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1.0 INTRODUCCION

Los aceites esenciales se extraen de diversas plantas aromaticas generalmente localizadas
tanto en paises mediterraneos como tropicales y son parte importante de la medicina
tradicional. Estas sustancias son liquidos, volatiles y rara vez coloreados, solubles en
lipidos y solubles en disolventes orgénicos con una densidad generalmente méas baja que
la del agua. En las plantas se almacenan en las flores, hojas, tallos, ramas, semillas, frutas,

raices, madera o corteza ().

Los aceites esenciales, son muy conocidos por sus propiedades antiséptica, bactericida,
antiviral y fungicida también por sus propiedades tales como preservantes de alimentos
envasados, analgésicos antinflamatorios y anestésicos locales.

Las especias, perfumes, resinas y gomas, pertenecen a grupo de sustancias que proceden
del metabolismo de las plantas, elaborados como productos secundarios. Se trata de una
amplia variedad de compuestos organicos, dentro de los que juegan un papel importante,
los derivados terpénicos. Los terpenos se encuentran en cantidad apreciable en cerca de
dos mil especies de plantas repartidas en unas 60 familias, entre ellas: labiadas, pinaceas,

rutaceas y umbeliferas.

Existen varios métodos de extraccion, los empleados en esta investigacion fueron;
destilacion por arrastre de vapor, mediante un proceso de codestilacion con agua permitio
separar sustancias insolubles en agua y ligeramente volatiles en este caso el aceite
esencial. También se emple6 extraccidn con solventes organicos, técnica que consistié en
sumergir las especies vegetales en solventes de baja polaridad y de bajo punto de
ebullicién. Empleando ambas técnicas se consiguid aislar trans-anetol y anisaldehido, dos
metabolitos secundarios mayoritarios. El trans-anetol es parte de la composicion de las
esencias de al menos 20 especies vegetales y se encuentra en grandes cantidades en la
esencia del anis, Pimpinela anisum (92-96%), en el aceite de casia, en los aceites de la

corteza de la canela, del clavo y en el aceite de tomillo.(2)

En esta memoria se reporta el estudio fitoquimico de cinco especies vegetales productoras

de trans-anetol:
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a) Anis (Pimpinella anisum)

b) Anis estrella (Illicium verum)

e) Hinojo silvestre (Foeniculum vulgare)
¢) Santa Maria (Piper marginatum Jacq)
d) Anisillo (Tagetes filifolia Lag)

A la fecha en El Salvador, no existen estudios fitoquimicos de Santa Maria (Piper
marginatum Jacq), Anisillo (Tagetes filifolia Lag) e Hinojo silvestre (Foeniculum

vulgare), que las describan como plantas productoras de trans-anetol.

Los metabolitos secundarios tienen como precursores a los metabolitos primarios, pero
su distribucion en el reino vegetal es mas limitada y para determinados compuestos queda
restringida a ciertas especies, por lo tanto es improbable que desarrollen un papel
fundamental en el metabolismo primario. En cuanto a su funcién, podriamos decir que
los metabolitos secundarios son una medida de la adecuacion de un organismo para la

supervivencia en un ecosistema determinado. (3)

Los metabolitos secundarios mayoritarios (trans-anetol y anisaldehido) se purificaron
empleando diversas técnicas cromatograficas; una vez purificados se realiz6 la
elucidacion estructural de ambos metabolitos mediante Espectroscopia Infrarroja IR,
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y *3C ; finalmente se
hizo la cuantificacion de trans-anetol por Cromatografia de Gases, siendo el extracto
vegetal de Pimpinella anisum el que mas contenido de trans-anetol posee (79.48%).
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar trans-anetol en aceites esenciales extraidos de cinco plantas anisadas.

2.2 Objetivos especificos

Extraer los aceites esenciales de cinco plantas anisadas.

Identificar los metabolitos secundarios mayoritarios, contenidos en la mezcla de los aceites
esenciales, por Cromatografia en Capa Fina Analitica (CCF).

Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los aceites esenciales, por
Cromatografia en Capa Fina Preparativa (CCFP).

Identificar el metabolito trans-anetol en los aceites esenciales, por espectroscopia de IR,
RMNHy 13C.

Cuantificar el metabolito trans-anetol en los aceites esenciales por Cromatografia de Gases
(CG).

Establecer la relacion de variabilidad del contenido de trans-anetol, entre las cinco plantas

anisadas.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por
arrastre con vapor de agua y son las sustancias responsables del aroma de las plantas. En
cuanto a sus aplicaciones, son importantes en la industria cosmética, alimenticia y
farmacéutica. (4

Los aceites esenciales se pueden encontrar en las hojas, flores, semillas, corteza, raices o
frutos de diversas plantas algunos de ellos se evaporan al contacto con el aire, por lo que
también son conocidos como aceites volatiles. Generalmente, se obtienen a través de
procesos de extraccion con disolventes, extraccion con fluidos supercriticos o destilacion

por arrastre con vapor. ()

Durante la edad media, las esencias formaron parte de los productos de gran valor
comercial que se transportaban desde Asia a Europa; ya entre los siglos XVIy XVII méas
de 100 aceites esenciales fueron empleados en perfumeria y en medicina tradicional en

Europa. ()

3.2 Aprovechamiento de aceites esenciales

Ellos son ampliamente utilizados como ingredientes en las industrias de saborizantes,
perfumeria y farmacéutica; su agradable fragancia y la naturaleza terapéutica han
acrecentado sus aplicaciones en el campo de la aromaterapia, es decir, su uso en aceites
de masaje para aliviar diferentes dolencias y ansiedades o simplemente como accesorios
de belleza. En consecuencia, se han realizado investigaciones sobre diversas fuentes de
aceites esenciales que incluyen, el cultivo de plantas, la mejora de los métodos de
extraccion y los andlisis de aceites esenciales para la identificacion de sus componentes.

™

3.3 Composicion quimica de aceites esenciales en general

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de varios componentes, que

pueden formar parte de grupos quimicos tales como:
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» Hemiterpenos (Compuestos alifaticos de bajo peso molecular como alcanos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos).
» Monoterpenos.

A\

Sesquiterpenos.

» Fenilpropanos.

3.4 Clasificacion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios: Consistencia, origen
y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.

a). Por su consistencia, los aceites esenciales se clasifican en esencias fluidas, balsamos
y oleorresinas.

Las Esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Los balsamos son de
consistencia mas espesa, poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion.
Se caracterizan por tener un alto contenido de &cido benzoico y &cido cinamico, asi como
sus correspondientes ésteres. Como ejemplos se puede mencionar; balsamo de copaiba,
balsamo del Perd, benjui, balsamo de tol( y estoraque.

Las oleorresinas, son mezclas homogéneas de resinas y aceites esenciales. Asi por
ejemplo, la trementina que se obtiene del pino, estd compuesta por resina 6 colofonia y

aceite esencial de trementina, los cuales se separan por destilacion por arrastre de vapor (s

b) Por su origen, los aceites esenciales se clasifican como: Naturales, artificiales y

sintéticos.

Los aceites esenciales naturales, se obtienen directamente de la planta y debido a su
rendimiento tan bajo, son muy costosos. Los aceites esenciales artificiales, se obtienen a
través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus
componentes. Por otra parte, los aceites esenciales sintéticos, como su nombre lo indica
son producidos por la combinacién de componentes producidos por procesos de sintesis
quimica; son de bajo coste y por ende, mas utilizados como aromatizantes y saborizantes

(esencias de vainilla, limon, fresa, y otros). )

c¢) Por la naturaleza quimica de los componentes mayoritarios, los aceites esenciales que
son ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales monoterpenoides (aceite de

hierbabuena, albahaca y salvia.), los ricos en sesquiterpenos son los aceites esenciales
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sesquiterpenoides (aceite de copaiba, pino y junipero) y los ricos en fenilpropanos son

los aceites esenciales fenilpropanoides (aceite de clavo de olor, canela y anis).

Aunque esta clasificacion es muy general, nos resultara util para propdsitos de estudiar
algunos aspectos fitoquimicos de los monoterpenos, los sesquiterpenos y los
fenilpropanos )

3.5 Fuentes y estado natural de aceites esenciales
Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 familias de

plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas,

Rosaceas, Rutaceas y Umbeliferas.
Se pueden encontrar en diferentes partes de las plantas como:

» Las hojas: Ajenjo, albahaca, buchu, cidrén, eucalipto, hierbabuena, limoncillo,

menta, pachuli, romero, salvia y toronjil.

A\

Las raices: Angelica, asaro, azafran, calamo, curcuma, jengibre, sandalo,
sasafras, valeriana y vetiver.

El pericarpio: De los frutos de limon, mandarina y naranja.

Las semillas: Anis, cardamomo, eneldo, hinojo y comino.

El tallo: Canela y caparrapi.

vV V VYV V

Las flores: Arnica, lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, clavo de olor y rosa.

» Los frutos: Alcaravea, cilantro, laurel, nuez moscada, perejil y pimienta (9
Aunque en los aceites esenciales tanto los monoterpenos, los sesquiterpenos y los
fenilpropanos se encuentran en forma libre, mas recientemente se han investigado los que
estan ligados a carbohidratos, ya que se considera que son los precursores inmediatos del

aceite como tal. ()

La densidad de los aceites esenciales suele ser inferior a la del agua, salvo los de canela,

clavo de olor y sasafras, con una densidad superior a la unidad.

Los contenidos en aceite esencial no suelen superar el 1% en la mayoria de los casos.
Aungue una excepcién, la constituye el clavo de olor (botén floral de Eugenia

caryophyllus) cuyo contenido puede superar al 15%.

La mayoria de los aceites se usan en cosméticos, masajes, aromaterapia, artesanias o en

productos de limpieza; otros son usados como repelentes de insectos tanto para el hombre
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como para el ganado, y en medicina se aplican en el tratamiento de una amplia diversidad

de afecciones )

3.6 GENERALIDADES DEL TRANS-ANETOL

El trans-anetol, es un éter aromatico insaturado, que pertenece al grupo de los
fenilpropanoides (figura 1). Normalmente, los aceites esenciales anisados contienen

cantidades variables de trans-anetol y su isémero, el cis-anetol, asi como de otros

compuestos relacionados, como alil-anisol y anisaldehido.

Trans-anetol Cis-anetol
/O
/061 P~
Alil-anisol Anisaldehido

Figura 1. Fenilpropanoides que normalmente se encuentran en aceites esenciales
anisados.

Constituye el componente principal en los aceites esenciales de varias plantas como el
anis, anis estrellado e hinojo, en los cuales, el contenido varia entre el 10-50% (10).
Ademas de trans-anetol, los aceites esenciales de plantas aromaticas anisadas, contienen
cantidades variables.

Se ha determinado que, el trans-anetol es 13 veces mas dulce que el azucar, por esta
razén, la percepcion de su sabor es agradable en la lengua y s6lo en grandes cantidades
@), (lo cual esta por encima del contenido normal en alimentos y bebidas) es irritante y
ligeramente toxico (espasmolitico). Por ejemplo, el licor anisado Ouzo, tiene cerca del

0.03% p/v de trans-anetol. (12)

3.7 APLICACIONES DE TRANS-ANETOL

En general el trans-anetol tiene muchos usos; en primer lugar es un aditivo comdn para

proporcionar sabor en alimentos y bebidas. En algunas bebidas, tiene la propiedad de
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formar micro emulsiones espontaneas, la cual proporciona la consistencia y apariencia
blanquecina, tal es el caso del “Licor del Mono” y el licor griego “Ouzo”.(12).

El aceite esencial de anis (figura 2), es muy apreciado en el arte culinario del sur y el este
de Asia. En la India masticar semillas de anis es un comportamiento normal después de
una comida, al considerarse que actia como un ambientador de la boca y del aparato
digestivo.(1o)

El aceite esencial de anis, se emplea en tratamientos de aromaterapia, gripe y resfriados.

En otros tiempos, el aceite esencial incluso fue utilizado para tratar la sarna y los piojos.

»

' .ﬁ

-,‘ . 45 |
\ { - v ; g
Pimpinella —
Anisum Hlicium
4 verum

Figura 2. Aceites esenciales extraidos de cinco plantas anisadas

En cuanto a sus propiedades medicinales, el anetol es efectivo como nematicida,
antimicrobiano e insecticida 11y, ademés, forma parte de los compuestos naturales
quimiopreventivos, incluyendo circumina, eugenol y limoneno, los cuales poseen la
habilidad de suprimir la formacion de cancer, mediante la interferencia en diversos

mecanismos de accion celular.(13).

3.8 Descripcion general de aceites esenciales anisados

3.8.1 Anis (Pimpinella anisum)

El género Pimpinella esta conformado por cerca de 150 especies, y pertenece a la familia
Apiaceae. Pimpinella anisum figura entre las plantas medicinales méas antiguas que se
conocen, siendo mencionada por Teofrasto, Dioscorides y Plinio en sus escritos. Este
ultimo indicaba que se podian prevenir suefios desagradables si se colocaba bajo la
almohada semillas de anis y se inhalaban su aroma durante la noche. Pitagoras, creia que

el anis podia prevenir los vomitos y desordenes estomacales, y con efectos beneficiosos
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para picaduras de escorpion. Otras citas antiguas, le atribuyen propiedades afrodisiacas y
efectos sobre la insuficiencia respiratoria. (14)

El anis, denominado “Anis verde” en Espafa, “Anacio” en Italia o “sweet cumnin” en
paises de habla inglesa, ya era cultivado por los egipcios alrededor del afio 1500 a.C.
(figura 3). Su centro de origen es Grecia, Asia menor y Egipto. Actualmente se cultiva en
regiones templadas y calidas de Espafia, Italia, Bulgaria, Rusia, Norte de Africa, India,
Chile, México y Argentina. (is)

Figura 3. Cultivo y semillas de Pimpinella anisum

Aceite esencial de anis

El aceite esencial (2-3%) se localiza en numerosos canales secretores del fruto, de los
cuales se obtiene por destilacion de vapor de agua; es miscible con solventes organicos
tales como; tolueno, ciclohexano, cloroformo, éter y etanol (se requiere 3 partes de etanol

para disolver un volumen de aceite esencial de anis). (14) (figura 4).

Pimpinella |
Anisym

Figura 4 Aceite esencial de Pimpinella anisum
Cuando se extrae, debe secarse y conservarse en un recipiente tan lleno como se pueda,

bien cerrado y que permita su resguardo de la luz. Cuando el aceite esencial se expone
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por largos periodos a la accion de la luz y del aire, va perdiendo lentamente la capacidad

de cristalizar y se alteran sus fisicas debido a la formacion de sub-productos. (14

Usos y propiedades

Las semillas de anis, se usan en la elaboracion caramelos, pan, reposteria y licores. Se
utilizan como condimento y sazon para carnes, pescado y salsas. En relacion al aceite
esencial, forma parte de pastas dentifricas, repelentes de insectos debido a sus

propiedades antisépticas; también se emplea en la elaboracion de perfumes. (is)

3.8.2 Anis estrella (lllicium verum)

El anis estrella, es originario de los bosques tropicales del sudeste asiatico, donde se
conoce como “badian de la China” o “badiana”. Es un arbol pequefio de 3-5 m de altura,
es perennifolio, con corteza blanca y hojas lanceoladas enteras. Flores amarillo- rosados,
pueden tener hasta 30 pétalos. Las flores producen un fruto en forma de estrella.

Los frutos son de color oscuro (figura 5), miden cerca de 2 cm de diametro y parecen
estrella formadas de ocho carpelos careniformes de 1 a 1.5 cm de longitud que al madurar
se abren. Cada carpelo contiene una semilla suave, café. El pericarpio es color marron y
esta arrugado por debajo florece en primavera, cuando comienzan las primeras lluvias; la
vida media de un arbol es de 80 a 100 afios y es muy cultivado en China, Filipinas y

Jamaica. (16

Figura 5. Semillas de Illicium verum

Aceite esencial de anis estrella
El anis estrella contiene aproximadamente de 8-9% de aceite esencial, que es un liquido
color amarilla palido (figura 6). Entre sus componentes se encuentran: trans-anetol (80-

90%) y limoneno (5%) ademas de pequefias cantidades de anisaldehido, linalol, estragol,
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fenchona, pineno, felandreno y acido shikimico. También contiene taninos catéquicos,

lignanos, lactonas sesquiterpénicas y sales minerales. (17)

-

Micjyum
Verum

S >

Figura 6. Aceite esencial de Illicium verum

Usos y propiedades

Su nombre deriva de la caracteristica forma estrella que poseen sus frutos y hojas. Se usa
como condimento para aromatizar salsas curry, en confiteria, chicles, caramelos, tabaco,
licoreria, preparaciones farmacéuticas y para la conservacion de encurtidos. También se
usa en perfumeria y jabones. El fruto se mastica para perfumar el aliento y ayuda a la
digestion (ie)

Entre los efectos terapéuticos del anis estrella, se describe como un eupéptico,
carminativo, antiespasmaodico, expectorante de accion directa sobre glandulas secretoras
de mucosa respiratoria, estrogénico, galactagogo, pediculicida en uso topico,
especialmente activo frente al Pediculus vestimenta. En un estudio realizado sobre el
extracto alcoholico de l.verum se encontrd que, éste posee la capacidad de inhibir el
crecimiento de E.coli, B. subtilis y S. cerevisiae. Las mujeres embarazadas y en periodo

de lactancia deben evitar el uso interno del aceite esencial de anis estrella. (i)

3.8.3 Hinojo silvestre (Foeniculum vulgare)

Es una planta herbacea, perenne, perteneciente a la familia de las Umbeliferas (Apiacea),
de hasta 2 metros de altura. Posee una raiz carnosa, fusiforme de hasta 2 cm de didmetro,
poco ramificada de color amarillo-blancuzco (figura 7). El tallo posee una base gruesas,
es ramificado, cilindrico, las hojas son grandes de hasta 30 cm de ancho por 40 cm de
largo muy divididas y las apicales poseen segmentos muy finos (is).

Como se muestra en la figura 7; las flores son pequefias, hermafroditas, pentameras con
pétalos amarillo enrollados hacia adentro y carecen de céliz, involucro e involucelo, el

fruto es un esquizocarpo (diaquenio) eliptico derecho.

~—
N
w

L -



Figura 7. Flores de Foeniculum vulgare

Es una planta aromatica y medicinal cuyas hojas y semillas e incluso la raiz poseen valor
medicinal, por lo cual es muy utilizada en la industria farmacéutica, alimenticia y
cosmeética, sus brotes también son consumidos en ensaladas. Todas las partes de la planta
exhalan un aroma caracteristico a anis.

El hinojo es una planta de clima templado originaria de la cuenca del Mediterraneo y Asia
menor. En el norte de Europa fue introducida por los romanos y en Sudamérica (es muy
abundante en Chile) por los colonizadores europeos. Se produce en Esparia, Alemania,

Europa meridional, Sudamérica, China y Japon (is)

Figura 8. Semillas de Foeniculum vulgare

El grano de hinojo (figura 8), contiene de 2-6% de aceite esencial, de los cuales, de 12-
18% es extracto etéreo, 20% de proteina y 5% de azucares. El contenido de aceite esencial
es variable segun el origen de las semillas, por ejemplo: Francés 2.1%; aleman 4.7%,

persa 1.7% y japonés 2.7%.(1s)
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Aceite esencial de Hinojo
El aceite esencial se obtiene por destilacion con arrastre de vapor de los frutos secos
previamente remojados, enteros o molidos, también suele en algunos casos destilarse

parte de la planta junto con el grano.

Figura 9. Aceite esencial de Foeniculum vulgare

El aceite esencial es un liquido incoloro, amarillo pélido (figura 9), cuyo sabor puede
variar de netamente dulce, dulce anisado, amargo a alcanfor, acre y picante. El aceite
esencial puede contener entre un 50-60% de trans-anetol y un 20% de fenchona. Analisis
de aceites esenciales de hinojo en llevados a cabo en Turquia, presentan la siguiente
composicion: trans-anetol (75.7-86.5%), limoneno (4.25-9.15%), estragol (3.25-5.21%);
fenchona (1.05-2.8%); alfa pineno (0.47-1.14%).(15)

Composicion Contenido promedio (%)
a-pineno 0.05-0.45
camfeno 0.02-0.26
b-pineno 0.01-0.07
limoneno 1.00-3.60
d-terpineno 0.08-0.26
terpinoleno 0.10-0.47
fenchona 0.10-2.50
Linalol 3.50-4.70
estragol 0.16-0.40
cis-anetol 0.16-0.40
trans-anetol 86.0-92.0
p. anisaldehido 0.90-2.60

Tabla 1. composicion del Aceite esencial de Foeniculum vulgare
La norma de la Farmacopea francesa precisa que los frutos de hinojo dulce debe poseer

un minimo de 2% v/m de aceite esencial y sefiala dos tipos de aceite esencial segun el
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contenido de estragol. La norma IRAM-SAIPA expresa que el aceite esencial de hinojo
se debe presentar como un liquido incoloro a amarillento, limpido y mdvil, de olor
caracteristico (ver tabla 1). El aceite, debe protegerse de la luz y la humedad, guardarse

en contenedores de vidrio o de hojalata, no de plastico, (is)

Usos y propiedades

El hinojo, posee propiedades estimulantes, aromaticas, antiespasmaodicas, diuréticas,
expectorante, galactogoga, eupépticas y carminativas. El principal interés de los granos
de hinojo dulce reside en el contenido de aceite esencial contenido dentro de los
tegumentos. Se utiliza para tratar los gases acumulados en el aparato digestivo, también
en las afecciones estomacales y biliares, asi como expectorante (14)

El té caliente del hinojo silvestre alivia el ataque de asma, incrementa la secrecion lactea
en las madres. Calma los vomitos periodicos y los colicos. El té frio alivia el dolor y la
inflamacion de los 0jos y se emplea para elevar la presion arterial. Machacado y aplicado
sobre las heridas detiene la pérdida de sangre. (14)

En la industria farmacéutica y cosmetoldgica, se usa como materia prima para la
obtencion de anetol, aromatizar dentifricos, pastas dentales y aguas dentifricas, al igual
qgue en medicamentos estomacales y expectorantes. Es un aditivo importante en la
fabricacion de jabones, aerosoles e insecticidas domésticos e industriales para ocultar
olores desagradables, también en la elaboracion de licores y como soporifico suave en
tabaco. Se pueden hacer fricciones con el aceite para aliviar dolores reumaticos.

3.8.4 Santa Maria (Piper marginatum Jacq)

Las Piperaceas son una familia de arbustos y trepadoras lefiosas muy distribuidos en las
regiones tropicales, Comprende 10 géneros, siendo los principales Piper y Peperomia. (19
El género Piper, tiene cerca de 700 especies (20). Las especies de la familia Piperaceas, se
caracterizan por tener hojas alternas, raramente verticiladas, con o sin estipulas (ver figura
10). Las flores son hermafroditas y lampifias, se sitan en las axilas de las bracteas y se

retnen en inflorescencias en espiga dispuestas en el apice de las ramas. (21
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Figura 10. Planta de Piper marginatum Jacq

La planta Piper marginatum Jacq, es originaria de México y crece a lo largo de
Centroamérica, Y el tropico sudamericano. Crece en habitats de clima calido, semicalido
y semiseco, desde el nivel del mar hasta los 2000 msnm. Crece a orillas de caminos, en
vegetacion del bosque tropical caducifolio, perennifolio y bosque mixto de pino-encino
de terreno semiseco. Es cultivada también, ya que crece facilmente y puede ser sembrada

en cualquier época del afo. (22)

Aceite esencial de Santa Maria

En el aceite esencial (figura 11), los compuestos oxigenados representan el 98.28 % vy el
resto corresponde a hidrocarburos sesquiterpénicos. Dentro de esta cantidad considerable
de compuestos oxigenados, los principales componentes son: Isosafrol (37.31%),
notosmirnol o isosmorizol (22.72 %), metil eugenol (7.32 %), safrol (7.02 %), la trans-

asarona (5.88 %) y la miristicina (4.33%). (19)

Figura 11. Aceite esencial de Piper marginatum Jacq
La composicion quimica del aceite de esta especie muestra gran variabilidad en cuanto a
los componentes principales; asi tenemos que se informo 80,5% de trans-anetol como

N
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componente mayoritario de este aceite y determina la composicion quimica de los aceites

esenciales extraidos de hojas y tallos de Piper marginatum Jacq (23

Usos y propiedades

Se emplean las hojas como envolvente en caso de fracturas, también para picaduras de
alacran y mordedura de viboras. Se usa como antipirético, antidiarreico, dolor e
inflamacién de estobmago, para tratar problemas de bronquitis y tos, asma, laringitis,
reumatismo, rifiones, vista, dolores musculares y colicos. Ademds, se usa en
padecimientos como inflamacion, infeccion de la matriz, dolor de estdmago, espasmo,
falta de apetito y estrefiimiento. 2a4).

En la cocina es utilizado como condimento en mole verde, como envoltura de tamales y

en platillos de camarén y pollo. (s).

3.8.5 Anisillo (Tagetes filofolia Lag)

Tagetes es un género de plantas herbaceas anuales o perennes en la familia de las
Compuestas (Asteraceae). Su habitat, se extiende desde México y Centroamérica hasta
Argentina.

El anisillo es una planta pequefia, muy comdn en las colinas de clima fresco,

especialmente en climas célido, semicélido y templado, entre los 300 y 2400 msnm. (26).

Figura 12. Planta de Tagetes filofolia Lag

La planta tiene hojas opuestas, a veces alternas, pinatisectas, menuditas, flores pequefias,
blancas, solitarias, de caliz tubuloso, involucro de varios flosculos (ver figura 12). Se
reconoce facilmente, pues al restregarla todas sus partes exhalan un olor muy pronunciado

de anis. Nacen en los llanos y gramales de hierba fina donde es facil reconocerlas por sus
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tallos recostados y sus hojuelas compuestas de lanillas finas y verdes en nimero de siete.

7).

Aceite esencial de Anisillo

La composicién quimica del aceite esencial de Tagetes filifolia Lag (figura 13), se
advierten algunas diferencias: 1). EI nimero de sus compuestos reconocidos varia de
33,28) 2). Se ha encontrado tanto cis-anetol como trans-anetol (1), 3). La cantidad de
alilanisol y de trans-anetol en la composicion total del aceite esencial es 61.2% y
33.10.(29).

Figura 13. Aceite esencial de Tagetes filofolia Lag

Usos y propiedades

En distintas regiones de México, se suele tomar té de esta planta cuando se sufre de
distintas afecciones estomacales. Asi, en Oaxaca recomiendan beber un poco del alcohol
donde se maceraron las hojas; en Hidalgo y Chiapas, se usa la infusion de las hojas o tallo
tiernos. En Morelos, se toma la infusion caliente de las partes aéreas, antes de cada
alimento o es administrado tres veces al dia, a los nifios cuando tienen c6licos. o).

El té se consume durante las comidas, también se utiliza para batir la harina con la cual
se va a preparar el pan para proporcionarle sabor; macerado en aguardiente se consume
como aperitivo. Como saborizante anisado de cafias de maiz para masticar, para la

elaboracion de mezcal y de licor, como esencia de anis para saborizar cualquier bebida

(31).

3.9Fundamentos de la extracciéon

La extraccién es un método empleado para separar unos compuestos quimicos de otros
con los que se encuentran mezclados y disueltos en un mismo disolvente. Se basa en la
diferente solubilidad de cada sustancia en dos liquidos inmiscibles. Esto es: El disolvente

en el que se encuentran disueltos inicialmente y el disolvente de extraccion.
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Ambos se separan con facilidad, usando un embudo de extraccion. Las fases utilizadas
normalmente son agua y un disolvente organico, y los diferentes componentes de una
mezcla se distribuyen entre ambas fases de acuerdo con sus solubilidades relativas.

Por ejemplo, consideremos una mezcla constituida por un compuesto organico
parcialmente soluble en agua y diferentes sales inorganicas solubles en agua, con todos
los componentes de la mezcla disueltos en la suficiente cantidad de agua para disponer

de una disolucion homogénea.

La cantidad total del compuesto organico presente en la disolucion acuosa inicial se
repartira en la fase etérea de acuerdo con las solubilidades relativas de dicho compuesto
en éter y en agua. Ahora bien, como el compuesto organico suele ser mucho mas soluble
en éter que en agua, la mayor parte del compuesto organico habréa quedado disuelto en la
fase etérea y las sales inorganicas, que no son solubles en éter, permaneceran en la fase

acuosa. ()

Figura 14. Aparato de separacion.
Mediante una decantacion en el embudo de separacion se separan las dos fases, se recoge
la fase organica y se aisla el compuesto organico mediante una eliminacion del éter por
destilacion a presion reducida o en rotaevaporador (ver figura 14).
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El disolvente que se utilice en la extraccion, debe cumplir los siguientes requisitos:

a) Disolver facilmente el (los) compuesto (s) organico (s) a extraer.

b) Tener un punto de ebullicion lo més bajo posible para que se pueda eliminar

facilmente en el rotaevaporador.

c) Ser totalmente inmiscibles con el agua.

d) No reaccionar con los compuestos organicos que se van a extraer.

e) No ser inflamable ni toxico.

f) Ser relativamente de bajo costo.
El éter etilico es disolvente més utilizado en la extraccion, y a pesar de ser muy inflamable
y ser parcialmente miscible con el agua, el éter es un disolvente muy bueno para la
disolucion de la mayoria de los compuestos organicos; ademas, es facil de eliminar a

presion reducida por ser muy volatil (P.E.= 34.6 °C).

3.9.1 Extraccion liquido-liquido
El término extraccién, se define como la transferencia de una sustancia de una fase a otra

que se lleva a cabo entre dos liquidos inmiscibles. Aungue cualquier proceso que implique
la transferencia de un compuesto quimico, entre dos fases liquidas inmiscibles, es una
extraccion, también es necesario distinguir los términos de extraccion y lavado.

La extraccion se refiere al paso de compuesto organico de interés, desde una fase acuosa
a un disolvente organico, mientras que el lavado se realiza con una disolucion acuosa
para retirar de la fase orgénica, un compuesto no deseado (ver figura 15).

En una disolucién de un compuesto A, en un disolvente 1 se extrae con otro disolvente 2,
inmiscible con el primero, en el cual el compuesto A es mas soluble. EI compuesto se
repartira entre ambos disolventes hasta llegar a una situacion de equilibrio; finalmente las
dos fases liquidas inmiscibles se separaran en el embudo de decantacion, quedando en la

fase inferior, la el liquido de mayor densidad.

Figura 15. Proceso de lavado

~—
w
N

L -



La relacion de las concentraciones del compuesto A en cada disolvente, a una temperatura
dada, es una constante llamada coeficiente de reparto (K). Para un mismo compuesto, el
coeficiente de reparto depende de la temperatura y del par de disolventes considerados.
Solubilidad de A en 2 > Solubilidad de A en 1.

_ [A]2 _ Solubilidad de A en el disolevnte 2
" [A]1 " Solubilidad de A en el disolevnte 1

Donde [A]1y [A]2 son las concentraciones en el equilibrio del compuesto A en los
disolventes 1y 2, respectivamente. Realizando una aproximacion puede considerarse que
la concentracién del compuesto A en cada disolvente se correlaciona con la solubilidad
de dicho compuesto en el disolvente puro; por lo tanto el éxito en una extraccion depende
de la solubilidad relativa del compuesto a extraer en el par de disolventes elegidos. zs).

Orden de las fases

En los procesos de extraccion o lavado, donde se utiliza la disolucion acuosa y otra

orgéanica, el orden de las fases depende de sus densidades relativas. La mayor parte de las

disoluciones acuosas que se utilizan en los procesos de lavado contienen un 5-10% de
soluto.

Como norma general, para evitar errores irrecuperables, no se debe descartar ninguna de

las fases hasta que no se esté seguro de cual es la que interesa, y que el producto se ha

extraido por completo; si existe duda a la hora de decidir cual es la fase acuosa y cual es
la organica, la siguiente prueba puede resultar de gran utilidad:

1. Separar la fase inferior y afiadir una pequefia cantidad de agua a la fase que ha quedado
en el embudo, independientemente de su naturaleza.

2. Dependiendo de que dicha fase sea acuosa u organica, tras la adicién de agua se
observaran en el embudo una o dos fases. Si la que quedaba inicialmente en el embudo
fuera orgéanica, apareceran dos fases; en tal caso, separar la pequefia cantidad de agua
afiadida. Si fuera acuosa, se observara una sola fase, y el haber afiadido una pequefia

cantidad de agua sol6 habra producido una ligera dilucion. (3

3.9.2 Extraccion de aceites esenciales

La extraccion de aceites esenciales de origen natural, se realiza de diversas formas, en

funcién de la calidad del aceite por extraer y de la estabilidad de sus constituyentes, ya
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que en la mayoria de los casos, éstos tienden a degradarse cuando se someten a altas

temperaturas u otro tipo de tratamiento extremo. La extraccion de aceites esenciales se

realiza fundamentalmente por tres métodos:

e Destilacion con agua: La planta sélo se pone en contacto con agua, es comun para la
extraccion de aceites con propiedades medicinales.

e Destilacion por corriente de vapor: La parte de la planta se pone en contacto directo
con vapor Yy los aceites esenciales se colectan como mezcla aceite/agua.

e Destilacion con solventes: El aceite se extrae en un solvente, mismo que después debe
ser separado.

Otros métodos empleados para extraer aceites esenciales de las plantas son: Enfleurage y

fluidos supercriticos. (34

3.9.3 Destilacion por rotavapor

Una de las tareas mas frecuentes en un laboratorio de productos naturales consiste en la
eliminacién de un disolvente organico (de bajo punto de ebullicion) de una disolucién
formada por dicho disolvente y un producto organico no volatil que queremos aislar.
Segun lo visto hasta el momento, un aparato de destilacion sencilla nos serviria para
realizar la separacion del disolvente si los puntos de ebullicion son lo suficientemente

distintos.

Figura 16. Aparato de rotavapor

Sin embargo, no es necesario montar el aparato de destilacion para resolver este problema
dado que casi todos los laboratorios estan dotados de un aparato llamado rotavapor, que
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no es mas que un destilador a vacio que lleva incorporado un motor, lo que permite el
giro del matraz de destilacion (ver figura 16), por tanto la destilacién continua de su
contenido; para generar vacio puede emplearse una trompa de agua 0 una bomba de

membrana, ya que ambas proporcionan el vacio adecuado. (32).

3.9.4 Destilacion por corriente de vapor

El aislamiento y concentracion de aceites esenciales a partir de las plantas ha tenido un
gran impacto en el desarrollo de la quimica relacionada con la medicina, la alimentacion
y la cosmética. La capacidad de dilucidar la estructura del componente activo de un aceite
esencial ha permitido desarrollar métodos de sintesis de estos compuestos a partir de otros
facilmente asequibles, llegandose asi, a veces, a versiones més economicas de los
mismos.

Uno de los procesos habituales para la extraccion de estos compuestos es la Ilamada
destilacion en corriente de vapor. Se trata de una técnica importante con muchas
aplicaciones comerciales, que permite separar sustancias insolubles en agua y ligeramente
volatiles de otros productos no volatiles mezclados con ellos, mediante un proceso de
codestilacion con agua (ver figura 17).

Si en una mezcla existen dos 0 mas compuestos que cumplen estas caracteristicas,
normalmente no se separan unos de otros, pero si de todo lo demas. Con esta técnica se
separan productos naturales a temperaturas inferiores a sus puntos de ebullicion, por lo
que se evita su descomposicion, y es especialmente Gtil cuando los compuestos estan

contaminados con otras sustancias que si son solubles en agua.

Refrigerante

=

Y
Matraz T = ArtE E Erlenmeyer
generadar Jah recolecior

de vapor [

Bafio de
niglo

Figura 17. Aparato de destilacién por corriente de vapor
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Para comprender el fundamento de la destilacion en corriente de vapor hay que considerar
cdémo se comporta en la destilacion un sistema compuesto por dos liquidos inmiscibles.
Cada uno de ellos ejerce su propia presion de vapor caracteristica, independientemente
de la del otro.

Por tanto, la presion de vapor total sera:

Pt =Pa+ Pg (alatemperatura T)

Si se trata de agua y un compuesto organico que queremos aislar:

PT = P j9ua + P g = Xagua P%agua + Xorg P org

El punto de ebullicion de la mezcla sera aquella temperatura a la que la presion de vapor
total iguale a la exterior. A menos que la presion de vapor del compuesto sea 0, la
temperatura de ebullicion de la mezcla serd inferior a 100 °C. Puesto que, a una
temperatura dada, la presion ejercida por un gas es proporcional a su concentracion, en el
punto de ebullicion de la mezcla las presiones de vapor de sus componentes seran
proporcionales a sus concentraciones y por tanto:

(P agua V)/(P org V) = (N agua RT)/(N org RT)

Pagua/ P org = n agua/ n org = (masa agua/ 18) (masa org /PM org)

De estas ecuaciones se deduce que al destilar una mezcla de dos liquidos no miscibles,
las cantidades relativas en peso de los dos liquidos que se recogen en el colector estan
relacionadas con los pesos moleculares y las tensiones de vapor, y que la mezcla destilara
a temperatura constante mientras esté presente una minima cantidad de ambos

COmpuUestos.32)

3.9.5 Extraccidn con fluidos supercriticos

En 1869 Thomas Andrews (1813-1885) realiz6 un estudio sistematico del equilibrio de
fases del didxido de carbono. Sus experimentos demostraron que la zona de equilibrio
liquido-vapor disminuye a medida que aumenta la presion hasta que ambas se encuentran
en un punto caracteristico de cada sustancia, denominado punto critico.

Se entiende por Fluido Supercritico (FSC) a una sustancia llevada a condiciones
operativas de P, T cercanas al punto critico. Un fluido supercritico es cualquier
sustancia cuya temperatura y presion son mas altas que sus valores criticos y su

densidad aproximada o mayor que su densidad critica.

~—
w
u

L -



El método de extraccion con fluidos supercriticos, es de desarrollo méas reciente, el
material vegetal cortado en trozos pequefios, 0 molido, se empaca en una cdmara de acero
inoxidable y se hace circular a través de la muestra un fluido en estado supercritico (por
ejemplo COy), las esencias son asi solubilizadas y arrastradas por el fluido supercritico,
que acta como solvente extractor, se elimina por descompresion progresiva hasta

alcanzar la presion y temperatura ambiente.

Finalmente se obtiene una esencia cuyo grado de pureza depende de las condiciones de
extraccion. Aungue presenta varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente
compatible, el solvente se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas
temperaturas utilizadas para la extraccion no cambian quimicamente los componentes de
la esencia, sin embargo el equipo requerido es relativamente costoso, ya que se requieren
bombas de alta presion y sistemas de extraccion también resistentes a las altas

presiones z2)

EXTRACTORS SEPARATORS I
L e )
& U 0l
........ : ; ot oF o3
LT ! i1 0 [
ol - o
4 . A EXTRACT
cCo2 o
('()a resersolr
Henter
CO2 pump (—
Co solvemt
pump

Figura 18. Esquema extraccién con fluidos supercriticos

En esta condicion la sustancia no es ni liquido ni gas, pero posee las propiedades de ambas
y representa un estado de la materia en el cual ésta es compresible pero posee una
densidad similar a la de un liquido. Ademas puede resumirse en cuatro pasos principales:

Extraccion, expansion, separacion y compresion del solvente. Este es el disolvente
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idoneo a emplear dado que no es toxico, ni inflamable, ni corrosivo, ni contaminante, y
es quimicamente inerte, barato, abundante y facilmente obtenible en diversos grados
de pureza. Por otra parte, a diferencia de los disolventes organicos utiliza dos en la
actualidad, el CO2 se separa de los extractos por descompresion, pasando a estado

gaseoso con lo que no deja rastro en el producto extraido (ver figura 18).

Finalmente, el dioxido de carbono se puede usar a temperaturas y presiones que son
relativamente bajas, seguras y particularmente apropiadas para la extraccion de una gama
de compuestos mas volatiles y termolabiles. Estas propiedades son particularmente
significativas cuando se comparan con la seguridad, toxicidad y coste creciente de
operacion y las restricciones legales de los disolventes tradicionales en alimentacion,

tales como el hexano y el diclorometano. zs)

3.10 Generalidades de la cromatografia

Introduccion

La cromatografia es una técnica que permite la separacién de los componentes de una
mezcla debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:

a). Retencion:

Efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase estacionaria, que puede
ser un solido o un liquido anclado a un soporte solido.

b). Desplazamiento:

Efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase mavil, que puede ser
liquido o un gas.

Figura 19. Placas cromatograficas de capa fina analitica

La mezcla a separar se deposita sobre la fase estacionaria y la mdvil atraviesa el sistema

desplazando a los componentes de la mezcla a distinta velocidad, dependiendo de la
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magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases (ver figura 19); la repeticion
sucesiva de las operaciones elementales de retencion y desplazamiento a lo largo del
sistema cromatogréfico da lugar a la separacién de la mezcla original. (32). EI fendmeno
de migracion de los componentes de una mezcla a lo largo de la fase estacionaria,
impulsados por la movil, recibe el nombre de elucion.

La cromatografia puede emplearse para conocer el nimero de componentes de una
mezcla y su identificacion, por comparacion con patrones (cromatografia analitica).
También se aplica a la separacion de mezclas de compuestos, tanto a pequefia como a

gran escala, y como método de purificacion (cromatografia preparativa).

3.10.1 Tipos de cromatografia

Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria (solida o liquida) y de la fase movil
(liquida o gaseosa), se pueden distinguir distintos tipos de cromatografia:

a). Cromatografia solido-liquido:

La fase estacionaria es un solido y la fase movil un liquido.

b). Cromatografia liquido-liquido:

La fase estacionaria es un liquido anclado a un soporte sélido y la fase movil un liquido.

c). Cromatografia liquido-gas:

La fase estacionaria es un liquido no volatil impregnado en un sélido y la fase mévil un
gas.

d). Cromatografia sélido-gas:

La fase estacionaria es un solido y la fase movil un gas.

Por otra parte en funcién del tipo de soporte empleado para la fase estacionaria, se puede

establecer otra clasificacion:

a). Cromatografia en capa fina:
Una capa de adsorbente de espesor uniforme se deposita sobre una placa de vidrio,

aluminio o pléstico.
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b). Cromatografia en columna:

El adsorbente se deposita en el interior de una columna de vidrio.

3.10.2 Cromatografia analitica en capa fina

La fase estacionaria (adsorbente) se encuentra depositada, formando una capa fina de
espesor uniforme (0.1-0.2 mm), sobre una placa de vidrio, plastico, o una ldmina metéalica.
La mezcla a analizar se deposita a una pequefia distancia del borde inferior de la placa 'y
se introduce en una cubeta que contiene la fase moévil (eluyente), la cual asciende a lo
largo de la placa por capilaridad, desplazando a los componentes a diferentes velocidades,
lo que provoca su separacién (ver figura 20). Cuando el frente del disolvente se encuentra
préximo al extremo superior de la placa, ésta se saca de la cubeta, se deja secar y se

procede a la visualizacion de las manchas.

a). Determinacion del Ry

La relacion entre las distancias recorridas por un compuesto dado y por el disolvente,
desde el origen del cromatograma, se conoce como Ry Yy tiene un valor constante para
cada compuesto en unas condiciones cromatograficas determinadas (adsorbente,
disolvente, tamafio de la cubeta, temperatura, etc.). Debido a que es practicamente
imposible reproducir exactamente dichas condiciones experimentales, la comparacion de

una muestra con otra se debe realizar eluyendo ambas en la misma placa.

Figura 20. Extraccién de la placa cromatografia analitica

Para calcular el R¢, se aplica la siguiente formula:

Distancia recorrida por el compuesto

Distancia recorrida por el disolvente

La distancia recorrida por el compuesto se mide desde el centro de la mancha. Si ésta es

excesivamente grande (diametro mayor de 4 mm) se obtendra un valor erréneo del Ry.
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Por el contrario los compuestos poco polares se desplazan a mayor distancia del origen.
La polaridad del disolvente también influye en el valor del Rs. Asi, para un mismo
compuesto, un incremento en la polaridad del disolvente aumentara su desplazamiento en

la placa y, por tanto su Rt.

b). Eleccién del eluyente

Se recomienda elegir un disolvente en el que los componentes de la mezcla presentan un
Rf medio en torno a 0.3-0.5. La bdsqueda del eluyente idoneo requiere probar con varios
disolventes de diferentes polaridades o con mezclas. Cuando un compuesto eluye a un R¢
inferior a 0.2 o superior a 0.7, puede ocurrir que lo que parece un compuesto Unico sea en
realidad una mezcla de varios. En estos casos se debe cambiar a otro disolvente més o
menos polar, respectivamente.

Para compuestos poco polares, que se desplazan del origen con mucha facilidad, se debe
utilizar un disolvente apolar como el hexano. En el caso de compuestos de polaridad
media, se aconseja utilizar mezclas hexano/acetato de etilo en distintas proporciones. Los
productos mas polares, que quedan muy retenidos en el adsorbente, requieren un
disolvente mas polar como el metanol o las mezclas cloruro de metileno/ metanol en

distintas proporciones.

c). Visualizacion del cromatograma

La mayor parte de las placas de cromatografia llevan un indicador fluorescente que
permite la visualizacion de los compuestos activos a la luz ultravioleta (254 nm). El
indicador fluorescente absorbe luz UV y emite luz visible, generalmente verde (ver figura
21). La presencia de un compuesto activo en el ultravioleta evita que el indicador absorba
luz en la zona en la que se encuentra el producto, y el resultado se traduce en la

visualizacion de una mancha en la placa que indica la presencia de un compuesto. (32

Figura 21. Placas ALUGRAM silica gel 60 al visualizar bajo la ldmpara Ultravioleta
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3.10.3 Cromatografia en placa fina preparativa.

La cromatografia preparativa se lleva a cabo en placas de gel de silice de 1-2 mm de
espesor sobre un soporte de vidrio de 20 x 20 cm. Se utiliza para la separacion y
aislamiento de los componentes de mezclas en cantidades comprendidas entre 100-200
mg (ver figura 22).

Para llevar a cabo una cromatografia preparativa debe seguirse el procedimiento que a

continuacion se indica:

1. Elegir el disolvente adecuado para llevar a cabo la separacion de los componentes de

la mezcla, mediante una prueba en cromatografia analitica en capa fina.

2. Enlasuperficie del adsorbente, trazar una linea recta con un lapiz (no utilizar tinta) a

1.5 cm del borde inferior de la placa. Marcar con suavidad, sin levantar el adsorbente.
3. Disolver la muestra.

4. Utilizando una pipeta Pasteur, depositar de modo continuo la mezcla disuelta a lo
largo de la linea previamente marcada. Para ello, apoyar ligeramente la pipeta con la
disolucidn sobre el adsorbente y dejar evaporar el disolvente. Repetir esta operacion

hasta sembrar toda la mezcla.

5. Introducir la placa en posicion vertical en la cubeta que, durante la elucion, debe

permanecer tapada, para evitar la evaporacion del disolvente, y no moverse.

6. EIl disolvente ascendera por capilaridad. Cuando el frente llegue a poca distancia del

borde superior de la placa, abrir la cubeta, sacar la placa y dejarla secar.
7. Si los compuestos no son coloreados, visualizarlos a la luz UV.
8. Marcar con una cuchilla el contorno del compuesto a aislar.

9. Con ayuda de una espatula, desprender del soporte de vidrio la gel de silice con el

compuesto absorbido y transferirlo a un Erlenmeyer.

10. Anadir un disolvente en el que el compuesto a aislar sea muy soluble y agitar la mezcla

en una placa de agitacion.

11. Filtrar la gel de silice y eliminar el disolvente a presion reducida.
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Figura 22. Placas ALUGRAM silica gel 60 marcando el contorno de los compuestos a aislar

(Trans-anetol y Anisaldehido).

3.10.4 Cromatografia en columna

Es el método mas general para la separacion y purificacion de compuestos organicos,

solidos o liquidos, a escala preparativa.

La fase estacionaria (adsorbente) se deposita en el interior de una columna de vidrio que
termina en un estrechamiento con una llave, y se impregna con la fase mévil (eluyente).
La mezcla a separar se deposita sobre la parte superior de la fase estacionaria, y la fase

movil atraviesa el sistema (ver figura 23).

Los compuestos eluidos, disueltos en la fase movil, van saliendo de la columna y se
recogen en fracciones. Los menos polares, que son los que se retienen poco en el
adsorbente, son los primeros en salir. Los polares quedan mas retenidos y para su elucién
generalmente es necesario incrementar la polaridad del disolvente. El tiempo necesario

para eluir un compuesto de la columna recibe el nombre de tiempo de retencion ()

El adsorbente mas utilizado para cromatografia en columna es la gel de silice. La alimina
y florisil (silicato magnésico) se emplean como sustitutos de la gel de silice cuando ésta

es incompatible con la mezcla a cromatografiar.

La elucion de la cromatografia puede realizarse por gravedad o a media presion
(cromatografia Flash). En este ultimo caso se conecta la cabeza de la columna a un
espesor de media presion o a una linea de aire comprimido. El tamafio de la particula de

gel de silice para cromatografia a media presién (0.040-0.063 mm, 230-400 mesh) es mas
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pequefio que el que se utiliza para -0.20 cromatografia se utilizara el método por gravedad
(0.063-0.200 mm, 70-230 mesh). Si en gravedad se empleara gel de silice de tamafio de

particula més pequefio, la elucién seria muy lenta y no ocurriria.

Debido a que la disminucién del tamafio de particula del adsorbente conduce a una
separacion mas eficaz, la cromatografia a media presion proporciona generalmente
mejores resultados que la cromatografia por gravedad. Antes de llevar a cabo la
cromatografia en columna, es necesario elegir el disolvente adecuado para optimizar la
separacion de los componentes de la mezcla. Esta operacion de realiza mediante

cromatografia analitica en capa fina.

a). Diametro de la columna y cantidad de gel de silice
La altura de la fase estacionaria en la columna esta relacionada fundamentalmente con la
diferencia de los valores de Rf de los componentes de la mezcla. El didmetro esta

relacionado, ademas, con la cantidad de mezcla a separar.

Figura 23. Columna cromatografica

b). Eleccion del disolvente

Para elegir el disolvente, previamente se lleva a cabo una cromatografia en capa fina de
la muestra a analizar. El disolvente tiene que conducir a una buena separacion de los
componentes de la mezcla en la placa (ARf > 0.1) y situar el componente menos polar a
un Rr aproximado de 0.3. La separacion de una mezcla en una columna sera poco eficaz
si se utiliza un disolvente que sitde los compuestos a separar a un valor de Rt superior a
0.3.

Para columnas pequefias es mejor utilizar un eluyente menos polar que el obtenido del

resultado de la placa.
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3.10.5 Cromatografia de gases

La separacion en cromatografia de gases se produce como consecuencia de la interaccion
de los componentes de una mezcla en estado de vapor en una fase mavil gaseosa inerte,
con una fase estacionaria que puede ser un sélido (cromatografia gas-solido) o un liquido
de alto punto de ebullicion soportado sobre un solido inerte (cromatografia gas-liquido).

Su puesta en practica requiere un cromatografo de gases.

Jeringa de inyeccién
dela muestra Procesador - amplificador

Regulador de
flujo

injector

U
/ .nﬂ(\ A_AA.L
tR
| Registro del cromatograma

\ Detector

Horno de temperatura
programable

Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

Figura 24. Esquema de un cromatografo de gases y sus componentes bésicos

Una mezcla liquida o una disolucion se introduce mediante una microjeringa, a través de
un septum, en el inyector. La muestra se vaporiza en el inyector en el inyector a una
temperatura preseleccionada, y se introduce en un gas portador inerte que la arrastra al
interior de la columna, alojada en un horno termostatizado (ver figura 24). Los vapores
eluidos pasan por un detector y la informacion se transforma en una sefial eléctrica que

llega a un integrador y a un registro grafico, que proporciona el cromatograma. (35)

Gas portador
Es un gas inerte, por lo general argon, nitrégeno o helio; constituye el medio de transporte
de los componentes de la mezcla a través del sistema cromatografico. Debe cumplir las

siguientes caracteristicas:
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% Ser quimicamente inerte y no interaccionar con las moléculas de analito ni con la
columna.

¢+ Obtener en un grado de pureza alto (debe estar libre de contaminantes que pueden
interaccionar con la muestra, degradar la columna o dar sefial en el detector) y a un
precio razonable.

% Ser compatible con el sistema de deteccion empleado.

Columnas

Constituyen el medio donde tiene lugar la separacién de los componentes de la mezcla.
Deben proporcionar buena selectividad (capacidad de separar compuestos de igual punto
de ebullicion) y buena eficacia (bandas estrechas). En cromatografia gas-liquido, el
mecanismo de separacion se basa en la distinta capacidad de los componentes de la

mezcla gaseosa para disolverse en la fase liquida (reparto) ver figura 25.

Figura 25. Columna de un cromatografo de gases
Cada compuesto disuelto en la fase estacionaria esta en equilibrio con su vapor, por lo
que sera arrastrado por el gas portador con mayor facilidad cuanto menor sea su afinidad
por la fase liquida y cuanto mayor sea su presion de vapor (ver figura 26).

Inyector

El inyector consiste en una camara termostatizada a una temperatura adecuada para
garantizar la vaporizacion completa del soluto, comunicada con la fuente de gas portador
y con la columna, y aislada del exterior mediante septum. La temperatura de inyeccion
debe ser superior al punto de ebullicion del componente menos volatil de la mezcla.

La disolucion de la muestra se introduce con una microjeringa a través del septum. Con
el objetivo de minimizar la discriminacién de los componentes de la mezcla en el inyector
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y el ensanchamiento de la banda inicial, se recomiendan fundamentalmente dos técnicas

para el manejo de la jeringa:

a) Hot needle; la muestra se aloja en el piston de la jeringa, quedando la aguja vacia.
Esta se inserta en el inyector y se precalienta durante 3-5 segundos antes de

oprimir el émbolo de la jeringa. La mezcla abandona la aguja por evaporacion.

b) Solvent flush o air flush; se toma disolvente o aire en el interior de la jeringa,
seguido por la muestra, dejando la aguja vacia. Esta se inserta en el inyector y se
oprime el émbolo. El disolvente o el aire empujan la muestra fuera de la jeringa.

Figura 26 Cromatografo de gases marca Shimadzu modelo GC-2014

Temperatura

La temperatura afecta a la presion de vapor de los solutos y a los coeficientes de actividad
de las disoluciones de los solutos en la fase estacionaria liquida. En eluciones isotermas,
cuanto mayor es la temperatura, peor es la separacién de los componentes de bajo tiempo
de retencion, al tiempo que se produce un estrechamiento y una disminucion del tiempo

de retencion de los solutos que eluyen al final.

Detector

El detector mide una propiedad del gas portador que se altera en presencia de un soluto.
En funcion de la naturaleza de la deteccion, se puede considerar universal si responde a
la presencia de cualquier compuesto, o selectivo, si responde solo ante caracteristicas
estructurales particulares. La sensibilidad y especificidad de la detencion varian en
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funcién del tipo de propiedad fisica que se determina. Entre los detectores empleados con

mayor frecuencia se encuentran los térmicos, los de ionizacion y los eléctricos. se)

1.

A. Detectores de conductividad térmica (TDC). Es universal y no destructivo.
Responde a las diferencias entre la conductividad del gas portador puro, que es

nula, y aquél que contiene vapores organicos. Su sensibilidad es moderada.

B. Detectores de ionizacion; son practicamente universales y altamente sensibles.
Responden a la intensidad de la corriente eléctrica que se produce al ionizar el gas
eluido. Se distinguen varios tipos en funcion del modo de generar la corriente de

iones:

lonizacion de llama (FID).Es el més empleado. El gas eluido de la columna se mezcla
con hidrégeno y se quema en presencia de aire, provocando la combustion de los
compuestos organicos presentes lo cual da lugar a iones que generan una corriente

eléctrica. La respuesta es proporcional al nimero de atomos de carbonos reducidos.

Captura de electrones (SD). El gas eluyente atraviesa una camara de ionizacion donde
es bombardeado por una fuente de electrones beta, lo cual da lugar a un plasma
formado por iones positivos radicales y electrones térmicos. Estos ultimos son
capturados aplicando una diferencia de potencial a la célula de ionizacion, lo que

genera una corriente de base. 37

En presencia de un soluto, los electrones térmicos son capturados por estas, dando lugar

a un ion molecular negativo o iones de fragmentacion. El efecto global conciso en una

disminucion en la corriente eléctrica de base en presencia de un soluto. La respuesta es

muy elevada para hidrocarburos halogenados, compuestos aromaticos nitrados vy

compuestos conjugados con varios grupos electro aceptores. Sin embargo, es insensible

a hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, aminas. 7

3.

Fotoionizacion (PID). Una lampara de descarga que contiene una mezcla de gases de
baja presion se excita por un arco eléctrico, dando lugar a la emision de fotones que

son capturados por el gas eluido.

C. Detector de conductividad eléctrica. Se lleva a cabo una pirolisis oxidativa o
reductora de los gases eluidos, lo cual da lugar a la descomposicion de solutos en

fragmentos de bajo peso molecular. A la salida del horno de pirolisis, los
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fragmentos gaseosos se unen con un disolvente, y la mezcla pasa a una célula de

conductividad eléctrica.

3.10.6 Introduccién en técnicas acopladas

Para el analisis de muestras complejas es frecuente separar previamente los constituyentes
por una técnica cromatografica en interfase con el espectrometro de masas. El
acoplamiento de un cromatografo de gases y un espectrometro de masas GC/MS (ver
figura 27).

® ..‘, - Gases
® e - auwdhares Medidor
Control de vacio
de flujo .
r— —e
il — —
QoVaivuia de corte T —
Lentes
=

Columna capilar

- ] :l '
] H \\Fwn[e

de iones

Patron .
intemo —

Figura 27. Esquema de acoplamiento de un cromatografo de gases y un
espectrometro de masas GC/MS
Es sencillo: se hace desembocar la columna capilar en la cdmara de ionizacion. Los
compuestos puros llegan, por lo tanto, en forma gaseosa y son analizados uno detrés de
otro. Las bombas del espectrometro son suficientes para mantener el vacio necesario en

el andlisis, el flujo del gas portador en la columna no sobrepasa uno o dos mL/min.

La interfase HPLC/MS o CE/MS es mas compleja como consecuencia de la presencia de
disolventes de elucion que a menudo contienen agua (un veneno para los espectrometros
de masas). En cromatografia liquida son deseables el uso de microcolumnas en las que

los caudales son muy pequefos. zg)

3.10.7 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
El acoplamiento GC-MS es una técnica acoplada la combinacion de dos sistemas

independientes. Conocida como métodos de dos dimensiones, la primera dimension, el
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cromatografo de gases, dispersa solutos de acuerdo con sus diferencias de presion de
vapor. La segunda dimension en GC-MS, el espectrometro de masas, actia como un
detector pero con poder de resolucién independiente afiadido. Se ioniza y los fragmentos
de los componentes de la muestra; se dispersan este proceso se representa mediante una

grafica de retencion masa-carga. o)

La Cromatografia de gases acoplada a la espectroscopia de masas es una técnica analitica
poderosa, que permite la separacion de los componentes de una muestra en el tiempo y
brinda estructural acerca de los analitos eluidos. Se utilizan como criterios de
identificacion la informacién de los tiempos e indices de retencion junto con la
informacion estructural, patrones de fragmentacion, obtenidos a partir de los espectros de
masas de los analitos que eluyen de la columna cromatografica e ingresan al sistema de
deteccidn (espectrometro de masas).

Los aceites esenciales tienen una quimica compleja que consiste en hidrocarburos
terpénicos, alcoholes, aldehidos, y ésteres. Los componentes varian desde los muy
volatiles a semi-volatiles y de no polar a los componentes organicos altamente polares.
El uso de cromatografia de gases como una herramienta de separacion es por lo tanto
ideal, para los aceites esenciales. Esto es la razén por la cual, por ejemplo los anélisis de
petr6leo mas importantes se realizan con esta técnica acoplados.

La identificacion completa de componentes de aceites esenciales es posible con el uso de
estandar interno. También el uso de los indices de retencion de la literatura o por
comparacion con bases de datos de espectrometria de masas. El uso de patrones auténticos
es sobre todo Util cuando el analista tiene una idea acerca de la composicion de la muestra
en cuestion.

Por otro lado, el uso de tiempos de retencion y los indices de “Kovat” requiere el uso de
las mismas condiciones de analisis, incluyendo mismos datos de temperatura. El uso y el
éxito de las bases de datos de espectrometria dependen de la calidad y la cantidad de datos
almacenados. Los problemas surgen cuando las muestras analizadas contienen
componentes no incluidos en la base de datos.

Casi todos los estudios relacionados con los aceites esenciales que emplean la técnica
GC-MS en la literatura cientifica se centran principalmente en los componentes de aceite.
So6lo pocas publicaciones se ocupan de los factores que afectan el rendimiento de aceite

y la variacién de la concentracion de algunos componentes del petréleo. (s).
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3.11 ELUCIDACION ESTRUCTURAL
Con el propdsito de identificar los compuestos que han sido aislados, se describen a

continuacion los métodos espectroscopicos empleados en esta investigacion a fin de
establecer su estructura, estos métodos son: Resonancia Magnética Nuclear de *H y *C

y Espectrometria de Masas.

3.11.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Es un fendmeno fisico basado en las propiedades magnéticas que poseen los nucleos
atdbmicos. La RMN permite alinear los campos magnéticos de diferentes nucleos
atémicos en la direccidon de un campo magnético externo (ver figura 28). La respuesta a
este campo externo depende del tipo de nucleos atémicos, por lo que esta técnica
puede utilizarse para obtener informacion sobre una muestra.

Algunos nucleos atdbmicos sometidos a un campo magnético externo absorben radiacion
electromagnética en la region de las radiofrecuencias. Como la frecuencia exacta de esta
absorcion depende del entorno de estos nucleos, se puede emplear para determinar la
estructura de la molécula en donde se encuentran éstos; Los atomos mas abundantes en
los compuestos organicos, H y C, se pueden observar facilmente con cantidades no muy
grandes de muestra. Puesto que en cada caso se pueden sacar conclusiones sobre el
entorno proximo (e incluso lejano) a cada atomo, se puede llegar a deducir la estructura

de dichos compuestos. (s1).

~ Magnet pole Magnet pole

Irradiation with
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Figura 28. Esquema de Resonancia Magnética Nuclear; (A). En un campo magnético

C

externo los protones se alinean sobre la misma (con menor energia o) y en contra
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(mayor energia ) del campo que difieren energia. (B). Se irradia con energia y pasa el
spin nuclear de un protén del estado de o al estado P. (C). Diagrama de energia,
mostrando un protén cuando gana la energia AE=hv y sometidos a “giro spin” de o a
B.
Ademas de los atomos de H y C, se pueden observar otros atomos, siempre que haya
abundancia suficiente (en funcion de la sensibilidad de cada uno de ellos) de un is6topo
magnéticamente activo (momento magnético); por ejemplo algunos is6topos
magnéticamente activos sensibles a la RMN son N, °F, 1B, 2°Sj, 297pp y 31 cuya

relevancia radica en que también estan presentes en las biomoléculas. ()

La aplicacion mas importante de la espectroscopia de RMN (ver figura 29), es la
determinacion estructural de moléculas organicas, organometalicas, estereoquimicas
y/o bioldgicas.

Para ello es necesaria la realizacion de diferentes tipos de experimentos de los cuales se
obtiene una determinada informacion; para la elucidacion estructural de moléculas
organicas, organometélicas y bioquimicas de los experimentos mas utilizados son RMN
'H y 3C (DEPT 90, DEPT 135), homonucleares (COSY, DQFCOSY, NOESY,
ROESY) y heteronucleares (HSQC, HMQC, HMBC, TOCSY).

Figura 29. Esquema del procesamiento de una muestra en un espectrémetro de RMN.

3.11.2 Resonancia Magnética Nuclear de *H y 13C

Es importante el uso de estas técnicas en la presente investigacion, porque proporcionara
informacidn sobre el namero y tipo de entidades quimicas presentes en las moléculas de
aceites extraidos.

1. Espectro de RMN de H (figura 30): Proporciona informacion del nimero y tipo de

hidrogenos diferentes que hay en la molécula. La posicion en el espectro
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(desplazamiento quimico) determina el entorno quimico del nicleo, y por tanto
da informacion de grupos funcionales a los que pertenecen o que estan cerca. La
forma de la sefial da informacion de los protones cercanos acoplados escalarmente.

(42)
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Figura 30 Espectro de RMN de 'H.
Espectro de RMN de **C (ver figura 31): Al igual que en *H el desplazamiento
quimico da informacién de los grupos funcionales. Dependiendo del tipo de
experimento realizado se puede obtener informacion del nimero de carbonos que lo

conforman, asi como el tipo de carbono; primario, secundario, terciario y

cuaternario (z)
(c) :
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FIGURE 4.12 (a) Standard ""C decoupled spectrum of ipsenol in CDClyat 75.5 MHz. (b) DEPT subspectra: DEPT
135" CH and CH, up, CH; down. (¢) DEPT 90° CH only.

Figura 31. Espectro de RMN de 13C
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3.11.3 Principios de la espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica instrumental que permite efectuar la
elucidacion estructural de sustancias utilizando una pequefia cantidad de muestra, sin
separacion o purificacion previa. Para ello hace uso de las propiedades de particulas
cargadas, iones, que son mas rapidas y faciles de medir (deflexion en campos magnéticos
y/o eléctricos, enfoque por cuédruplo, tiempo de vuelo del ion que las de las particulas
neutras (figura 32).

Esta técnica data de 1910 y surge como consecuencia del estudio de tubos de rayos
catodicos. En ese momento comienzan sus aplicaciones, utilizando sistemas de ionizacion
por impacto electronico y posteriormente por fotones y utilizando analizadores
magnéticos y eléctricos para moléculas en fase gaseosa, cuyo peso molecular no superara
los 800 pl. Las moléculas de interés, forman parte generalmente de una mezcla
heterogénea que no requiere necesariamente una separacién previa, y se someten
en primer lugar a una fuente de ionizacién donde se ionizan adquiriendo carga
negativa o positiva. Los iones atraviesan el analizador de masas hasta que alcanzan
diferentes partes del detector de acuerdo con su relacion masa/carga m/z (es la
relacion de la masa de un ion y la carga que soporta).

lonizing electrons

Leak \ 70-eV cathode Migisi
s \ (electron generator) B
Volatilazation into mass N RS Accelerator plates  (deflects M™)
chamber spectrometer \ i
(under vacuum) \ 2
Ne \ I——
O o S ST

P A % eemr———

Sample M inlet =y~ M M v MM N
MM M

-~ NES
> | AL
#
Source Anode
chamber (electron absorber)

Collector slit

Collector —¢—=
.

Relative abundance

Amplifier
0 20 10 60 80
Molecular weights of ions (as m/2) \f/f/
Mass spectrum

Figura 32. Esquema del procesamiento de una muestra en un espectrémetro de masas.
Una vez en contacto con el detector, se generan sefiales que son registradas en el
sistema informatico y representadas en un espectro de masas que muestra la

abundancia relativa de las sefiales en funcion de su relacion m/z (ver figura 33).@43)
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De todas las herramientas analiticas de que dispone el cientifico, la espectroscopia de

masas es la de mayor aplicacion, en el sentido de que esta técnica es capaz de proporcionar

informacion acerca de:

1. Composicion elemental de las muestras (proporciona la Formula Molecular de un
compuesto desconocido).

2. Es determinante en la clarificacion estructural de las moléculas inorganicas,
orgénicas y biologicas

3. Composicidn cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas

4. Relaciones isotdpicas de &tomos en las nuevas muestras

Ademas permite identificar y determinar estructuras, asi como analizar trazas de
moléculas en una mezcla quimica, obteniendo asi la masa molecular y la abundancia de
los componentes de dicha mezcla y permite estudiar interacciones no covalentes como el
andlisis de la union proteina-ligando, con los cuales podemos identificar los ligandos
especificos o determinados receptores.

La muestra introducida al equipo sufre una fragmentacion generando iones, estos son
pasados al analizador de masas y al detector para posteriormente analizar las sefiales
obtenidas. 43).

16 M

5 10 15 20 25 miz 30
Fig. 6.1. EI mass spectrum of methane. Used by permission of NIST. © NIST 2002.
I i H
H—C—H = H-C+-H =—= H-GC-+H
H H H
M*- =16 i
=3 // . J \
K A
H-C+ + H H-G- + H* CH,™ + H»
H H
miz 15 1u 15 u miz 1 mi/z 14 2u
Scheme 6.3.

Figura 33. Espectro de masas.
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CAPITULO IV

DISENO MEDOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Este trabajo de investigacion comprende el procedimiento experimental-analitico y
descriptivo para determinar la composicion quimica de distintas fuentes de aceites
esenciales, con propiedades organolépticas similares. Tres de las fuentes de estos aceites
esenciales tienen estudios experimentales previos; mientras que dos, no tienen

antecedentes de estudios en el pais.

La metodologia para el desarrollo del presente trabajo se divide en tres partes.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

Se realiz6 la consulta de libros, revistas cientificas, tesis y manuales de laboratorio. Esta
revision se realizo en la Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador, Biblioteca
de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica, Biblioteca de la Facultad de Quimica
y Farmacia, Biblioteca de la Facultad Multidisciplinaria Oriental y la Biblioteca del
Herbario del Jardin Botéanico La Laguna.

Las revistas cientificas que fueron consultadas en la red incluyen: Phytochemistry,
Journal of Natural Products, Phytochemical Analysis y Flavour and Fragrance Journal, a

través del acceso al Sistema HINARI.

4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

Las plantas estudiadas pertenecen a las familias:

a) Piperaceas, con la especie Piper marginatum Jacq
b) Asteraceas, con la especie Tagetes filifolia Lag

¢) Umbeliferas, con la especie Pimpinella anisum.

d) Schisandraceas, con la especie Illicium verum.

e) Umbeliferas, con la especie Foeniculum vulgare
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4.3.1 Piper marginatum Jacq

Las partes aéreas del Piper marginatum Jacq, se recolectaron en el bosque del balneario

“Los Chorros”, Jurisdiccion de Coldn, Departamento de La Libertad, en febrero de 2015
(ver figura 34).

Matapin

~
il

ORacifico Norte

La Libertad

Figura 35. Espécimen de Piper marginatum Jacq presentado en el Herbario del Jardin
Botéanico La Laguna

Se presentd una muestra de la especie, en el Herbario del Jardin Botanico La Laguna para
su identificacion por un botanico y curador. Un espécimen fue depositado en el Herbario
del Jardin Botanico La Laguna (ver figura 35 y anexo 1).
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4.3.2 Tagetes filifolia Lag

Las partes aéreas de Tagetes filifolia Lag, se recolectaron a la orilla de la “Laguna de
Alegria”, Canton San Juan, Jurisdiccion Alegria, Departamento Usulutan, en octubre de
2015 (ver figura 36). Se presentd una muestra de la especie, en el Herbario del Jardin
Botanico La Laguna para su identificacion por un boténico y curador. Un espécimen fue

depositado en el Herbario del Jardin Botanico La Laguna (ver anexo 2).

San lidefonso

Estanzuelas Chapeltique

El Triunfo

Volcdn de
San Miguel

Usulutén @)

Puerto LI
Triunfo
Jucuaran

Corral
do Mulas

Voledne

S0 Vicente

Zocatecolucn

Figura 36. Zona de recoleccion Tagetes filifolia Lag

4.3.3 Pimpinella anisum, Illicium verum y Foeniculum vulgare

Las semillas de Pimpinella anisum, Illicium verum y Foeniculum vulgare fueron
adquiridas en el mercado municipal de la Ciudad de San Miguel en agosto de 2014 (ver
figura 37).
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Figura 37. Lugar donde se compraron las semillas de Pimpinella anisum, Illicium verum y
Foeniculum vulgare

4.4 INVESTIGACION DE LABORATORIO

La parte experimental, se realiz6 en los siguientes laboratorios:

» Laboratorio de Polimeros de la Escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias
Naturales y Matemaética de la Universidad de El Salvador.

» Laboratorio de investigacion de la Escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias
Naturales y Matematica de la Universidad de El Salvador

» Laboratorio del grupo de investigacion de la Dra. Ana Estévez, del Instituto de Bio-

orgéanica “Antonio Gonzalez” de la Universidad de La Laguna, Tenerife, Espaiia.

4.4.1 Destilacion por corriente de vapor

Se pesaron 500.00 g de semillas de Pimpinella anisum, 50.00 g de semillas de Illicium
verum y 50.00 g de semillas de Foeniculum vulgare, (cada una por separado ver figura
38), y se trasladaron a un mortero, se pulverizaron con ayuda de un pistilo, seguidamente
el pulverizado de cada especie, se pasé a otro matraz que contenia la mitad de agua, este
se calentd hasta ebullicidon para producir vapor. Después de calentar durante cuatro horas,

se obtuvo el aceite esencial mezclado con agua. Se suspendi6 el calentamiento cuando se
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obtuvo un volumen de destilado de 100-150 mL. El equipo de destilacion por corriente

de vapor permitio la separacion de sustancias insolubles en agua y ligeramente volatiles

en este caso el aceite esencial.

Figura 38. Especies vegetales antes del proceso de extraccion: Foeniculum vulgare,
Tagetes filifolia Lag 'y Piper marginatum Jacq

4.4.2 Extraccion con disolventes

La mezcla de aceite esencial y agua que se obtuvo, se sometid al proceso de extraccion,
colocandola en un embudo de separacion para aislar ambas fases (ver figura 39). A la fase
organica se le agregaron 30 mL Tolueno para su separacién completa y se colecto en un

matraz Erlenmeyer. La fase acuosa se descarto.

Figura 39. Proceso de extraccion de: lllicium verum, Foeniculum vulgare, Pimpinella anisum
y Piper marginatum Jacq

Por otra parte, para obtener el aceite esencial de Piper marginatum Jacq y Tagetes filifolia
Lag se realizo la extraccion liquido-liquido directamente a las partes aereas colectadas,
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extrayendo con eter de petroleo. Se pes6 31.2 g de Piper marginatum Jacq y 107.46 g de
Tagetes filifolia Lag.

4.4.3 Eliminacion de disolvente a presion reducida

El aceite recuperado se coloc6 en un matraz de fondo redondo para someterlo a
destilacién a presion reducida en un rotaevaporador (ver figura 40), donde el matraz se
sumergi6 parcialmente en un bafio de agua a una temperatura de 60 °C, en condiciones
de baja presion y 120 revoluciones por minuto. El disolvente se recolecté en un matraz

para ser reutilizado.

Figura 40. Rotavaporadorando la mezcla

4.4.4 Secado
Para secar el aceite, se colocd algodén a un embudo de vidrio, se agregd la cantidad

necesaria de sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua remanente, con una pipeta de
Pasteur se pasé poco a poco el aceite esencial recuperado hacia el embudo; se colectd en
un vial y se guardo en refrigeracion (ver figura 41).

Figura 41. Proceso de secado

4.4.5 ldentificacion de trans-anetol y anisaldehido por cromatografia en capa fina
analitica.
Se tomo una muestra de aceite esencial seco y se aplic6 sobre placas ALUGRAM Silica

gel 60 con indicador fluorescente, UV 254 de 20 x 20 cm y 0.2 mm de espesor, se eluyd
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con una mezcla de disolventes Ciclohexano/AcOET 80:20. Se visualizan tres compuestos
bajo la ldmpara Ultravioleta (ver figura 42), se marcaron y por sus valores de Ry, se
identificaron preliminarmente como trans-anetol (Rf 0.7), alil-anisol (Rf 0.55) y

Anisaldehido de (Rt 0.5). Esto por comparacion con patrones puros.

LI R L

Figura 42. Proceso de cromatografia en capa fina analitica

4.4.6 Aislamiento de trans-anetol y anisaldehido por cromatografia en capa fina
preparativa.
El aislamiento de trans-anetol y anisaldehido se realiz6 por cromatografia en capa fina

preparativa, bajo las mismas condiciones que las empleadas para la cromatografia en capa
fina analitica.

Figura 43. Placas cromatograficas de capa fina preparativa.

La muestra se aplico con una pipeta a lo largo de la linea base de la placa, cuidando de
no aplicar en exceso y se dejo secar antes de eluir, luego la placa se eluyé con
Ciclohexano/AcOET 98:2 hasta que el disolvente alcanzé tres cuartos de la placa (ver

figura 43). Luego se raspo de la placa (ver figura 44), dos bandas coloreadas visibles a la
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luz ultravioleta. Las dos bandas de Silica gel impregnadas de los dos compuestos
mayoritarios, se filtraron por separado en un embudo de vidrio fritado, lavandolo
sucesivas veces con disolvente de la fase movil, acetato de etilo concentrado y acetona

concentrada.

Figura 44. Proceso de raspado de los metabolitos mayoritarios en cromatografia en
capa fina preparativa

4.4.7 ldentificacion de trans-anetol y anisaldehido

La identificacion de los dos compuestos aislados, se realizd por espectroscopia de
Infrarrojo (IR) y por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Proton y de
Carbono (RMN H y *3C). Se obtuvieron los espectros de IR y RMN *H, *C, de ambos
compuestos aislados. La elucidacion estructural se efectué mediante la revision de las
bandas de IR caracteristicas para cada compuesto; asi mismo, se examinaron las sefiales
que se desdoblan a diferentes desplazamientos quimicos en los espectros de RMN H, C
y se compararon con las sefiales descritas en la bibliografia (10). La descripcion completa

de la elucidacion estructural para Trans-anetol se encuentra en el apartado 5.1.

Los espectros IR se obtuvieron utilizando una gota del compuesto. El equipo empleado
fue un espectrofotobmetro marca Avatar 330 FT-IR Thermo Nicolet. Para los espectros de
RMN !H y 3C, los compuestos se disolvieron en Cloroformo Deuterado (CDCls) y sus
espectros se obtuvieron en un espectrofotdmetro marca Bruker AMK 500 (500 MHz para
'H y 125 MHz para *°C).

4.4.8 Cuantificacion de trans-anetol por Cromatografia de Gases (GC)
La cuantificacion de trans-anetol en los aceites esenciales, se realizé6 mediante la relacion

entre las areas a una determinada concentracion para cada extracto y las areas obtenidas
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de una curva de calibracion construida con un patrén de trans-anetol, disuelto en n-
hexano en el rango de concentraciones de 0.1-0.4 mg/g. La descripcion detallada de la

cuantificacion de trans-anetol en las muestras, se encuentra en el apartado 5.2.2.

Figura 45. Proceso de inyeccion manual en el cromatografo de gases y Cromatografo
de gases marca Shimadzu modelo GC-2014

Los cromatogramas se obtuvieron utilizando un cromatografo de gases marca Shimadzu
modelo GC-2014 (ver figura 45) provisto de una columna capilar ALLTEC-1 (25 m de
longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor). Se utilizd Nitrégeno como
gas portador a un flujo de 3 mL/min, con un volumen de inyeccién de 1 yL de relacién
de Split de 20:1. Temperatura inicial: 50 °C (3 min); temperatura final: 250 °C (10 min);
tiempo total de analisis 20 minutos; temperatura del inyector 270 °C; temperatura del

detector 270 °C.
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4.4.9 Esquemas de trabajo para la obtencion y analisis de aceites esenciales.

Semillas de Pimpinella anisum 500 g

Semillas pulverizadas

Destilacién por arrastre de vapor

Aceite esencial + agua

Extraccion con Tolueno

Mezcla Agua/Tolueno

Destilacion a presion reducida

Aceite esencial + agua

Filtracién sobre Na,SO, Anhidro

1

Aceite esencial 4.8892g

CCF Preparativa, 600 mg de muestra CCF analitica
(Ciclohexano/AcOET 98:2) (Ciclohexano/AcOET 98:2)
Productos: Visualizacion por U.V
Anisaldehido, 63.0 mg Anisaldehido (Rf= 0.3)

Figura 46. Esquema de trabajo para semillas de Pimpinella anisum
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Semillas de Illicium verum 50 g

Semillas pulverizadas

Extraccion con Eter de petroleo

Aceite esencial + Eter

CCF analitica (Ciclohexano/AcOET 98:2)

Filtracién sobre Na,SO, Anhidro

|
Destilacion a presion reducida

Aceite esencial + agua

Filtracion sobre Na,SO, Anhidro

Aceite esencial 3.9032 g

Figura 47. Esquema de trabajo para semillas de Illicium verum
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Semillas de Foeniculum vulgare 50 g

Semillas pulverizadas

Extraccion con Eter de petréleo

Aceite esencial + Eter

CCF analitica (Ciclohexano/AcOET 98:2)

Filtracion sobre Na,SO, Anhidro

|
Destilacion a presion reducida

Aceite esencial + agua

Filtracion sobre Na,SO, Anhidro

Aceite esencial 1.201 g

Figura 48. Esquema de trabajo para semillas de Foeniculum vulgare

N
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Hojas y tallos frescos de Piper marginatum Jacq 31.2 ¢

Hojas y tallos frescos
cortados

Extraccion con Eter de petréleo

Filtracion sobre Na,SO, Anhidro

Destilacion a presion reducida

Aceite esencial + agua

|
Filtracion sobre Na,SO, Anhidro

Aceite esencial 1.3225 g

Figura 49. Esquema de trabajo para Hojas y tallos frescos de Piper marginatum

Jacq
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Hojas y tallos frescos Tagetes filifolia Lag (107.46 g)

Hojas y tallos frescos
cortados

Extraccion con Eter de petréleo

Filtracion sobre Na,SO, Anhidro

Destilacion a presién reducida

Aceite esencial + agua

|
Filtracion sobre Na,SO, Anhidro

Aceite esencial 0.5260 g

Figura 50. Esquema de trabajo para Hojas y tallos frescos de Tagetes filifolia Lag
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Con base en los fundamentos descritos en los capitulos precedentes y siguiendo los
objetivos trazados para este trabajo de investigacion, pasamos a describir la elucidacién
estructural del trans-anetol.

Después de repetidas cromatografias en capa fina analitica y cromatografias en capa fina
preparativa, utilizando como fase movil la mezcla de disolventes n-hexano/acetato de

etilo, se aislo e identifico de los aceites esenciales, el metabolito mayoritario trans-anetol.

5.1 ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Las estructuras de los dos metabolitos aislados, fueron elucidadas mediante técnicas
espectroscopicas de IR y RMN de *H y BC. A continuacion pasamos a describir la
elucidacidn estructural del compuesto aislado, mediante ambos métodos.

5.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo

El espectro IR (figura 51) muestra bandas de caracteristicas de enlaces C-H de tipo sp® y
sp?en torno a 3150 3050 cm™. Para el anillo aromatico, se observan sobretonos entre 2100
y 1700 cm™. El pico a 1600 cm™, es debido a la vibracién C=C; y la banda a 840 cm
indica un anillo aromatico p-disustituido. En la region de la huella dactilar a 1250 cm™,

se observa la vibracion C-O-C que corresponde a un éter aromatico.

N
'lll

| ~ M
e i)
—'_\\ | /f”‘.bll _ Sobretonos ‘.rJ' rmi[ ” \'II rl

! 1l 1

2 0 ] de anillo
o J‘I‘\ aromaético
| j"f
= 04
e : ' Enlaces C-H Vibracién C=C
04
| Vibraciéon C-O-C
0
4000 3000 2000 1000

Wavenumbers [cm-1)

Figura 51. Espectro de Infrarrojo de trans-anetol.
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5.1.2 Resonancia Magnética Nuclear de *H, 13C y 2D HSQC.

El espectro de RMN de H (Figura 52), muestra siete sefiales distintas, que corresponden

a los doce protones de la molécula de trans-anetol.

En primer lugar, a & 7.28 y 6.86 ppm, se observan dos dobletes que muestran “efecto
tejado”, el cual es tipico de un sistema de spin AAXX" y que representa a cuatro protones
de un anillo aromatico p-disustituido. Asi también a 6 6.37 y 6.12 ppm se observan dos
sefiales que integran para un proton cada una, las cuales pertenecen a un patron de
desdoblamiento caracteristico de dos protones vinilicos en posicion -trans, que queda
demostrado por su constante de acoplamiento de J=15.6 Hz. Por otra parte, a 6 3.81 ppm,
aparece un singulete que integra para tres protones, el que, dada su forma y
desplazamiento quimico, corresponde a un grupo metoxilo. A & 1.88 ppm aparece un
doblete que integra para tres protones, que, dado su desplazamiento quimico, pertenece a
un grupo metilo alifatico en posicion vecinal a uno de los dos protones vinilicos.
Finalmente, a campo alto, 6 1.30 se observa una sefnal como singulete, que integra para
2H, lo cual corresponde a una cadena alifatica de una cera presente en la muestra de

aceite.

1.295

7,292
7,278
_6.865

“e6.851

3
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0
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74 73 72 71 7.0 6.9 6.8
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(ppm) E (dj.
1.88 |
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Figura 52. Espectro de RMN 'H (CDCl; 500 MHz) que muestra el desplazamiento
quimico, la forma y desdoblamiento de las sefiales y su integracion.
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Elucidacion estructural de trans-anetol con base en el espectro de RMN de tH.

La descripcion de la estructura de trans-anetol por RMN de *H, se basa en la presencia
de un anillo aromético que tiene dos sustituyentes en posicion para- dado que existe un
sistema de spin AA"XX" de cuatro protones del anillo aromatico p-disustituido (Figura
53). Uno de los sustituyentes es el grupo metoxilo (-OCHzs), que aparece como un
singulete a 6 3.81 ppm. El otro sustituyente, es una cadena insaturada que incluye: Un
grupo metilo a & 1.88 ppm (d, J= 6.7 Hz); un protdn vinilico que acopla con el grupo
metilo, 6 6.12 (dq, J=15.6, 6.6 Hz); mas otro protdn vinilico, 6 6.37 ppm (d, J= 16.6 Hz),
cuyo valor de la constante J, indica que tiene un acoplamiento de tipo trans- con el primer
proton vinilico. De tal forma que, el segundo sustituyente del anillo aromatico, es una
cadena insaturada de tipo -CH=CH-CHzs. Esto permitid la asignacion completa de los

protones de la molécula, tal como se presenta en la figura 53.

7.292
\-7.278
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Figura 53. Espectro de RMN 'H (CDCl; 500 MHz) de trans-anetol.

Asignacion de sefiales de carbono por RMN 2-D (correlaciones H-13C)
En el espectro HSQC (RMN 2-D de 'H-3C, CDCIls) de trans-anetol (Figura 54), se

observan las correlaciones proton-carbono (a un enlace), que permitieron la asignacion
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de los &tomos de carbono de la molécula, a excepcion de los carbonos cuaternarios C-1y
C-4

7 10
35 26
LA . |
® 1y
10
—d CH3 30
40
9
8 50
N | [}
60
0 E
7 80 3
)
(0] +100
“ScH
7 3 F110
°
F120
— )
°
— o - 130

T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0
f2 (ppm)

Figura 54. Espectro de RMN 2D 'H-13C, HSQC (CDCl;) de trans-anetol.

En el espectro de RMN 3C, Figura 55, se muestra la asignacion de todos los carbonos de
la molécula. Hay que destacar que los carbonos C-1 y C-4, fueron asignados por
modelizacion molecular con el Programa ACD/Labs y por comparacion con los datos
encontrados en la bibliografia quimica.
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Figura 55. Espectro de RMN 13C (CDCl; 125 MHz) de trans-anetol

Datos espectroscopicos de RMN *H y 13C para el compuesto trans-anetol.

'H RMN (500 MHz, CDCls) &: 7.28 (2H, d, J= 8.7 Hz, H-3, H-5); 6.86 (2H, d, J=8.7
Hz, H-2, H-6); 6.37 (1H, d, J= 16.6 Hz, H-8): 6.12 (1H, dq, J= 15.6, 6.6 Hz, H-9), 3.81
(3H, s, OCHs3); 1.88 (3H, d, J= 6.7 Hz, CH3), 1.30 (s, 2H, cera).

13C RMN (125 MHz, CDCls) 6: 158.6 (s, C-1); 130.8 (s, C-4); 130.4 (d, C-8); 126.9
(d, C-3;d, C-5); 123.5 (d, C-9); 113.9 (d, C-2; d, C-6); 55.3 (c, C-7); 18.5 (c, C-10).
Todos los datos, fueron cotejados con los datos encontrados en la bibliografia quimica

o), para la identificacién del compuesto trans-anetol.

5.2 CUANTIFICACION

En este apartado se describen los aspectos relacionados con la metodologia de analisis
por cromatografia de gases, utilizada para determinar el contenido de trans-anetol en las

muestras de aceites esenciales.
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5.2.1 Curva de calibracion

La construccion de la curva de calibracion se realizd preparando una solucion de
concentracion 0.0536 mg trans-anetol /mg de solucién madre de la siguiente forma:

Solucion Madre

e Patron de trans-anetol

1000 mg

0.0548 g = T = 54.8 mg trans — anetol
e Patron de anisaldehido
1000 mg . .

0.002g = T = 2.0 mg anisaldehido
Solvente n-hexano

1000 mg
0.9644 g = T = 964.4 mgn — hexano

Los miligramos de solucion quedan constituidos de la siguiente forma:

58.8 mg trans-anetol + 2.0 mg anisaldehido + 964.4 mg n-hexano = 1,021.2 mg sln madre.
Siendo entonces la concentracion de trans-anetol en la soluciéon madre asi:

c 54.8 mg trans — anetol

- 1,021.2 mg sln madre en n — hexano

= 0.0536 mg trans — anetol/mg sln madre

A partir de la solucion madre se prepar6 una disolucion de concentracion 1.18X107
mg/mg.

Solucion Stock

De la solucion madre 0.0450 g

Solvente 1.985 g n- hexano

Los gramos de solucion quedan constituidos de la siguiente forma:

0.0450 g sIn madre + 1.985 g n- hexano = 2.030 g/g sIn Stock

Concentracion de la sn Stock

0.0536 mg t — anetol /mg madre

= 0.04 |
C = 0.0450 g sIn madre x 2.030 g sln Stock

= 1.18X1073 mg/mg

A partir del cual se obtuvieron los patrones con los cuales se elabord la curva de
calibracion; a continuacién, se detallan los calculos de concentracion para cada uno de
los puntos.
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Puntos para la curva de calibracién
Concentracion #1
Partiendo de la sIn Stock, se toma una alicuota de 0.1005 g y se disuelve en 0.9155 g de

n- hexano.

Los gramos de solucién para la concentracion #1 quedan constituidos de la siguiente
forma:

0.1005 g sIn Stock + 0.9155 g n- hexano = 1.016 g concentracion #1

Por lo tanto,

1.18X10 — 03 mg/mg
1.016 g concentracién #1

C = 0.1005 g sln Stock x = 1.17X10"* mg/mg

Concentracién #2

Partiendo de la sIn Stock, se toma una alicuota de 0.2045 g y se disuelven en 0.8235 g n-
hexano.

Los gramos de solucién para la concentracion #2 quedan constituidos de la siguiente
forma:

0.2045 g sIn Stock + 0.8235 g n- hexano = 1.028 g concentracion #2

Por lo tanto,

1.18X107° mg/mg

=2.34X107*
1.0280 g concentracién #2 3 0" "mg/mg

C = 0.2045 g sln Stock x

Concentracién #3

Partiendo de la sIn Stock, se toma una alicuota de 0.3038 g y se disuelven en 0.7017 g n-
hexano.

Los gramos de solucién para la concentracion #3 quedan constituidos de la siguiente
forma:

0.3038 g sIn Stock + 0.7017 g n- hexano = 1.0055 g concentracion #3

Por lo tanto,

1.18X10> mg/mg

=3.56X107*
1.0055 g concentracion #3 3.56X10" " mg/mg

C = 0.3038 g sIn Stock x

Concentracion #4

Partiendo de la sIn Stock, se toma una alicuota de 0.4100 g y se disuelven en 0.6400 g n-
hexano.

Los gramos de solucién para la concentracion #4 quedan constituidos de la siguiente
forma:

0.4100 g sIn Stock + 0.6400 g n- hexano = 1.050 g Concentracion #4
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Por lo tanto,

1.18X10> mg/mg
1.0500 g concentracién #4

C = 0.4100 g sln Stock x = 4.61X107* mg/mg

En la tabla 2, se presentan los valores de concentracion y las respectivas areas bajo la curva

para cada concentracion obtenida en cromatografia de gases:

Tabla 2. Cuadro de medidas de concentracién para la curva de calibraciéon

Nivel Concentracion  Areal Area 2 Area 3 Area Promedio
(mg/mg)

1 0.000117 7658 14625 12554 11612

2 0.000234 33341 29168 35056 32522

3 0.000356 53467 52617 61359 55814

4 0.000461 59805 105845 59128 74926

La curva de calibracion obtenida (Figura 56) tiene un valor de coeficiente de determinacién de
0.9998, aceptable para una linea de tendencia recta; la siguiente ecuacién que se presenta en el
gréfico es:

y =2.0X108% x — 10243

Ecll

80000

y = 2E+08x - 10243 °
70000 R2=0,9998
60000 -
50000
40000
30000
20000

10000 L

0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005

Figura 56. Curva de calibracién Concentracién vs Area, para la cuantificacion de trans-
anetol.
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En la figura 57, se muestra el cromatograma correspondiente a un punto de la curva de
calibracidn, en el cual se observan dos sefiales (picos) el de tiempo de retencion (tr) 6.52
minutos corresponde a Anisaldehido y el de t; 6.79 minutos correspondiente a trans-
anetol.

uv
ISFIDI

10004

7506

5009

2506

525 5.50 575 6.00 6.25 6.50 8.75 7.00 7.25 min

Figura 57. Tiempos de retencion de los patrones anisaldehido 6.52 minutos y trans-
anetol 6.79 minutos.
A continuacion, se describe la metodologia empleada para cuantificar el contenido de
trans-anetol en las muestras de los aceites esenciales de:
I) Pimpinella anisum
I1) Hlicium verum
I11) Foeniculum vulgare
IV) Piper marginatum Jacq
V) Tagetes filifolia Lag

I- Pimpinella anisum
La cuantificacion de trans-anetol en los extractos de cada una de las muestras se realiz6

de la siguiente manera:

A partir de la ecuacion de la linea recta obtenida en la curva de calibracion; Ec. 1.1

_y+10243
© 2.0X108

50,922 + 10243
~ 2.0X108

x=3.0583X10~*

X

~—
N
O

L -



En donde Y representa el area bajo la curva y en este caso le corresponde un valor de
50,922, respecto al cromatograma obtenido de una alicuota del extracto de Pimpinella
anisum (1.0163 g extracto / g de solucion); obteniendo asi 0.7948 g trans-anetol/ g

extracto.

En la figura 58 se resume el proceso de cuantificacion de trans-anetol para el extracto de
Pimpinella anisum.

Formacidn de Solucién 2

P & - 2o BB

Anélisis

Se tomé 1.0027 g hexano Se tomé A Resultad R
Cromatogrifico 9
0.0136 g de Sin1 1 L de la mezcla 2 Area de Trans-Anetol: Aprobado
Total Mezcla: 1.0163 g 75,922
con Hexano

Figura 58. Esquema de la cuantificacion de trans-anetol en Pimpinella anisum

El resultado anterior se multiplica por el peso total del extracto de Pimpinella anisum,

obtenido a partir de 500 g de material vegetal.

Trans-anetol=0.7948 trans-anetol/g extracto x 4.8892 g extracto = 3.8859 g trans-anetol
que corresponde a 79.4793 % de trans-anetol.

En la figura 59, se muestra el cromatograma correspondiente a una alicuota de extracto
de Pimpinella anisum, en el cual se observan dos sefiales (picos) el de tr 6.52 minutos
corresponde a anisaldehido y el de tr 6.79 minutos correspondiente a trans-anetol.

Datafile Name:PimpinellaNewD2.gcd
Sample Name:hexano
Sample ID:hexano

enunﬂgfggu
8000
7000
6000
5000
4000
3000

2000

1000

T T T T T T T T
425 450 475 5.00 525 550 575 6.00 625 6.50 B6.75 7.00 725 min

Figura 59. Tiempo de retencién de anisaldehido 6.52 minutos y trans-anetol 6.79

minutos; para el extracto de Pimpinella anisum.
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Los célculos de cuantificacion de trans-anetol se realizaron de la misma manera para
todos los materiales vegetales.

1) Hlicium verum

En la figura 60 se resume el proceso de cuantificacion de trans-anetol para el extracto de

[llicium verum y los resultados se recogen la tabla 3.

Formacién de Solucién 2

& - ah- 2o BB

5 Andlisis
Se tomé 0.99 g hexano Se tomé Cromatogréfico Resultades Resultado

0.0285 g de Sin1 1 uL de lamezcla Area de Trans-Anetol: Aprobado
Total Mezcla: 1.0185 g 46,579

con Hexano

Figura 60. Esquema de la cuantificacion de trans-anetol en Illicium verum
En la figura 61, se muestra el cromatograma correspondiente a una alicuota de extracto
de IHlicium verum, en el cual se observan dos sefiales (picos) una a tr 6.52 minutos

corresponde a anisaldehido y una a t; 6.79 minutos correspondiente a trans-anetol.

Datafile Name:llliciumVerumM2.gcd
Sample Name:hexano
Sample ID:-hexano

u
ISFID1
120004

11000
10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000

30004

6048

2000+

1000

— T T — T T T T
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 min

Figura 61. Tiempo de retencion de anisaldehido 6.52 minutos y trans-anetol 6.79 minutos;

para el extracto de Illicium verum.

I11) Foeniculum vulgare

En la figura 62 se resume el proceso de cuantificacion de trans-anetol para el extracto de

Foeniculum vulgare; los resultados se recogen en la tabla 3.
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Formacidn de Solucién 1

- -
- - -
- -
0.0557 g Extracto 1.0249 g hexano —

Analisis
Se tomé Cromateogrifico _ Resultados Resultado
Total Mezcla: 1.0806 g 1 L de la mezela g Area de Trans-Anetok Aprobado
con Hexano 23,457

Figura 62. Esquema de la cuantificacion de trans-anetol en Foeniculum vulgare

En la figura 63, se muestra el cromatograma correspondiente a una alicuota de extracto
de Foeniculum vulgare, en el cual se observan dos sefiales (picos) una a tr 6.52 minutos
corresponde a anisaldehido y otra a t; 6.79 minutos correspondiente a trans-anetol este

ultimo es evidente que su presencia es muy baja.
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Figura 63. Tiempo de retencién de anisaldehido 6.52 minutos y trans-anetol 6.79 minutos;
para el extracto de Foeniculum vulgare.

1V) Piper marginatum Jacq
En la figura 64 se resume el proceso de cuantificacion de trans-anetol para el extracto de
Piper marginatum Jacq; los resultados se recogen en la tabla 3.

Formacién de Solucién 1

— 1.} :
-
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0.0189 g Extracto ~ 0.9888 g hexano = «

Analisis
Se tomé Cromatografico B Resultados Resultado
Total Mezcla: 1.0077 g 1 pl de lamezcla 2 Area de Trans-Anetol: Aprobado
con Hexano 23,353

Figura 64. Esquema de la cuantificacion de trans-anetol en Piper marginatum Jacq
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En la figura 65, se muestra el cromatograma correspondiente a una alicuota de extracto
de Piper marginatum Jacq, en el cual se observan dos sefiales (picos) muy bajas una a tr
6.52 minutos corresponde a anisaldehido también y otra a t; 6.79 minutos correspondiente

a trans-anetol.
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Figura 65. Tiempo de retencion de anisaldehido 6.52 minutos y trans-anetol 6.79 minutos;

del extracto de Piper marginatum Jacq.

V) Tagetes filifolia Lag
En la figura 66 se resume el proceso de cuantificacion de trans-anetol para el extracto de

Tagetes filifolia Lag; los resultados se recogen en la tabla 3.

Formacién de Solucién 3

L&k A -—[J =22 -~ 4

Se tomo 0.6010 g hexano Anilisis
04070 g de Sin 2 Se tomé 250 Resultados Resultado
Cromatogrifico 2
Total Mezcla: 1.0080 g 1 plL de la mezcla 2 Area de Trans-Anetok Aprobado
con Hexano 75479

Figura 66. Esquema de la cuantificacion de trans-anetol en Tagetes filifolia Lag

En la figura 67, se muestra el cromatograma correspondiente a una alicuota de extracto
de Tagetes filifolia Lag, en el cual se observan dos sefiales (picos) una a tr 6.52 minutos
corresponde a anisaldehido y otra a tr 6.79 minutos correspondiente a trans-anetol; el

primero se aprecia levemente.
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Figura 67. Tiempo de retencién de anisaldehido 6.52 y trans-anetol 6.79; del extracto de
Tagetes filifolia Lag.

En la tabla 3, se presentan las areas bajo la curva obtenidas para cada alicuota de los

extractos; segun se detalla a continuacion.

Muestra A g g % g %
Material de Extracto Extracto  Trans-anetol Trans-anetol
partida
Pimpinella 50,922 500 4.8892 0.9778 3.8859 79.4793
anisum Semillas
lllicium 46,579 50 3.9032 7.8064 1.2147 31.1206
verum Semillas
Foeniculum 23,457 50 1.201 2.402 0.0039633 0.33
vulgare Semillas
Piper 21,353 31.2 1.3225 4.2388 0.011141 0.8424
marginatum Partes
Jacq aéreas
Tagetes 75,549 107.46 0.5260 0.4895 0.0980 18.6312
filifolia Lag Partes
aéreas

* Las areas son promedios de tres lecturas para cada alicuota de los extractos.
Como se aprecia en la tabla 5.2; la muestra con mayor presencia de trans-anetol son las

semillas de Pimpinella anisum 79.4793% y en el caso de las partes aéreas se observa que
es la planta de Tagetes filifolia Lag 18.6312% evidentemente mayor que Piper
marginatum Jacq.
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6.0 CONCLUSIONES

1. A partir de 500 g de semillas Pimpinella anisum, mediante destilacion por
corriente de vapor y extraccion con disolventes organicos, se obtuvieron 4.89 g
de extracto; de 50 g de semillas de Illicium verum, se obtuvieron 3.90 g de
extracto; de 50 g de semillas de Foeniculum vulgare, se obtuvieron 1.20 g de
extracto; asi también, a partir de 31.2 g de las parteas aéreas de Piper marginatum
Jacq se obtuvieron 1.32 g de extracto y de 107.46 g de las partes aéreas de Tagetes

filifolia Lag, se obtuvieron 0.53 g de extracto.

2. Se identific6 mediante cromatografia en capa fina analitica, varios metabolitos
secundarios en cada uno de los extractos; de los cuales dos compuestos
presentaron el mismo Rf, correspondiendo entonces a metabolitos comunes en las

cinco plantas anisadas.

3. Los cinco extractos fueron analizados por Cromatografia de Gases, luego por
comparacion de tiempos de retencion con patrones puros, se identificaron dos

metabolitos, trans-anetol y anisaldehido.

4. Mediante cromatografia en capa fina preparativa, se aislaron los dos metabolitos

Identificados, los que corresponden a trans-anetol y anisaldehido.

5. Por métodos de RMN H, mono y bidimensional (COSY); RMN C
bidimensional heteronuclear (HSQC); asi como espectroscopia de IR, se
identificd y se determind la estructura del metabolito, trans-anetol, de acuerdo a
los objetivos de este trabajo. La determinacién estructural se describe en el
apartado de resultados y discusion de resultados.

6. Por cromatografia de gases, se cuantifico trans-anetol en cada uno de los
extractos. La cuantificacion esta expresada en porcentaje en peso de trans-anetol:
a. Pimpinella anisum 79.48%
b. Ilicium verum 31.12%
c. Foeniculum vulgare 0.33%

d. Piper marginatum Jacq 0.84%

~—
@®
N

L -



e. Tagetes filofolia Lag 18.63%

7. Seidentifico y cuantificd trans-anetol en los extractos de las partes aéreas de Piper
marginatum Jacq y Tagetes filifolia Lag, este es el primer estudio fitoquimico de
estas dos plantas en El Salvador.

8. El bajo contenido de trans-anetol en Piper marginatum Jacq, determinado en este
trabajo, puede ser debido a la época del afio en la que se colectd asi, como la zona
geografica de tal recoleccion; también porque el aceite esencial estd compuesto
de otros metabolitos en donde el trans-anetol es minoritario.

9. La planta Tagetes filifolia Lag, present6 el 18.6% de trans-anetol, que es una
medida relativamente alta de trans-anetol, si se compara con las otras dos especies
con alto rendimiento en este trabajo. Los rendimientos obtenidos, serian la base
para que se valore esta especie como fuente para la produccion industrial de aceite

esencial anisado y trans-anetol.

N

~—
@®
L -



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

~t—
o 0]
(e9]

L -



7.0 RECOMENDACIONES

Una vez concluido el trabajo de investigacion, se recomienda lo siguiente.

1. Promover estudios econdmicos que analicen la factibilidad de procesamientos

industriales para los aceites esenciales extraidos de plantas anisadas.

2. Debe darse continuacion a este proyecto de investigacion ya que es el primero a

nivel Nacional que incluye cinco plantas anisadas que contienen trans-anetol.

3. Con la planta Piper marginatum Jacq se sugiere realizar trabajos de investigacion
fitogquimica de la especie a partir de muestras recolectadas en distintas zonas de
El Salvador.

4. Ejecutar pruebas de rendimiento de aceite esencial en la planta Tagetes filifolia

Lag y estudiar los rendimientos en plantas de distintas zonas geograficas.

5. De ser posible realizar un estudio para la cuantificacion de Anisaldehido y otros
metabolitos en este tipo de plantas ya que los analisis por Cromatografia de Gases

mostraron la existencia varios compuestos.
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Asociacion Jardin Botanico La Laguna C))

- U

Antiguo Cuscatlan, 12 de Abnil de 2016.
A quien mterese

Por medio de la presente nota, hago del conocimiento que la Srita. bachiller Luz
VMarina Ramirez Ramos con carnet RRO9151. estudiante de la carrera de Licenciatura
en Ciencias Quimicas de La Universidad de El Salvador. se hizo presente al Herbario
LAGU de nuestra istitucion este dia. con una muestra botanica seca para el analisis v
clasificacion sistematica. la cual se sometio a revision de literatura y comparacion con
imagenes de especies tipo para poder clasificarle. resultando ser: Piper marginatum
Tacq. la cual pertenece a la familia (PIPERACEAE).

Con ¢l resultado anterior la estudiante manifiesta que la especie sera utilizada con fines
de claboracion de tesis de grado denominada: “Cuantificacion de Trans-Anetol de
Acertes esenciales extraidos de cinco plantas anisadas™

Por tanto. se extiende la siguiente nota. para que la interesada haga buen uso v para lo
que estime conveniente dentro del trabajo de grado

Atte

.org.sv  Sitio Web: www jardinbotanico.org.sv
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Asociacion Jardin Botanico La Laguna

Antiguo Cuscatlan, 27 de enero de 2016

A quien interese.

Por medio de la presente nota, hago del conocimiento que la srita. bachiller Luz
Marina Ramirez Ramos con carnet RR09151, estudiante de la carrera de Licenciatura
en Ciencias Quimicas de La Universidad de El Salvador, se hizo presente al Herbario
LAGU de nuestra institucién este dia, con una muestra botdnica seca para el andlisis y
clasificacion sistemadtica, la cual se sometié a revisién de literatura y comparacién con
imdgenes de especies tipo para poder clasificarle, resultando ser: Tagetes filifolia Lag.,
y que pertenece a la familia (ASTERACEAE).

Con el resultado anterior la estudiante manifiesta que la especie sera utilizada con fines
de elaboracion de tesis de grado denominada: “Cuantificacion de Trans-Anetol de
Aceites esenciales extraidos de cinco plantas anisadas”

Se extiende la siguiente nota, para que la interesada haga buen uso, y para lo que estime
conveniente dentro del trabajo de grado.

Atte.

Urbanizacion Industrial Plan de La Laguna, Antiguo Cuscatlan La Libertad, Tel.(503) 2243 - 7970/ 2243 - 7968
Email: jardinbotanico@jardinbotanico.org.sv  Sitio Web: www.jardinbotanico.org.sv
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Asignacién de docentes
asesores

Incripcién de trabajo de
graduacion

Asesoria inicial

Reunidn informativa sobre
Proceso de grado

Recoleccion de Piper
marginatum Jacq

Revision y formulacién de
Perfil

Presentacion del perfil

Elaboracién de
Anteproyecto

Entrega de Anteproyecto

Defensa de Anteproyecto

Extraccion de aceites de
cuatro plantas

Recoleccion de Tagetes
filifolia Lag

Extraccion de aceite
esencial de T. filifolia Lag

Rotavaporacion y secado




Analisis cromatografico i

Analisis espectroscopico

Elaboracion de la curva de
calibracion por GC

Analisis por Cromatografia
de Gaes

Cuantificacion de trans-
anetol

Elucidacion estrutural




Reestructuracion del
marco teorico

Revision del disefio
metodoligico realizado

Revision de analisis de
resultados

Ultima revision y
evaluacion del desarrollo
del proyecto

Elaboracion de
conclusiones

Elaboracion de las
recomendaciones

Entrega del documento

Defensa con Final.

Observaciones y
correcciones Finales

Entrega de ejemplares en
Administracidon Académica
de la Facultad
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