y Mejia et al. (2007), y por Bommegow- accesiones dentro de éstas. En la accesion
da et al. (1981) con cultivares de Cymbopogon. citrica de L. alba los componentes predomi-
Los niveles de nitrogeno aplicados no afecta- nantes fueron el geranial (50.1%) y el neral
ron el rendimiento de los aceites esenciales, (32.1%) (Cuadro 4), mientras que el carvona
debido, posiblemente, a las condiciones natu- (47.4%) y el limoneno (36%) predominaron en
rales de alta fertilidad del suelo (Cuadro 3). la accesion Tipica (Cuadro 5); resultados que
concuerdan con los encontrados por Mejia

Composicion quimica et al. (2007). El timol fue el compuesto pre-

dominante en las accesiones Patia (87.5%),
Tipica (80.7%) y Citrica (85.7) de L. origanoi-
des (Cuadro 6). Estos resultados estan de
acuerdo con los hallazgos en estudios previos
sobre la composicion del aceite esencial de L.

No se encontraron diferencias (P > 0.05) en la
composicion quimica de los aceites esenciales
debidas a las fuentes y niveles de nitrégeno
aplicadas. Las diferencias observadas en
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Cuadro 3. Efecto de la aplicacion de fuentes y dosis de nitrégeno en el rendimiento de aceites esenciales (It/ha) de accesiones
de Lippia alba y L. origanoides.

Especie/accesion Testigo Fuentes de N Promedio
Urea (kg/ha) Organico® (kg/ha)
(V] 50 100 Prom. 50 100 Prom. accesion especie
Rendimiento (1t/ha)

L. alba
Citrica 49.2 64.2 67.0 65.6 56.1 49.9 53.0 57.3 b -
Tipica 26.6 37.3 39.7 38.5 28.2 33.5 30.9 33.1c -
Prom. 37.9 50.8 53.4 52.1 42.2 41.7 41.9 - 45.2 b*
L. origanoides
Patia 95.1 57.8 150.1 104.0 94.7 98.9 96.8 99.3 a -
Tipica 96.6 49.8 37.4 43.6 54.1 33.1 43.6 54.2 b -
Citrica 54.5 150.1 99.7 124.9 77.3 94.0 85.7 95.1 a -
Prom. (accesiones) 82.1 85.9 95.7 90.8 75.4 75.3 75.4 - 829 a
Prom. (especies) 60.0 63.6 66.5 714 a 58.6 b

* Promedios en una misma fila para fuentes de N y en una misma columna para especies seguidos de letras iguales no difie-
ren en forma significativa (P > 0.05) segiin la prueba de Duncan.

a. Fuente: gallinaza.

Cuadro 5. Concentracion relativa (%) de los compuestos presentes en la accesion Tipica de Lippia alba

Cuadro 4. Concentracion relativa (%) de los compuestos presentes
en la accesion Citrica de Lippia alba,

Compuesto Concentracion
(%)
Geranial 50.1
Neral 32.1
Geraniol 7.6
Acetato de geranilo 1.9
trans-B-Cariofileno 1.5
Germacreno D 1.1
(E)-Isocitral 1.1
Nerol 0.8
a-(Z)-Bisaboleno 0.8
Monoterpeno oxigenado, C;oH160 0.7
Oxido de cariofileno 0.6
Linalol 0.6
Citronelal 0.6
p-Elemeno 0.5

*Analisis realizado por la Universidad Industrial de Santander,

2009.

Compuesto Concentracién Compuesto Concentracion
(%) (%)
Carvona 47.4 9-epi-(E)-Cariofileno 0.3
Limoneno 36.0 Borneol 0.3
Germacreno-D 8.3 Linalol 0.3
Piperitenona 1.2 p-Mirceno 0.3
Piperitona 1.1 trans-Carveol 0.2
Sesquiterpeno oxigenado, C19H160 0.6 cis- Carveol 0.2
Biciclogermacreno 0.5 B-Copaeno 0.2
trans-p-Farneseno 0.5 Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol 0.1
B-Elemeno 0.5 B-Ylangeno* 0.1
p-Bourboneno 0.5 trans- Dihidrocarvona 0.1
trans-f3-Ocimeno 0.4 cis-Dihidrocarvona 0.1
trans-p-Cariofileno 0.4 Canfeno 0.1
Germacreno D-4-ol + Espatulenol 0.3 a-Pineno <0.1

Analisis realizado en laboratorios de la Universidad Industrial de Santander, 2009.

*Identificacion tentativa.
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Cuadro 6. Concentracion relativa (%) de los compuestos presentes en accesiones de Lippia origanoides.

Compuesto Accesiones
Patia Tipica Citrica

Timol 87.5 80.7 85.7
p-Cimeno 4.4 5.2 4
y-Terpineno 2.8 5.3 3.3
trans-p-Cariofileno 1.0 1.2 1.0
B-Mirceno 1.0 1.4 1.0
a-Terpineno 0.6 1.1 0.7
a-Humuleno 0.6 0.6 0.5
Terpinen-4-ol 0.3 0.4 0.4
Timol metiléter 0.3 1 1
N.I. Compuesto oxigenado (m/z 180)* 0.2 0.2 0.3
-Bisaboleno 0.2 0.2 0.1
Acetato de timilo 0.2 0.5 0.6
Umbellulona 0.2 0.1 0.2
Cis-Hidrato de sabineno 0.2 0.2 0.1
Limoneno 0.2 0.2 0.2
a-Tuyeno 0.1 0.3 0.1
B-Felandreno 0.1 0.1 0.1
Eucaliptol 0.1 0.4 0.1
trans-B-Ocimeno 0.1 0.2 0.1
Oxido de cariofileno 0.1 0.1 0.1
a-Pineno <0.1 0.1 <0.1
a-Felandreno <0.1 0.2 <0.1
cis-o-Bergamoteno <0.1 0.4 0.3
11-a-H-Himalacha-1-4-dieno* 0.1

Analisis realizado en laboratorios de la Universidad Industrial de Santander, 2009.

*Identificacion tentativa.
a. N.I. = No identificado.

origanoides cultivada en los estados de Para
y Minas Gerais (Brasil) (Gallino, 1987) y con
estudios realizados en Colombia por Ruiz et
al. (2007) quienes encontraron concentra-
ciones de timol variables entre 33.9 y 77.7%,
dependiendo del método de extraccion.

Conclusiones

e En condiciones del Valle del Cauca, las
accesiones de L. origanoides presentaron
mayor rendimiento de materia seca que las
de L. alba.

e La aplicaciéon de 100 kg/ha de N en forma
de urea, incrementé el rendimiento de
materia seca en los accesiones de ambas
especies, no obstante la mayor respuesta
se observo en las de L. origanoides.

* Las mayores concentraciones de aceites
esenciales en hojas se presentaron en las
accesiones de L. origanoides y no fueron
afectadas por la dosis de nitrégeno ni por
las fuentes utilizadas.
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* Los mayores rendimientos de aceites esen-
ciales se obtuvieron en las accesiones de L.
origanoidesy con la aplicacion de 100 kg/
ha de nitrégeno como urea, lo que concuer-
da con el mayor rendimiento de materia
seca de las accesiones de esta especie.

* La composicion quimica de los aceites
esenciales probablemente esta asociada
con la especie y las accesiones.

* En la composicion de los aceites esenciales
de la accesion Citrica de L. alba predomi-
nan el geranial y el neral; en la accesion
Tipica la carvona y el limoneno; y en las
accesiones de L. origanoides el timol.
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