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RESUMEN

La Swinglea glutinosa es un arbusto nativo del Sur Oeste de Asia, introducido y cultivado en
Colombia para hacer cercas vivas. Aunque esta planta no es autdctona, se ha adaptado
completamente a las condiciones geobotanicas del pais. Es un arbusto espinoso, de follaje
brillante, compacto y de flores blancas, parecidas a los azahares. La fruta presenta un tamafio
promedio de 10-12 cm de largo, y ademas no es comestible. En sus tallos se han encontrado
alcaloides acridinicos, que presentan actividad antiplasmodial sobre Plasmidium falciparum.

Esta investigacion se centr6 en la determinacion de la composicién quimica del aceite esencial
(AE) y extractos del fruto y hojas de la Swinglea glutinosa, utilizando cromatografia de gases con

detectores de ionizacién en llama y espectrométrico de masas. El presente trabajo forma parte de
la Inea de investigacion relacionada con la caracterizacion de extractos y aceites esenciales de
plantas tropicales.

Los extractos fueron obtenidos mediante diferentes técnicas, a saber: destilacion con vapor /
extraccion con solvente simultanea, extraccion con fluido supercritico e hidrodestilacion asistida por
la radiacién de microondas. Para el andlisis de la fraccion volatil se practicO microextraccion en
fase solida en el modo headspace y headspace estético.

Los principales componentes presentes en el AE, extractos y fracciones volatiles de la Swinglea
glutinosa fueron el b-pineno, el sabineno, el a-pineno, el biciclosesquifelandreno, el limoneno, el
nerolidol, el germacreno B y el b-cariofileno. Las cantidades relativas de estos compuestos varian
de acuerdo con la técnica de extraccion utilizada.

La determinacion de la composicién quimica de los metabolitos secundarios volatiles presentes en
este arbusto, se realiz6 con base en los indices de Kovats determinados en columnas capilares
con fases estacionarias polar y apolar, espectros de masas de los componentes y, en algunos
casos, usando sustancias patron disponibles.

*Tesis
**Facultad de ciencias, Escuela de quimica, Elena Stashenko



TITLE

OBTAINING FOR DIFFERENT TECHNIQUES OF EXTRACTION OF THE VOLATILE
SECONDARY METABOLITES OF THE Swinglea glutinosa (Fam. Rutaceae) AND THEIR
ANALYSIS FOR GAS CHROMATOGRAPHY *

AUTHOR
José Domingo Medina Sarmiento * *

KEY WORDS
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ABSTRACT

The Swinglea glutinosa is a native shrub of the South West of Asia, introduced and cultivated in
Colombia to make living fences. Although this plant is not native, has adapted completely to the
geobotanycs conditions of the country. It is a thorny shrub, shining foliage, compact and of white
flowers, seemed to the orange blossoms. The fruit presents an average of 10-12 cm in length, and
in addition it is not eatable. In their stems have been acrydinics alkaloids, that they present
antiplasmodial activity on Plasmidium falciparum.

This investigation was centered in the determination of the chemical composition of the essential oil
(AE) and extracts of the fruit and leaves of the Swinglea glutinosa, using gas chromatography with
flame ionization detector and mass spectrometry. The present work forms part of the investigation
line related with the characterization of extracts and essential oils of tropical plants.

The extracts were obtained by means of different techniques, that is: simultaneous distillation-
extraction, supercritical fluid extraction and microwave-assisted hydro-distillation. For the analysis
of the wvolatile fraction it was practiced headspace-solid-phase-micro-extraction and static
headspace.

The main present components in the AE, extracts and volatile fractions were the b-pinene, the
sabinene, the a-pinene, the bicyclosesquiphellandrene, the limonene, the nerolidol, the germacrene
B and the b-cariyophyllene. The relative amounts of these compounds vary of agreement with the
technique of used extraction.

The determination of the chemical composition of the secondary metabolites volatile present in this
shrub, was made with base in the indexs Kovéts of certain in capillary columns with polar stationary
phases and apolar, spectra of mass of the components and, in some cases, using available
substances pattern.

*Tesis.
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Elena Stashenko.



INTRODUCCION

La Swinglea glutinosa es un pequefio arbusto nativo del Sur Oeste de Asia,

introducido y cultivado en Colombia para hacer cercas vivas (Figura 1).

Figura 1. Swinglea glutinosa.

Aunque esta planta no es autéctona, se ha adaptado completamente a las
condiciones geobotanicas del pais. Es un arbusto espinoso, de follaje brillante,

compacto y de flores blancas, parecidas a los azahares. Su fruta (Figura 2),
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llamada comunmente “Limén Africano”, presenta un tamafio promedio de 10-12 cm

de largo, y no es comestible.

Figura 2. Fruta de la Swinglea glutinosa.

En sus tallos se han encontrado alcaloides acridinicos, que presentan actividad

antiplasmodial sobre Plasmidium falciparum [36].

Este trabajo es una contribucion al desarrollo de una de las lineas de investigacion
del Laboratorio de Cromatografia, adscrito al Centro de Investigaciébn en
Biomoléculas (CIBIMOL), que tiene como objetivo caracterizar extractos y aceites
esenciales (AE) de plantas tropicales, que constituyen parte de la inmensa

biodiversidad de nuestro pais.
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El estudio se centr6 particularmente en la determinacién de la composicion
quimica del AE de la cascara del fruto de la Swinglea glutinosa, con el fin de
obtener informacién sobre la calidad de la esencia y valor comercial, con miras a
sus potenciales aplicaciones. Para ésto se utilizaron las técnicas instrumentales
de cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC) con detectores de

ionizacion en llama (FID) y espectroscopico de masas (MS).

El estudio de la composicion quimica de los metabolitos secundarios volétiles,
requiere la exploracion y comparaciéon de extractos obtenidos por diferentes
técnicas extractivas, asi como el analisis repetido de muestras mediante diferentes
sistemas de deteccion, con el fin de llegar a una caracterizacion mas completa

posible. Por ello, se usaron 5 técnicas de extraccion y dos sistemas de deteccion.

Los extractos de Swinglea glutinosa fueron obtenidos a partir de la cascara de la
fruta y hojas mediante técnicas de aislamiento, a saber: destilacion con vapor /
extraccion con solvente simultanea (SDE), extraccion con fluido supercritico (SFE)
e hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD). Para el
analisis de la fraccion volatil de la cascara, hojas y el aceite esencial de la cascara
se practicO la microextraccion en fase sdlida en el modo headspace (HS-SPME) y

el headspace estético (S-HS).

La determinacion de la composicion quimica de los metabolitos secundarios

volatiles, se realiz6 con base en los indices de Kovats, determinados en columnas
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capilares con fases estacionarias polar y apolar, espectros de masas de los

componentes y, en algunos casos, usando sustancias patron disponibles.
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1. MARCO TEORICO

1.1. EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES

Los metabolitos secundarios volatiles son compuestos organicos que
aparentemente no tienen una funcién directa en el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Estos compuestos generalmente no juegan un rol directo en los procesos
de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas,

asimilaciéon de nutrientes, o la formacién de carbohidratos, proteinas y lipidos

[11,13].

Los metabolitos secundarios se diferencian de los primarios (amino acidos,
nucleotidos, azlcares, etc.) en que tienen una restriccion en la distribucion en el
reino de las plantas. Este grupo de metabolitos a menudo se encuentra solamente
en una especie de plantas o en un grupo de especies relacionadas, mientras que

los metabolitos primarios se encuentran en todo el reino vegetal [34, 10].

Estos compuestos pueden ser divididos en tres diferentes grupos: Compuestos
que tienen nitrdgeno, terpenos y sustancias fendlicas. En la Figura 3 se muestra

un esgque ma general de las rutas biosintéticas de los metabolitos secundarios.
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Figura 3. Esquema general de las rutas biosintéticas de los metabolitos secundarios de

las plantas.

Los componentes (en este caso metabolitos secundarios volatiles), obtenidos por
técnicas extractivas y de headspace, se les llaman extractos y “fracciones
volatiles”, respectivamente. Sin embargo, a la mezcla de sustancias obtenida por
hidrodestilacion, raspado y prensado en el caso de citricos, se le da el nombre de
“aceite esencial’ (AE). A continuacion, se describen algunas de las técnicas

utilizadas en la obtencién de aceites esenciales, extractos y fracciones volatiles.
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1.1.1. Técnicas de obtencién de aceites esenciales

1.1.1.1. Aceite esencial Los aceites esenciales son las fracciones liquidas
volatiles obtenidas de plantas por destilacion por arrastre con vapor de agua o
hidrodestilacion, que contienen las sustancias responsables de la fragancia (olor)

de las plantas.

La mayoria de estos aceites se usan en cosmeéticos, para masajes, en
aromaterapia, artesanias o en productos de limpieza; otros son empleados como
repelentes de insectos, tanto para el hombre como para el ganado; en medicina se

utilizan para el tratamiento de una amplia diversidad de afecciones [4-8, 22].

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100

componentes, que pueden tener compuestos de la siguiente naturaleza quimica:

s Compuestos alifaticos, hidrocarburos y sus analogos oxigenados de bajo peso
molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos);

§ Monoterpenos, Cyg Hi;

s Monoterpenoides, Cyg H;60;

s Sesquiterpenos, C;s Hy;

s Sesquiterpenoides, Cys HyeO;

s Fenilpropanos, entre otros.
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Los aceites esenciales pueden encontrarse en cualquier parte de la planta, por
ejemplo, en las flores (rosa, ylang-ylang, geranio), en la cascara del fruto (naranja,
limén), en las hojas (eucalipto, limonaria, ciprés), en la corteza (canela, cebra), en
las semillas (cardamomo, anis, eneldo) y/o en las raices (sandalo, valeriana)

[2, 22].

El valor comercial de los aceites esenciales y su uso dependen basicamente de su
composicion quimica. Las variables que mas notoriamente inciden sobre la
composicibn de los aceites esenciales en la planta, son: condiciones
geobotanicas, método de cultivo, época de recoleccidén, parte de la planta y

técnica de obtencion del aceite, entre otras [2, 22, 33].

1.1.1.2. Obtencion del aceite. En las plantas, los aceites esenciales se
almacenan en glandulas aceitosas, venas, sacos de aceite, o cabellos glandulares
de donde sélo pueden ser removidos utilizando el vapor de agua, el cual debe
atravesar los tejidos vegetales de la superficie expuesta al mismo. Para facilitar
este proceso y aumentar el rendimiento del aceite, a menudo se realiza un
tratamiento fisico previo a la destilacion, el cual depende del tipo de material

vegetal.

Las hojas, las flores y otras partes delgadas y no fibrosas de la planta se someten
al proceso de destilacion sin ningun tratamiento previo, mientras que las raices,

los tallos y las plantas lefiosas se deben cortar en trozos pequefios, aumentando
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asi la superficie de contacto. En cuanto a las semillas, se aconseja molerlas antes

de la extraccion [2, 32, 33].

El almacenamiento del material vegetal antes del proceso de destilacion no es
muy recomendable, ya que esta asociado con la pérdida y deterioro de la calidad y
el rendimiento del aceite, por evaporacion, oxidacion enzimética u otros procesos
de degradacion. Sin embargo, hay excepciones y en algunos casos durante el
proceso de almacenamiento y secado, tiene lugar una serie de reacciones
bioguimicas acompafadas de la generacion de compuestos aroméaticos de interés,

como ocurre, por ejemplo, con las flores de vainilla y rosa, o las hojas de pachuli

[2, 4, 8].

s Métodos de obtencion: los aceites esenciales se obtienen de las plantas por
diferentes procesos fisicoquimicos de acuerdo con la naturaleza y propiedades

de los mismos o del material vegetal que los contiene.

Por definicion, el aceite esencial es una mezcla volatil de sustancias que se
obtiene del material vegetal por arrastre con vapor o por hidrodestilacién. Para

el caso de las cascaras de citricos se incluye el método de raspado o

prensado [2, 32].

El procedimiento para la extraccion del aceite esencial puede ser llevado a

cabo de distintas formas, asi:
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a). Destilacibn con vapor seco: el vapor de agua ligeramente
sobrecalentado, proveniente de un generador, se hace pasar a través del

material vegetal, el cual se encuentra en otro recipiente.

El método de destilaciébn con vapor es el mas usado tanto a escala
industrial, como en el laboratorio; permite obtener el aceite esencial con el
rendimiento mas alto y ademas, operar grandes cantidades de material

vegetal (Figura 4).

Figura 4. Equipo de arrastre con vapor utilizado a escala industrial. Produccién de

aceite le lima (Guadalajara, México).

Esta técnica es muy sencilla, pero debe trabajarse con mucha precaucion,

ya gque durante los procesos de destilacion con vapor, el aceite se somete a
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la accién de temperaturas altas, las cuales pueden ocasionar procesos
colaterales indeseables, tales como polimerizacion y resinificacion de los

terpenos e hidrolisis de ésteres [2].

b). Destilacion con agua (hidrodestilacién): la especie a destilar se sumerge
al agua a punto de ebullicion. EI modo de calentamiento puede realizarse

de diferentes maneras.

» La forma comun de calentar el agua y el material vegetal, en un proceso
de destilacion, es utilizando una manta. Este modo de calentamiento se le
llama hidrodestilacién convencional, y una de sus desventajas es que el

sistema tarda mucho tiempo en calentarse.

» Otra forma de calentamiento del agua, muy utilizada actualmente, es la
radiacion con microondas. Esta técnica, que recibe el nombre de
hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas, fue inicialmente
patentada en Canada por Paré y colaboradores en 1991 [24]. Tiene gran
importancia y ha sido incorporada en aplicaciones bioldgicas y ambientales,
principalmente, para reducir el tiempo de procesos y reacciones quimicas.
Consiste en la transformacién de la energia electromagnética de las
microondas en energia caldrica, la cual calienta el solvente que se

encuentra en contacto con muestras solidas, en este caso, el material
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vegetal, y acelera la difusién de los compuestos de interés hacia el solvente

de extraccion [14, 15].

Las microondas son radiaciones electromagnéticas con longitudes de onda
entre 1 mm vy 1 m (30 GHz a 300 MHz), localizadas en el espectro
electromagnético entre el infrarrojo y las ondas de radio. Su efecto es la
interaccion basicamente con las moléculas de agua, produciendo un rapido

aumento de temperatura en un tiempo muy corto.

Cuando la molécula de agua absorbe la radiacién de microondas, pasa a un
nivel de energia rotacional superior al que ocupaba inicialmente. La energia
promedio del conjunto de moléculas de agua aumenta, debido a que
muchas moléculas absorben energia y pasan a ocupar niveles de energia
superiores. La distribucién de energia del conjunto de moléculas ya no
corresponde a la que indica el valor inicial de la temperatura. El nuevo valor
de la energia promedio esta asociado con un valor de temperatura mayor

[2, 14, 15].

En estos procedimientos, el vapor después de su contacto con el material

vegetal se condensa obteniéndose una mezcla de agua y aceite, de la cual el

aceite esencial se separa facilmente por una simple decantacion. Las

destilaciones pueden realizarse a presiones superiores o inferiores a la

atmosférica [32, 33].
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1.1.2. Técnicas de obtencién de extractos

1.1.2.1. Destilacion con vapor / extraccion con solvente simultanea (SDE).
Los métodos que combinan simultdneamente la hidrodestilacién y la extraccion
con solvente se aplican en la actualidad rutinariamente, desde que por primera vez
fueron introducidos por Likens y Nickerson [19]. Este método puede aplicarse

tanto a matrices fluidas, como no fluidas, estas ultimas en suspension acuosa.

Varias modificaciones al equipo original de Likens-Nickerson han sido reportadas
en la literatura con el objetivo de aumentar la eficiencia de recuperacién de los
componentes volatiles y disminuir las pérdidas de solvente durante el trabajo

experimental [9].

Godefroot y colaboradores [9] disefiaron un equipo original SDE a microescala
(Figura 5), el cual reduce considerablemente la cantidad de solvente a emplear. El
pequefio volumen de solvente permite eliminar la etapa de concentracion,

necesaria para el andlisis cromatografico posterior.

En este sistema, el material vegetal junto con una pequefia cantidad de agua se
coloca en un balén (A), cuya capacidad varia entre 0.1 y 5 L, mientras que el
solvente (2-10 mL) se adiciona en otro balén (B) (ver Figura 5), ambos estan
conectados por vias diferentes al condensador por donde circula una mezcla

refrigerante (0-10°C). Los balones se calientan separadamente (cada uno a
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temperatura de ebullicién) y los vapores generados por cada uno de ellos se
condensan y caen en la seccion que tiene forma de “U” (C), donde ocurre la
migracion de los compuestos volatiles del agua hacia el solvente organico. Luego,
cada uno de ellos, agua y solvente, regresan a sus balones respectivos por
conductos separados. De esta forma se lleva a cabo continuamente la
hidrodestilacion y la extraccién, con una cantidad minima de solvente, que permite

extraer analitos presentes en la matriz, en cantidad suficiente para el analisis GC.
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Figura 5. Esquema del equipo SDE a microescala [9].
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1.1.2.2. Extraccién con fluido supercritico (SFE). Se entiende como fluido
supercritico a una sustancia o mezcla llevada, mediante operaciones mecanicas, a
unas condiciones operativas de presion y temperatura por encima de su punto
critico. Un fluido supercritico tiene un gran poder disolvente junto con una enorme
capacidad de penetracion (difusion) en sélidos, lo que permite el agotamiento
rapido y practicamente total de los sélidos extraibles. Ademas, pueden separarse
totalmente de forma sencilla de los extractos, simplemente modificando la presion
o la temperatura, hasta el extremo, si es necesario que el fluido pase al estado

gaseoso [3, 20, 35].

Los fluidos usados en SFE son: di6xido de carbono (CO,), agua (H,0), etano
(C,Hg), eteno (C,Hy), propano (CsHg), xenon (Xe), oxido nitroso (N,O). EI CO, es

de uso mas frecuente e industrial.

Dentro de las aplicaciones actuales de la SFE, estan la extraccion de esencias y
oleorresinas, aceites esenciales, aromas y fragancias, la obtencion de tabaco libre
de nicotina, aceites, grasas, medicinas naturales, pesticidas naturales, colorantes
y preservantes, la descafeinizacién de café y té, la obtenciéon de productos libres

de colesterol y también el tratamiento de residuos organicos industriales [20, 35].

Entre las ventajas de la SFE, se encuentran las siguientes: los extractos obtenidos
tienen mayor frescura y aroma natural, se usan temperaturas moderadas y se

evita la degradacion térmica de componentes; el extracto esta libre de solvente,
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hay mayor presencia de agentes activos, el rendimiento por extraccion es mas
alto, los extractos se obtienen libres de contaminantes bioldgicos, el proceso es
“amigable” al ambiente, las variables del proceso son flexibles y los equipos

pueden ser operados automaticamente [3, 20, 35].

Otra de las ventajas de la SFE es que el fluido se puede eliminar facilmente e
inclusive reciclar; las temperaturas bajas, utilizadas para la extraccion, no cambian
quimicamente los componentes de la esencia. Sin embargo, el equipo utilizado es
relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas de

extraccion también resistentes a las altas presiones [20, 35].

La SFE es una técnica relativamente sencilla: el material vegetal cortado en trozos
pequefios, licuado o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable
(Figura 6), a través de la cual se hace circular un fluido en estado supercritico (por
ejemplo, CO,), que actia como solvente de extraccién y permite separar los
componentes volatiles del material vegetal. El fluido luego se elimina por
descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y la temperatura ambiente.
Finalmente, se obtiene un extracto, cuyo grado de pureza depende de las

condiciones de extraccion [3, 35].
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Figura 6. Extractor Soxhlet de alta presion (J&W Scientific, Folsom, CA, USA).

1.1.3. Técnicas de obtencién de fracciones volatiles

1.1.3.1. Headspace estético. Las caracteristicas fisicoquimicos de una fase
condensada (liquida o sélida) se pueden determinar, analizando su fase gaseosa
(vapor) donde los componentes se reparten entre las dos fases, después de haber
alcanzado el equilibrio termodinamico. El analisis de la fase vapor de la muestra,
gque se encuentra en un recipiente sellado, en condiciones de equilibrio
(temperatura y presion constante), se le conoce como “analisis de vapor en

equilibrio”, “headspace” o “analisis de la fase vapor”. El principal objetivo de este

35



andlisis es determinar componentes volatiles presentes en las matrices

condensadas, en nuestro trabajo, en el material vegetal [7].

Esta técnica es relativamente simple y puede proveer sensibilidad similar a aquella
alcanzada en el andlisis por headspace dinamico o purga y trampa. Es un método
que permite analizar compuestos organicos volatiles; los ejemplos de su aplicacion
incluyen el andlisis de alcohol en sangre y la determinacién de residuos de
solvente en productos farmaceéuticos, entre otros. Por esta técnica también se
pueden analizar mondémeros residuales en polimeros, compuestos saborizantes
en bebidas y productos alimenticios, asi como fragancias en perfumes y

cosmeéticos [16, 30].

Diferentes matrices como sangre, plasticos y cosmeéticos contienen compuestos
no volatiles, de alto peso molecular, que pueden contaminar el sistema
cromatografico y deteriorar la resolucion y sensibilidad del equipo. Algunos
procedimientos analiticos requieren técnicas de preparacion de muestras
extensas, largas y laboriosas para extraer y concentrar los analitos de interés de la

matriz no volatil. Estas técnicas de extraccién y concentracion ademas son muy

costosas [7].

El analisis por headspace estético (S-HS) ahorra tiempo y costos, debido a que el

muestreo de los volatiles se realiza directamente en el espacio de cabeza del
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contenedor, el cual contiene la muestra [16, 30], y el equipo de muestreo puede

ser utilizado en forma automatica (Figura 7).

Figura 7. Equipo para analisis de la fase vapor Headspace Sampler HP 7694E.

1.1.3.2. Microextraccion en fase soélida en el modo headspace (HS-SPME).

Las técnicas mas conocidas para la extraccion de compuestos organicos volatiles
y semi-volatiles de una muestra sélida o liquida son: headspace dinAmico/purga y
trampa (P&T), para concentracion de volatiles, extraccion liquido-liquido,
extraccion en fase sdlida y extraccion con fluido supercritico. Sin embargo, estos
métodos presentan varios inconvenientes, entre los cuales se destacan sus

excesivos costos y tiempos de preparacion de la muestra prolongados [7].
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Una nueva técnica de preparacion de muestras, que permite eliminar la mayoria
de los anteriores inconvenientes, es la microextracciéon en fase sélida (SPME).
Esta fue desarrollada por Pawliszyn y Belardi en 1989 [26], y no requiere
solventes o aparatos complicados. Permite obtener compuestos volatiles y no
volétiles, a partir de muestras solidas, liquidas o gaseosas, para su analisis por

GC, GC/MS o cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Esta técnica ademas se usa para el andlisis de compuestos en muestras acuosas,
tales como hidrocarburos arométicos, compuestos organicos volatiles
halogenados (VOC's), hidrocarburos poliarométicos (PAH’s), bifenilos policlorados
(PCB'’s), pesticidas, compuestos nitrogenados, fenoles y sus derivados, entre

otros.

Pawliszyn y colaboradores [26, 27] demostraron que el tiempo de extraccion
puede ser sustancialmente reducido cuando se utiliza SPME en el modo
headspace, debido a que la difusion de los analitos en la fase vapor es mucho
mas rapida que en la fase acuosa. El equilibrio de los analitos entre la fase
gaseosa Yy la fibra polimérica se alcanza en pocos minutos, mientras que por el
método de inmersion en la solucion acuosa se requieren periodos de muestreo
mucho mas prolongados. Cuando la fibra se introduce directamente en la matriz
acuosa, la ultima debe agitarse intensamente, disminuyendo asi el tiempo para

alcanzar el equilibrio.
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La técnica de microextraccion en fase solida involucra la extraccion de analitos
organicos especificos directamente desde la solucion o desde su espacio de
cabeza, dentro de un vial cerrado (Figura 8), en una fibra de silice fundida
recubierta con un material adsorbente, por ejemplo, poli(dimetilsiloxano) o
poli(acrilato). Después de alcanzar el equilibrio, la fibra que contiene los analitos
adsorbidos es removida del frasco de muestreo y los analitos se desorben
térmicamente en el puerto de inyeccion de un GC o GC-MS. Ademas la fibra es
reusable, con una vida util de mas de 50 inyecciones, por lo que la técnica no

resultaria tan costosa [26, 27].
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Figura 8. Esquema general del dispositivo utilizado para el muestreo HS-SPME.
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En la Tabla 1 se hace un analisis comparativo de las diferentes técnicas
extractivas y de headspace, que se emplearon en el presente trabajo, incluyendo

las ventajas y desventajas de cada una.
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Tabla 1. Analisis comparativo de diferentes técnicas de extraccion y de headspace, empleadas en el desarrollo del presente

trabajo.
Andlisis e
Técnica Ventajas Desventajas . e
identificacion
Método rapido (10-30 min), sencillo, Calentamiento local alto. Posibles procesos  GC/FID/MS;
HD-MW tradicional. Puede usarse a escala piloto y/o de hidrdlisis y termodegradacién. indices de
industrial. Kovats
Excelente recuperacion de volatiles. Método Método de extraccion prolongado (2-3 hrs). GC/FID/MS;
SDE sencillo, con concentracion de analitos, Posible formacion de artefactos por H,O y indices de
extracto obtenido listo para el andlisis temperatura. Kovats
directo GC.
Libre de solvente. Temperaturas bajas. Posible pérdida de volatiles durante la GC/MS;
SFE Buena recuperacibn de analitos. La  despresurizacion. Co-extraccién de indices de
composiciéon del extracto puede ser variada pigmentos y grasas. Método costoso a nivel Kovats
de acuerdo con la temperatura, presion y piloto o industrial.
presencia de modificadores.
Método sencillo. Libre de solvente. “Limpio”. Método poco sensible, s6lo para analisis de GC/MS;
SHS Recuperacién y analisis de sustancias muy sustancias con alta presion de vapor, que se  (S-HS)GC/FID
volétiles en matrices condensadas. encuentran en concentraciones altas.
Técnica sencilla, rapida, sensible, debido a En fase vapor sélo aplicable a sustancias
HS-SPME

la concentracion de analitos, que acomparfia
su extraccion.

volatiles. La composicion de componentes
aislada depende de la temperatura, tiempo
de exposicion y tipo de fibra.

GC/MS




1.2. ANALISIS INSTRUMENTAL

1.2.1. Cromatografia de gases (GC). La funcion del GC es separar una mezcla
en sus componentes individuales, que después uno por uno entran en la fuente

ionica del espectrometro de masas, o0 en cualquier otro dispositivo de deteccion.

El éxito de la aplicacion de la GC al estudio de los aceites esenciales ha sido
posible debido al desarrollo de columnas capilares de alta resolucién, que
permiten separar las mezclas multicomponente de las sustancias de diversa
polaridad o isémericas (monoterpenos, sesquiterpenos, etc.). Las fases
estacionarias mas usadas para el analisis de los aceites esenciales por el GC son
CARBOWAX 20M [poli(etilenglicol), fase polar] y OV-101 (DB-1, HP-1, SP-30)

[poli(dimetilsiloxano), fase apolar] [12, 17].

El tiempo de retencion no constituye un parametro totalmente confiable para el
analisis cualitativo, ya que depende de muchas variables experimentales, tales
como: tipo de columna, flujo de gas de arrastre, cantidad de muestra inyectada,
etc. Kovats [18], propuso un sistema de indices de retencion que sirve como base
para el analisis cualitativo de los componentes de mezclas complejas
(identificacion tentativa). El sistema de los indices de retencion de Kovéts se basa

en una comparacion entre la posicion del pico de un analito en el cromatograma
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(compuesto “target’) y los picos correspondientes a hidrocarburos lineales, uno de

los cuales eluye antes del componente de interés y el otro después.

1.2.2. Espectrometria de masas (MS). La espectrometria de masas es un
método de andlisis rapido y sensible que permite obtener la méxima cantidad de

informacion estructural con la cantidad minima de muestra (10°-10* g).

El MS es una gréfica que relaciona las masas de los iones especificos (méas
exactamente, valores de la relacidon masa/carga del ion, m/z) con sus respectivas
concentraciones en la corriente ionica total (TIC) producida por la bnizacién y la

fragmentacidn de las moléculas del analito en la cAmara de ionizacion.

El MS suministra informacion sobre la masa molecular, composicién elemental de
una sustancia (cuando se utiliza MS de alta resolucién) y, en algunos, casos

permite establecer la estructura espacial de la molécula.

Los MS de terpenos, principales constituyentes de los aceites esenciales, son en
la mayoria de los casos muy parecidos. Su identificacion por la MS esta basada
principalmente en las diferencias cuantitativas (intensidades de los iones). Sin
embargo, se ha podio encontrar criterios experimentales (relacion de las
intensidades de los iones moleculares y caracteristicos, MS de la colisién activada,

energia cinética liberada durante las transiciones metaestables, etc.) para la
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identificacion de terpenos (basicamente monoterpenoides) a través de sus MS

[1, 12].

En varios trabajos [17], la identificacion de sesquiterpenos se realiza con base en
sus indices de Kovats. La estructura de un sesquiterpeno se considera establecida
s6lo si coinciden sus espectros de masas e indices de Kovéats para dos fases
estacionarias, polar y/o apolar, con los de la sustancia patron y con los de las
bases de los espectros de masas (patrones de fragmentacion) e indices Kovats de

de estos componentes [1, 12, 17].

1.2.3. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS). El acoplamiento de un cromatégrafo de gases con un espectrometro de
masas permite hacer un analisis rapido y seguro de mezclas complejas,
determinando simultdneamente cuantos y cudles constituyentes y en qué
proporcidn se encuentran en la mezcla. Este método es altamente sensible y con

él se logra detectar componentes en cantidades del orden de picogramos.

El sistema moderno de GC/MS consta de tres blogues principales: cromatografo
de gases, espectrometro de masas y sistema de datos, cuyo componente mas
importante es una computadora. El sistema de datos computarizado realiza la

conversibn de las sefiales procedentes del espectrometro de masas en

44



cromatogramas y espectros de masas normalizados, permitiendo obtener la

informacion estructural de cada uno de los componentes de la mezcla [1, 30, 32].

1.3. Swinglea glutinosa

La Swinglea glutinosa es un citrico de la familia Rutacea, originaria de Filipinas;
fue introducida y cultivada en Colombia para hacer cercas vivas. Es un arbusto
espinoso de follaje brillante (Figura 1), compacto y flores blancas, parecidas a los
azahares. La fruta (Figura 2) presenta un tamafio promedio de 10-12 cm de largo

y no es comestible. Es un buen arbusto para alamedas y jardines [36].

Existe solo un (1) reporte sobre el estudio quimico de este arbusto, donde se
menciona la presencia de alcaloides de la acridinona en el tallo (Figura 9), que
poseen la actividad antiplasmodial. Los compuestos fueron caracterizados, por
resonancia magnética nuclear de protones (H NMR), como: (1) 1,3,5-trihidroxi-
2,8-bis(3-metilbut-2-enil)-10-metil-9-acridinona, (2) 5-hidroxinoracronicinona, (3)
1,3,5-trihidroxi-4-metoxi-2-(3-metil-2-enil)-10-metil-9-acridinona, (4) 1,3,5-trihidroxi-

4-metoxi-10-metilacridinona [36].
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3 4

Figura 9. Alcaloides de la acridinona extraidos del tallo de la Swinglea glutinosa [36].
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Las siguientes fueron las actividades, que se realizaron en la parte experimental

del trabajo:

L Recoleccion del material vegetal;

% Identificacion taxondmica de la planta;

% Extraccion del AE de la Swinglea glutinosa (“Limén Africano”) por
hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (HD-MW);

% Obtencién de los extractos de cascara y hojas por destilacion con vapor /
extraccion con solvente simultdnea (SDE) y extraccion con fluido supercritico
(SFE);

% Obtencion de las fracciones volatiles del AE, cascara y hojas, empleando
microextraccion en fase en el modo headspace (HS-SPME) y headspace
estatico (S-HS);

& Andlisis Instrumental, empleando GC/FID y GC/MS;

% Identificacion de los metabolitos secundarios volatiles mediante sus MS.
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2.1. Recoleccion del material vegetal

Las frutas (“Limén Africano”) y hojas de la Swinglea glutinosa utilizadas en las
diferentes extracciones, realizadas en este trabajo, fueron recolectadas de los

arbustos sembrados en una finca situada en el Magdalena Medio.

El proceso de obtencion de los extractos y fracciones volatiles de la cascara del
fruto sucedié inmediatamente, después de su recoleccion, debido a que la fruta se
fermenta y se deteriora muy facilmente cuando esta hiumeda y mucho tiempo en
contacto con otras. Esto puede alterar la calidad del aceite esencial obtenido, su

composicion quimica y el rendimiento.

2.2. ldentificacién taxondémica de la planta

La identificacion taxondmica de la muestra botanica, que se llevé a cabo en el

Herbario de la Universidad Industrial de Santander, fue asi:

Reino: PLANTAE;

Division: MAGNOLIOPHYTA,
Clase: MAGNOLIOPSIDA;
Subclase: ROSIDAE;

Orden: SAPINDALES;
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Familia: RUTACEAE;
Genero: Swinglea;
Especie: glutinosa Merr.;

Nombre comun: Swinglea glutinosa Merr.

La planta fue clasificada por el profesor Humberto E. Garcia P., Docente de la
escuela de Biologia, UIS, a quien el autor le expresa su mas sincero

agradecimiento.

2.3. Obtencion del AE, utilizando HD-MW

El material vegetal (cascara y hojas) se cort6 en trozos de aproximadamente 2 cm,
se pesd y se sometio a extraccion en un equipo de destilacion tipo Clevenger, con
calentamiento por radiacion de microondas en un horno domeéstico, marca Kendo,
modelo MO-124 (frecuencia de microondas de 2.45 GHz y potencia de 800 W). El
tiempo total de extraccion fue de 30 minutos (3 x 10 min), a potencia aproximada

de 560 W, usando 30 mL de agua.

Al final del proceso se pesé solo el AE extraido de la cdscara de la fruta, ya que no
se obtuvo suficiente cantidad del AE de las hojas; determinando su rendimiento de

extraccion (% p/p), tal como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Rendimiento del AE, obtenido por HD-MW, de la cascara del fruto de la Swinglea

glutinosa.
Peso del material Peso del extracto Rendimiento, %
vegetal, g obtenido, g (p/p)
200 0.345 0.173
225 0.392 0.174
250 0.440 0.176
Valor promedio 0.176 + 0.004%*

*- Para un 95% de confianza.

2.4. Obtencion de extractos

2.4.1. Extraccion con fluido supercritico (SFE)

La SFE se llevo a cabo utilizando un extractor Soxhlet de alta presion (J&W

Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) (Figura 6), y empleando CO, sélido comercial

(hielo seco) como fluido de extraccion.

El procedimiento se realizé de la siguiente manera:

L, Se pesaron alrededor de 10 g del material vegetal, los cuales se adicionaron

en el cuerpo Soxhlet, y éste, a su vez, se conectd a un baldn.

50



% El Soxhlet y el balén se colocaron dentro de un reactor de acero inoxidable, y

se afiadieron luego ca. 300 g, aproximadamente, de hielo seco comercial en el

espacio entre el cuerpo Soxhlet y el reactor.

& A continuacién, se conecté el refrigerante a un bafio circulatorio Fisher
Scientific Model 901, programado para una temperatura ca. 5°C, utilizando

agua como liquido refrigerante.

& Posteriormente, el reactor se cerr6 herméticamente, asegurandose que la
valvula estuviera completamente cerrada, y se introdujo en un bafio

termostatado de agua a una temperatura de 45-50°C.

% Bajo las condiciones anteriormente descritas, la presién en el mandmetro
aumento lentamente hasta 1100 psi. En este punto, el hielo seco empezé a
sublimar y comportarse como fluido supercritico, razén por la cual se tomé este

momento como tiempo inicial de la extraccion.

% La extraccion se durd 2% hrs, tiempo necesario para extraer la mayor cantidad
de compuestos. Posteriormente, se retird el reactor del termostato, se dejé
enfriar hasta que el mandémetro registré la presion minima (500 psi), la valvula
despresurizadora se abrié muy lentamente, permitiendo la evacuaciéon del CO,

gaseonso.
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% Finalmente, el Soxhlet se retird del reactor; se extrajo el balén y se lavé con
diclorometano (1 mL). Este extracto se colocé en un frasco de 2 mL, que
contenia sulfato de sodio anhidro, para ser inyectado luego al cromatégrafo de

gases con detector selectivo de masas.

2.4.2. Destilacién con vapor-extraccion con solvente simultanea (SDE)

Para la obtencién de los metabolitos secundarios volatiles por este método, se

utilizé un extractor a micro-escala para solventes de alta densidad, disefiado por

Godefroot et al. (1981).

El procedimiento se realizé de la siguiente manera:

& Alrededor de 10 g de material vegetal (cascara y hojas) se depositaron en el
balon A (ver Figura 5). A este balén se le adicion6 una cantidad de agua

equivalente a la tercera parte del volumen ocupado por el material vegetal. Por
otro lado, se adicionaron 2 mL de diclorometano en otro balén (B) y 1 mL del

solvente en la seccién C del equipo.

% Los dos balones (A y B) se conectaron al cuerpo del equipo SDE, que estaba
conectado, a un dedo refrigerante y a un condensador. Para el enfriamiento se
utilizé un bafo circulatorio Fisher Scientific (Isotemp, Refigerated Circulator

Model 901).
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L El balén A, que contenia material vegetal finamente picado y una pequefia
cantidad de agua, se calentd en un bafio de aceite a 120°C y el balén B en un

bafio de agua a 60°C.

L La extraccién se dej6 durante 2 horas, tomando como tiempo inicial la
condensacion de la primera gota de agua sobre el dedo frio. Después de este
tiempo, se detuvo la destilacion con \apor, mientras que el solvente se dej6

continuar su circulacion por 15 minutos mas.

% Finalmente, se tomé el balén B, que contenia el extracto en diclorometano, que

se almacend en un frasco de 2 mL, al cual se adicion6 sulfato de sodio anhidro

(Na,S0O,); el extracto luego fue inyectado al cromatégrafo de gases con

detector selectivo de masas.

2.5. Obtencidn de fracciones volatiles

2.5.1 HS-SPME

La extraccion HS-SPME se realiz6 tanto para cascara, hoja, como para aceite

esencial de la cdscara, obtenido por HD-MW, de la siguiente manera:
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% Aproximadamente 6 g de material vegetal (cascara y hojas) se llevaron a un
frasco de 25 mL, que fue sellado; se dejé un tiempo (ca. 10 min) para que los
volatiles pasaran a la fase vapor. Luego, la fibra de poli(dimetilsiloxano)
(PDMS, 100 mm de espesor), obtenida de Supelco Inc. (Bellefonte, PA,
EE.UU.) se expuso a diferentes tiempos al espacio de cabeza del material

vegetal. Los tiempos de exposicion fueron de 5, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min.

% Los analitos extraidos se dejaron desorber térmicamente a 250°C en un puerto
de inyeccion del GC, usando un liner especial de diametro reducido (0.75 mm)

para SPME. A los 5 min, se procedio a retraer la fibra del puerto de inyeccion.

% Para el caso del aceite esencial, se adicionaron 10 nL de éste a un frasco de
25 mL y se realiz6 el mismo procedimiento, que fue utilizado para el material

vegetal.

2.5.2 Headspace estatico (S-HS)

Esta técnica, al igual que HS-SPME, fue usada para analisis de volatiles de
cascara, hojas y aceite esencial de la cascara. El procedimiento se realizé de la

siguiente manera:
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Aproximadamente 6 g de cascara y hojas se adicionaron a frascos de 25 mL, los
cuales fueron sellados. Estos dos recipientes, junto con otro frasco que contenia
una alicuota del AE de la cascara, se colocaron en el equipo Headspace Sampler
HP 7694 (Hewlett-Packard, Palo Alto, Ca, EE.UU.) (Figura 7). En cada uno de los

casos, se inyectd 1 mL de la fase vapor a la columna cromatogréfica.

Las siguientes fueron las condiciones del sistema: Temperatura del horno 70°C;
temperatura del loop 100°C; temperatura de linea de transferencia 110°C y un
tiempo de equilibrio de 15 min. El automuestreador fue conectado a un

cromatografo de gases con detector de ionizacion en llama.

2.6. Analisis instrumental

2.6.1. Técnica GC/FID

El andlisis de la mezcla de sustancias (metabolitos secundarios volatiles) se

realizé en un cromatografo de gases (GC) Hewlett-Packard (HP) 5890A-Series I,

equipado con un detector de ionizacién en llama (FID) (250°C) y un inyector

split/splitless (250°C, relacion 1:10). Los datos fueron adquiridos, usando un

programa HP ChemStation HP Rev. A.06.03 [509].
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Para la separacion de las sustancias se utilizé una columna capilar apolar, HP-5
(Hewlett-Packard) de 30 m x 0,25 mm, D.I. x 0.25 nm, d¢, con fase estacionaria de

5%-fenil-poli(metilsiloxano).

La temperatura del horno se programé de 40° C (10 min) hasta 250° C (30 min),

con velocidad de calentamiento de 5°C min?, asi:

250 °C (30 min) Detector:

250

5°Cmin™

Inyector: 40 °C (10 min)
250

Tiempo total: 1 hora22 min

El gas de arrastre empleado fue helio (99,9995%, Aga-Fano S.A), con una presion
de entrada en la cabeza de la columna de 78 kPa y una velocidad lineal de 26
cm/s™. El gas auxiliar fue nitrégeno (99,995%, Aga-Fano S.A), con una velocidad
de flujo de 30 mL min™. Para el FID, los gases de combustién fueron aire (300

mL/min) e hidrégeno (30 mL/min).

Para cada analisis se inyecté 1 nL de cada uno de los extractos obtenidos en las
extracciones antes mencionadas. Para la inyeccion de las muestras se utilizaron

jeringas de 10 nL (Hamilton). La inyeccion se llevd a cabo en el modo split (1:30).
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2.6.2. Técnica GC/MS

El andlisis por CG/MS se realizd en un cromatografo de gases Agilent
Technologies 6890 Plus equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (1:30)
(250°C), un inyector automatico Agilent 7863, un sistema de datos HP MS
ChemsStation (Version 1.05), y acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies MSD 5973. Las temperaturas de la cdmara de ionizacion y de la
linea de transferencia se mantuvieron a 230 y 285°C, respectivamente. Para la
separacion de los componentes presentes en la mezcla se utilizé una columna

capilar HP-5MS (60 m x 0.25 mm x 0.25 nm) de 5%-fenil-poli (metilsiloxano).

La programacién de la temperatura del horno fueron las mismas descritas en el
Numeral 2.5.1 para el analisis cromatografico. Como gas de arrastre se utilizé6 He
(AGA-FANO S.A., 99,995% de pureza) con una presion de entrada en la columna

de 200 kPa y velocidad lineal de 26 cms™.

El andlisis se llevdo a cabo obteniendo los cromatogramas (corrientes idnicas

totales, TIC) y los espectros de masas de los componentes individuales. Las

bases de datos de espectros utilizadas fueron WILEY 138K, NBS 75K y NIST 98.
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2.6.3. Espectros de masas

Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones con energia
de 70 eV. Los compuestos volatiles se identificaron tanto por comparacion
automatica de sus MS con los espectros de las bases de datos del equipo,
WILEY138 (138.000 compuestos) y NBS75K (75.000 espectros), como por medio
del andlisis “manual” de las respectivas rutas de fragmentacion. Ademas, para los
extractos obtenidos por SDE, SFE y HD-MW se utilizaron los indices de Kovats
(I), que se determinaron con respecto a una mezcla patron de hidrocarburos
lineales, Cy-Cyg, analizada bajo a las mismas condiciones operacionales, que se

usaron para los extractos.
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3.  ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Anadlisis del AE de la Swinglea glutinosa

La identificacion de los componentes del AE de la cdscara (desafortunadamente,
no se logré obtener suficiente cantidad del AE de la hoja) del fruto (“Limoén
Africano”), obtenido por hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas
(HD-MW), se hizo con base en los criterios cromatografico (tiempos de retencion,
indices de Kovats) y espectrométrico (MS), y permitio la identificacion del 90% del

total de los compuestos presentes en el aceite.

3.1.1. Comparacion de los perfiles cromatogréaficos del AE de la cascara del

fruto, utilizando diferente modos de inyeccion.

El andlisis del AE de la cascara del “Limén Africano”, obtenido por HD-MW, se
realizd, usando tres modos de inyeccién, a saber: split (relacion 1:30); splitless y
on-column. En la Figuras 10 se pueden observar los perfiles cromatogréaficos del
AE, obtenidos en columna HP-5 (60 m), usando diferentes modos de inyeccion.
Ademas, en la Figura 11, se ilustran las férmulas estructurales de los metabolitos

identificados en el AE.
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Figura 10. Perfiles cromatograficos, del AE de la cascara del fruto de la Swinglea

glutinosa, obtenidos por tres modos de inyecciéon. Columna HP-5 (60m). MSD.
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» Inyeccion split 1:30

Cuando se empleé este tipo de inyeccion, se logro identificar 20 componentes en
cantidades >0.01%, usando sus Indices de Kovats experimentales (los cuales se

compararon con los de literatura [1, 17]) y los espectros de masas.

Los compuestos mayoritarios fueron: b-pineno (49.4%), sabineno (11.0%),
a-pineno (12.0%), biciclosesquifelandreno (8.1%), limoneno (4.4%), 1,8-cineol
(3.0%), terpinen-4-ol (2.7%), b-cariofileno (1.5%), gterpineno (1.4%), b-felandreno

(1.2%), a-terpineol + cis-piperitol (1.0%), a-terpineno (0.8%) y b-mirceno (0.6%).

Al utilizar el modo de inyeccién split ocurre un “efecto de dilucion” del extracto,
registrandose en el cromatograma so6lo aguellos componentes cuya concentracion
en el extracto es alta, y “desaparecen” los picos correspondientes a los
compuestos que se encuentran en concentracion baja, puesto que quedan por
debajo del nivel minimo de deteccion; por ello, el cromatograma obtenido en el
modo de inyeccion split presenta menor nimero de componentes en comparacion

con los registrados, cuando se usan otros modos de inyeccién (Figura 10).

61



» Inyeccion splitless

Para este modo de inyeccidn, en el cromatograma se registraron 51 componentes
en cantidades >0.01%. Su identificacion se realiz6 con base en los indices de
Kovats experimentales (los cuales se compararon con los de literatura [1, 17]) y

los espectros de masas.

Los compuestos mayoritarios, registrados en el AE de la cascara de la fruta de la
Swinglea glutinosa, cuando se usé el sistema de inyeccidén splitless, fueron:
sabineno (14.4%), b-pineno (10.9%), a-pineno (8.8%), a-terpineno (2.0%),
limoneno (7.1%), b-felandreno (1.4%), 1,8-cineol (3.5%), gterpineno (1.8%),
a-terpinoleno (0.7%), terpinen-4-ol (5.0%), a-terpineol + cis piperitol (3.1%),
gelemeno (3.4%), b-elemeno (1.5%), b-cariofileno (1.7%), b-gurjuneno (4.7%),
biciclosesquifelandreno (10.5%), nerolidol (1.5%) y germacreno B (0.9%).

En este modo de inyeccién, los componentes, que se encuentran tanto en alta,
como en baja concentracion en el extracto, entran, sin pérdida, a la columna
cromatogréfica, generandose un perfil con mayor nimero de compuestos, en

comparacion con los presentes en el cromatograma, obtenido en el modo split.

Uno de los problemas de este modo de inyeccién, es que los analitos en

concentraciones altas saturaran el detector, ademas sus picos son anchos y

parcialmente se solapan.
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» Inyecciéon on-column

Usando este modo de inyeccién, en el cromatograma se identificaron 25
componentes, en cantidades >0.01%. Igualmente, se utilizaron indices de Kovéts y

los espectros de masas, para su identificacion.

Los siguientes fueron compuestos mayoritarios identificados: b-pineno (30.8%),
a-pineno (13.1%), sabineno (12.9%), biciclosesquifelandreno (11.3%), limoneno
(5.5%), terpinen-4-ol (3.7%), 1,8-cineol (3.5%), gterpineno (1.8%), a-terpineol +
cis-piperitol (1.5%), b-cariofileno (1.5%), a-felandreno, (1.4%), b-felandreno

(1.4%), b-mirceno (ca. 1.0%) y b-elemeno (ca. 1.0%).

Este modo de inyeccion permitié obtener un perfil cromatogréfico con los picos
bien resueltos, que puede verse en la Figura 10. En este modo de inyeccion la
introduccion del extracto es directa sobre la columna, evitando asi la pérdida o

discriminacion de los analitos por su volatilidad.

Uno de los inconvenientes, que se presenta con este modo de inyeccion, consiste
en la posible contaminacion y el deterioro de la columna andlitica, puesto que la
jeringa especial ingresa directamente en la columna cromatografica, y las
particulas no volétiles e interferencias puedan quedarse en ella. Para evitar ésto,

se hace el uso de una precolumna. Ademas, la inyeccién on-column se lleva a
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cabo Unicamente en el modo automatico (muestreador automatico, con un a

jeringa y guia especiales), lo que eleva el costo de la operacion.

Es de resaltar, que cuando se trate de realizar una caracterizacion exhaustiva de
una mezcla compleja, como es el caso de un aceite esencial, logrando la mejor
separacion y deteccion de componentes a nivel de trazas, se beben trabajar
diferentes modos de inyeccién, con el fin de poder identificar, todos los
constituyentes, tanto aquellos que se encuentran en concentraciones bajas, como
aquellos en concentraciones altas que, pueden co-eluir. ElI primer modo de
inyeccion que se debe realizar cuando no se conoce la concentracion de los
compuestos en la mezcla, es split; si el perfil cromatografico contiene picos de
baja intensidad, dificiles de identificar por espectrometria de masas, se hace una

inyeccion splitless, y/o on-column.
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Figura 11. Formulas estructurales de los metabolitos secundarios volatiles, identificados
en la Swinglea glutinosa.

Segun el orden de aparicion en los cromatogramas (Figuras 10, 12-16).
Ver nombre de las sustancias en las Tablas 3,5y 7.
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Continuacion Figura 11.
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3.2 Andlisis de los extractos

3.2.1 Analisis comparativo de la composicién de los extractos de la cidscara
del fruto del “Limén Africano”, obtenidos por diferentes métodos de

extraccion.

En la Figura 12 aparecen los perfiles cromatograficos tipicos, empleando una
columna HP-5 (60 m) y utilizando un detector selectivo de masas (MSD), de los
metabolitos secundarios volatiles, aislados por HD-MW, SDE y SFE, de la cascara

del fruto de la Swinglea glutinosa.

Més de 20 componentes, en concentraciones relativas >0.01 %, se encontraron en
el aceite esencial y el extracto SFE de la cascara del fruto, tal como se observa en
la Tabla 3. Las férmulas estructurales de estos metabolitos secundarios aparecen

en la Figura 11.

El componente mayoritario, presente en el aceite esencial, obtenido por HD-MW, y
en el extracto, aislado por SDE, de la cascara del fruto del “Limén Africano” fue el
b-pineno (49-52%). A éste, lo siguieron el sabineno (11-12%), el a-pineno (10-
12%), el biciclosesquifelandreno (8-9%), el limoneno (3-5%) y el b-cariofileno (1-

3%).
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Figura 12. Perfiles cromatograficos tipicos de los extractos de la cascara del fruto de la
Swinglea glutinosa, obtenidos por SFE, SDE y HD-MW, respectivamente. Columna HP-5

(60 m). Split 1:30. MSD. La identificacion de los componentes aparece en la Tabla 3.
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Tabla 3. Composicién quimica de los metabolitos secundarios volatiles, obtenidos de la
cascara de la fruta de la Swinglea glutinosa, por diferentes técnicas de extraccion.

Pico N° le I Cantidad relativa, %
(Figura 12) tedrico  HP-5 Compuesto SDE SEE HD-MW

5 931 931 a-Tujeno 0.8 - 0.1
6 939 940 a-Pineno 104 5.0 12.0
7 953 954 Canfeno 0.30 - 0.3
9 976 977 Sabineno 11.5 9.3 11.0
10 980 980 b-Pineno 51.9 30.4 49.6
11 991 990 b-Mirceno 0.4 - 0.7
13 1018 1020 a-Terpineno - - 0.1
14 1026 1026 p-Ocimeno 0.3 - -
15 1031 1031 Limoneno 3.4 29 4.4
16 1031 1032 b-Felandreno 0.9 0.9 1.2
17 1033 1033 1.8-Cineol 1.2 1.6 3.0
19 1062 1060 gTerpineno 0.2 - 1.4
20 1068 1068 trans-Tujenol 0.1 - -
21 1088 1086 a-Terpinoleno 0.1 0.4
22 1098 1099 Linalol 0.2 - -
28 1165 1167 Borneol 0.1 - -
29 1177 1177 Terpinen-4-ol 0.6 - 2.7
30 1189 1190 a-Terpineol 1.0 - 1.2
35 1340 1340 d-Elemeno 0.2 1.2 0.5
37 1418 1419 b-Cariofileno 2.9 8.1 1.5
38 1434 1437 b-Sesquifencheno 0.1 0.3 -
39 1437 1439 b-Gurjuneno 0.3 0.4 0.2
44 1487 1487 Biciclosesquifelandreno 8.4 32.8 8.1
45 - 1525 N.l., Ci5Ho4 - 0.4 -
47 1534 1534 Nerolidol - 0.3 -
48 1556 1554 Germacreno B 0.5 2.7 0.4
51 1576 1576 Espatulenol - 1.3 -
52 - 1643 N.l., Ci5Hoy 0.7 - -

N.l. — No identificado;

* _[ndices de Kovats, determinados experimentalmente.
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Para el caso del extracto, obtenido por SFE, el biciclosesquifelandreno (32.8%) fue
el componente mayoritario, seguido del b-pineno (30.4%), el sabineno (9.3%), el b-

cariofileno (8.1%), el a-pineno (5.0%) y el limoneno (2.9%).

Los extractos, obtenidos por HD-MW y SDE, tuvieron una composicion similar,
destacandose la recuperacion de la fraccion altamente volatil por estas dos
técnicas; por SFE, se extrajo una mayor cantidad de compuestos menos volatiles,
i.e. sesquiterpenos y sus analogos oxigenados, tal como se puede apreciar en la

Tabla 4.

Tabla 4. Distribuciéon por familias de los constituyentes presentes en los extractos de
SDE, SFE y HD-MW, obtenidos de la cascara del fruto de la Swinglea glutinosa.

Familias de Cantidad relativa, %

compuestos SDE HD-MW SFE
Monoterpenos
hidrocarbonados 80.2 80.8 484
Monoterpenos 3.1 39 16
oxigenados
Sesquiterpenos 11.8 10.2 43.2
Sesquiterpenos 12 0.4 43

oxigenados
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3.2.2. Analisis comparativo de la composicion de los extractos de la hoja
de la Swinglea glutinosa, obtenidos por diferentes métodos de

extraccion.

En la Figura 13 aparecen los perfiles cromatogréaficos tipicos, utilizando una
columna HP-5 (60 m) y empleando un detector selectivo de masas (MSD), de los
metabolitos secundarios volatiles, aislados por SDE y SFE, de las hojas de la

Swinglea glutinosa.

Més de 20 componentes, en concentraciones relativas >0.05 %, se encontraron en
los extractos de la hoja del “Limén Africano”, obtenidos por SDE y SFE. En la
Tabla 5, se registran los compuestos identificados y sus cantidades relativas (%).

Las formulas estructurales de los constituyentes aparecen en la Figura 11.

El nerolidol (35.5%) fue el componente mayoritario en el extracto obtenido de las
hojas, por SDE, seguido del a-pineno (25.8%), el biciclosesquifelandreno (17.9%),

el b-cariofileno (3.7%), el germacreno B (2.8%) y el limoneno (2.3%).

En el extracto de la hoja, aislado por SFE, el componente principal fue el nerolidol

(42.9%), seguido del biciclosesquifelandreno (26.1%), el espatulenol (6.7%), el

germacreno B (4.6%), el b-cariofileno (3.6%) y el a-pineno (2.6%).
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Figura 13. Perfiles cromatogréficos tipicos de los extractos de las hojas de la Swinglea
glutinosa, obtenidos por SDE y SFE, respectivamente. Columna HP-5 (60 m). Split 1:30.

MSD. La identificacion de los componentes aparece en la Tabla 5.
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Tabla 5. Composicién quimica de los netabolitos secundarios volétiles de la hoja de la
Swinglea glutinosa, aislados por diferentes técnicas de extraccion.

Pico N° I I Cantidad relativa, %

(Figural2) teodrico HP-5 Compuesto SDE SFE
6 939 940 a-Pineno 25.8 2.55
9 976 977 Sabineno 0.2 -
10 980 980 b-Pineno 0.5 0.1
11 991 990 b-Mirceno 0.8 0.1
15 1031 1031 Limoneno 2.3 0.2
16 1031 1032 b-Felandreno 0.9 0.3
19 1060 1060 g Terpineno 0.8 0.2
35 1340 1340 d-Elemeno 12 0.6
37 1418 1419 b-Cariofileno 3.7 3.6
38 1434 1437  b-Sesquifencheno 0.2 0.3
39 1434 1439 Gurjuneno 0.1 0.1
40 1443 1443 b-Farneseno 0.2 0.2
41 1440 1454 a-Humuleno 0.8 0.6
43 1479 1479 a-Amorfeno 0.6 0.2
44 1487 1487 Biciclosesquifelandreno 17.9 26.1
45 - 1525 N.l1., CisHos - 0.6
46 - 1530  N.l., CisHy 3.1 3.2
47 1534 1534 Nerolidol 355 42.9
48 1556 1554 Germacreno B 2.8 4.6
49 - 1560  N.l., CisHys 1.3 1.6
50 - 1567 N.I1., Ci5Ho4 0.5 0.7
51 1576 1576 Espatulenol 14 6.7
52 - 1643 N.I., Ci5H24 11 2.6
53 - 1703 N.l1., C15H,0O tr 14
54 - 1732 N.l., CisHxO tr 0.7

N.l. — No identificado;

* —indices de Kovats determinados experimentalmente.
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El método SDE permite recuperar mas eficientemente la fraccion altamente volatil
(monoterpenos hidrocarbonados), mientras que el extracto, obtenido por SFE,
presentd mayor cantidad de sesquiterpenos y sus analogos oxigenados, tal como

se puede apreciar en la Tabla 6.

Es de resaltar, que el nimero de componentes volatiles, presentes en el extracto
de la hoja del “Limén Africano”, obtenido por SDE, no es tan alto como podria ser
concluido de la Tabla 6. La fraccibn de hidrocarburos monoterpénicos esta
basicamente representada por el a-pineno (25.8%), cuyo pico cromatogréafico

intenso se puede apreciar en la Figura 13.

Tabla 6. Distribucién por familias de los constituyentes presentes en los extractos,
obtenidos por SDE y SFE, de la hoja de la Swinglea glutinosa.

Cantidad relativa, %

Familias de compuestos

SDE SFE
Monoterpenos hidrocarbonados 31.3 3.4
Sesquiterpenos 33.5 44.8
Sesquiterpenos oxigenados 37.0 51.8
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3.3. Andlisis de la fraccién volatil

Durante el proceso de extraccién por las técnicas de HD-MW, SDE o SFE, la
composicion quimica de los extractos puede alterarse debido a que estos métodos
utilizan agua y calor, que pueden inducir la formacién de artefactos a través de la
hidrélisis y/o termo-descomposicion. Por esta razén, para el estudio de la
fragancia “natural” de la fruta se emplea técnicas de headspace (HS), i.e. estatico
(S-HS) y HS-SPME, las cuales permiten evaluar de una manera no “invasiva”, mas

natural, la fragancia de la Swinglea glutinosa (fruta y hoja).

Es importante aclarar, que la composicién quimica de las fracciones volatiles de la
Swinglea glutinosa va a depender del método headspace empleado. S-HS es, tal
vez, la técnica que mejor refleja la fragancia natural de la planta; la técnica de HS-
SPME incluye una etapa de concentracion, por lo tanto, la composicion de las
fracciones volatiles obtenidas va a depender del tiempo de exposicion de estos

componentes a la fibra, del tipo de recubrimiento de la fibra y de la temperatura.

Més de 50 componentes, en concentraciones relativas > 0.01%, se encontraron en

las fracciones volatiles de hoja, cascara de fruto y del AE de la cascara del fruto

del “Limén Africano”, obtenidas por S-HS y HS-SPME. En la Tabla 7 se registran

los compuestos identificados y sus cantidades relativas (%). Las férmulas

estructurales de estas sustancias aparecen en la Figura 11.
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Tabla 7. Composicion quimica de los metabolitos secundarios volatiles de la Swinglea glutinosa, aislados por métodos

headspace.
Cantidad relativa, %
Pico N° ,|k_ Compuestos Hoja Cascara AE de la cascara
(Figuras14-16) teorico S-HS  HS-SPME  S-HS HS-SPME  S-HS  HS-SPME
1 851 (2)-3-Hexen-1-ol - 0.2 - - - <0.01
2 859 (2)-2-Hexen-1-ol - - - - - <0.01
3 867 1-Hexanol - - - - - 0.1
4 880 Acetato de isoamilo - - - - - <0.01
5 931 a-Tujeno - - 0.3 0.3 0.2 0.3
6 939 a-Pineno 92.7 14.1 18.3 19.1 19.1 13.5
7 953 Canfeno - - 0.55 0.4 0.57 0.6
8 961 Benzaldehido - - - - - <0.01
9 976 Sabineno 0.8 0.1 23.3 18.5 30.0 20.7
10 980 b-Pineno 1.6 0.3 51.2 40.8 38.6 26.7
11 991 b-Mirceno - 0.4 0.33 0.9 0.9 <0.01
12 1005 a-Felandreno - - - 0.1 0.7 0.4
13 1018  a-Terpineno - - - <0.01 - 2.1
14 1026  p-Ocimeno - - - <0.01 - 0.2
15 1031 Limoneno 1.0 0.4 4.2 5.1 7.3 9.0
16 1031  b-Felandreno - 1.1 0.1 1.5 , ,
17 1033 1,8-Cineol - ; <0.01 05 0.9 71
18 1050 trans-b-Ocimeno - - - 0.2 - 0.1
19 1062  gTerpineno - 0.3 - 0.1 0.2 3.3
20 1068 trans-Tujanol - - - <0.01 - <0.01
21 1088  a-Terpinoleno - - - 0.1 - 1.0
22 1098 Linalol - - - <0.01 - 0.4
23 1098  Oxido de linalol - - - <0.01 - 0.1
24 1117 Alcohol fenchilicol - - - - - <0.01




25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

1121
1140
1140
1165
1177
1189
1193
1205
1255

1340
1391
1418
1434
1437
1443
1440
1477
1479
1487

1534
1556
1576

cis-p-2-Meten-1-ol
trans-p-2-Meten-1-ol
Sabinol

Borneol
Terpinen-4-ol
a-Terpineol
cis-Piperitol
trans-Piperitol
Geraniol

N.l., C15H24
d-Elemeno
b-Elemeno
b-Cariofileno
b-Sesquifencheno
b-Gurjuneno
b-Farneseno
a-Humuleno
gMuuroleno
a-Amorfeno
Biciclosesquifelandreno
N.I1., Ci5H24

N.l., C15H24
Nerolidol
Germacreno B
N.I1., Ci5Hs4
N.I., Ci5H24
Espatulenol
N.I1., Ci5H4

52.7

0.1
0.1
<0.01
0.1
4.8
1.9
0.1
<0.01
<0.01
<0.01
0.4
0.1
1.0
0.1
<0.01
<0.01
0.1
0.1
0.1
3.8
0.1
0.1
0.1
0.1
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01

* - Co-elucidn parcial de (b-felandreno y 1,8-cineol);
N.l. — No identificado.



Como se puede observar en la Tabla 7 y en las Figuras 14-16, correspondientes
a los perfiles cromatogréficos de los volatiles, obtenidos por HS-SPME (tiempo de
exposicion de 60 min), el numero de componentes extraidos de la fase vapor de
las hojas, cascara del fruto y del AE de la cascara del fruto de la Swinglea

glutinosa, es mas alto, que en el cromatograma de volatiles, obtenido por S-HS.

En las fracciones volétiles del AE y cascara del fruto, el componente que se
extrajo en mayor proporcién, por ambos métodos headspace empleados, fue el b-
pineno (26-52%), seguido del sabineno (18-30%), el a-pineno (13-20%), el

limoneno (4-10%), el biciclosesquifelandreno (0.2-0.7%) y el b-cariofileno (0.1-4%).

Para los volatiles de la hoja, la técnica HS-SPME permiti6 concentrar los
sesquiterpenos oxigenados en mayor proporcion, que los obtenidos por S-HS, por
lo que las cantidades relativas de cada uno de los componentes varid
sustancialmente, segun la técnica. Para el S-HS, el componente mayoritario fue el
a-pineno (92.7%), mientras que para HS-SPME, a los 60 min de exposicion de la

fibra, el compuesto principal aislado fue el biciclosesquifelandreno (52.7%).
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Figura 14. Perfiles cromatograficos tipicos, de los volatiles de la hoja de la Swinglea
glutinosa, obtenidos por diferentes métodos headspace. Columna HP-5. Split 1:30.
Detectores FID y MSD, respectivamente. La identificacién de los componentes aparece en

la Tabla 7.
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Figura 15. Perfiles cromatogréficos tipicos, de los volatiles de la cascara del fruto de la
Swinglea glutinosa, obtenidos por diferentes métodos headspace. Columna HP-5. Split

1:30. Detectores FID y MSD, respectivamente. La identificacion de los componentes

aparece en la Tabla 7.
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Figura 16. Perfiles cromatograficos tipicos, de los volatiles de la fase vapor del aceite
esencial de la cascara del fruto de la Swinglea glutinosa, obtenidos por métodos
headspace. Columna HP-5. Split 1:30. Detectores FID y MSD, respectivamente. La

identificacién de los componentes aparece en la Tabla 7.
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Los componentes, extraidos por S-HS, fueron basicamente monoterpenos
hidrocarbonados y algunos monoterpenos oxigenados. Para la técnica HS-SPME,
la composicion de las sustancias aisladas depende mucho del tiempo de
exposicion de la fibra, asi como se puede observar en la Figura 17. Durante el
proceso de extraccion por HS-SPME, inicialmente, los componentes que tienen
mayor velocidad de difusion, i.e. monoterpenos, llegan a la fibra y son absorbidos,
luego, el recubrimiento de la fibra se satura progresivamente con aquellos analitos,
que tienen menor volatilidad y velocidad de difusién, pero mayor coeficiente de
distribucion (Kp), que los monoterpenos, i.e. sesquiterpenos. A mayor tiempo de
exposicion de la fibra se extrae un mayor numero de componentes menos

volétiles, en este caso, sesquiterpenoides.

122 i O Monoterpenos m Monoterpenos oxigenados [0 Sesquiterpenos
80 - ] — —
70
60
50 -
40 -

30 ~

Cantidad relativa, %

20 ~

il BE BEY NN SHE BNl GEf =

5 15 30 45 60 90 120
Tiempo de exposicién, min

Figura 17. Distribucion de las principales familias de compuestos, en el headspace del

aceite esencial de la cascara del fruto de la Swinglea glutinosa, aisladas por HS-SPME,

en funcién del tiempo de exposicién de la fibra (PDMS, 100 nm).
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3.4. Analisis por MS

La identificacion de los componentes presentes en el aceite esencial y los
extractos de la Swinglea glutinosa, se realizé empleando simultaneamente los
valores de indices de retencion de Kovats, para ello se utilizaron sustancias patron
de hidrocarburos lineales (Cy-C,3), y sus espectros de masas (MS), obtenidos por

el impacto de electrones (70 eV).

Los espectros de masas experimentales de cada uno de los componentes de la
mezcla se compararon con los de las bases de datos del equipo, a saber:
WILEY138 (138.000 compuestos) y NBS75K (75.000 compuestos). También se
llevé a cabo el estudio de sus posibles rutas de fragmentacion. Durante la
busqueda automatica, se consideré la confirmacién confiable de la estructura,
cuando el grado de coincidencia de suespectro experimental con el de la base de

datos, superaba el 85 %.

A continuacién, se presenta el analisis de los espectros de masas experimentales
de algunas sustancias representativas, encontradas en cantidades relativas altas,
que pertenecen a los diferentes grupos de metabolitos secundarios volatiles,
aislados de la cascara del fruto y de las hojas de la Swinglea glutinosa. En este
caso, se tomd una sustancia de cada familia de compuestos, para realizar el
estudio de las rutas tipicas de fragmentacion, observadas en el espectro de

masas.
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MS de monoterpenos hidrocarbonados

Los espectros de masas de los monoterpenos presentan sefiales caracteristicas

comunes (m/z 136, 121, 93, 79 y 77), cuya aparicion se atribuye a la rapida
isomerizacion de los iones moleculares debido a la migracién de los enlaces
dobles bajo el impacto de electrones, que conduce a la formacion de iones
moleculares isomerizados, de estructura comun [32]. Cuando se analizan
isdbmeros monoterpénicos bajo las mismas condiciones, los espectros son a
menudo similares cualitativamente, pero presentan diferencias significativas en las
intensidades relativas de algunos picos, debido a que las energias
conformacionales iniciales de los monoterpenos no son iguales y ésto permite su

diferenciacion por espectro de masas [21, 31].

a-Pineno

En el MS del a-pineno Figura 18) se observan los picos caracteristicos de los
monoterpenos, destacandose la presencia del i6n molecular, M™, en m/z 136 de
intensidad media (8%), que debido a la presencia del enlace doble experimenta
una ruptura alilica, generando el ion [M-CH(CH,)s]" en m/z 93 (100%), pico de
base. En el Esquema 1 se observan las posibles rutas fragmentacion del a-

pineno.
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Figura 18. Espectro de masas del a-pineno.

_|+.

SLhs -CHs, -He CoH, +
i TR cy = CeHy
mi/z 105 (11%) m/z 79 (28%)
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-C3H;, e
m/z 93 (100%) -2H"

m/z 91 (40%)

Esquema 1. Posibles rutas de fragmentacion del a-pineno.
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MS de monoterpenoles

La fragmentacion de los monoterpenoles estd “marcada” por la presencia del
grupo —OH. Sus espectros de masas son mas complejos, que los de
monoterpenos hidrocarbonados correspondientes. Tipicamente, los iones
moleculares de los alcoholes presentan intensidad baja o no son detectados. En el
caso de los monoterpenoles, la presencia del grupo hidroxilo se puede confirmar

en el espectro de masas por la aparicion de los iones (M-H,O)" en m/z 136 y (M-

H,O-CHy;)" en m/z 121 [21, 31].

a-Terpineol

En el espectro de masas (MS) del a-terpineol (Figura 19) no aparece la sefial del
ion molecular M™ en m/z 154; sin embargo, la apariciéon de los iones (M-CHs)" en
139 (15%), (M-H,O)" en m/z 136 (88%) y el (M-H,O-CHs)* en m/z 139 (121%),
indica su formacién inicial y permite elucidar el respectivo peso molecular. El pico
de base en el espectro del a-terpineol corresponde al fragmento oxigenado
C3H,0" en m/z 59 (100%), que se produce por una ruptura a del enlace exociclico

del i6n molecular M*'. En el Esquema 2 se observan las posibles rutas de

fragmentacion del a-terpineol.
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Figura 19. Espectro de masas del a-terpineol.
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Esquema 2. Posibles rutas de fragmentacion del a-terpineol.
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MS de sesquiterpenos

Los espectros de masas (MS) de estos compuestos se caracterizan, en muchos
casos, por la sefial intensa en m/z 161, que corresponde al i6n (M-C3H,)*. La
presencia de estructuras ciclicas de sesquiterpenos imparte cierta estabilidad al

ion molecular [21, 31]; casi para todos los sesquiterpenos se puede observar la

formacion del ion M* en el espectro.

Biciclosesquifelandreno

En el espectro de masas del biciclosesquifelandreno (Figura 20) se observa el i6n
molecular (M™) en m/z 204 de intensidad media (17%), que decae por la pérdida
del radical isopropilico, de la molécula ionizada, con formacion del ién, pico de
base, (M-CsH;)" en m/z 161. Este genera los iones-fragmento en m/z 133 y 105
(15 y 42%, respectivamente), productos de dos reacciones monomeleculares
consecutivas de tipo retro Diels-Alder (RDA), tal como se puede observar en el

Esquema 3.

El pico de base (M-C;H,)", ademas, sufre un reordenamiento, por deslocalizacion
de la carga positiva, y reacciones RDA consecutivas, para generar los iones
CoHi1" en m/z 119 (27%), C;H;" en m/z 91 (34%) y CgH," en m/z 79 (20%), que

son fragmentos “diagnostico” en el espectro de masas del biciclosesquifelandreno.
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Figura 20. Espectro de masas del biciclosesquifelandreno.
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Esquema 3. Posibles rutas de fragmentacion del biciclosesquifelandreno.
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MS de sesquiterpenoles

La fragmentacion de los sesquiterpenoles, al igual que la de los monoterpenoles,
es afectada por la presencia del grupo —OH. Los MS de los sesquiterpenoles, son
mucho més complejos que los de los sesquiterpenos correspondientes. La

intensidad del ibn molecular (m/z 222) es generalmente baja, 0 a menudo esta

sefal no se observa [21, 31].

Nerolidol

En el MS del nerolidol (Figura 21) no se registra el ion molecular M en m/z 222,
caracteristica que se menciond anteriormente para este tipo de compuestos. El
pico de base, en m/z 69, presente en el MS del nerolidol, se produce por la
eliminacion de una molécula de agua, con la formacion del i6n (M-H,0)" en m/z
204 (2%), acompafada luego de una ruptura alilica (b). El pico de base decae por
pérdida de una molécula neutra (C,H,), generandose el i6n Cs;Hs* en m/z 41
(40%). En el Esquema 4 se observan las posibles rutas de fragmentacion del

nerolidol.
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Figura 21. Espectro de masas del nerolidol.
]
m/z 204 (2%
(2%) -CH; l_c3H7 Ci-CSHB
4
T+
—)
-CH;
+ +
Ruptura miz 189 (8%) m/z161 (35%) 17136 (38%)  miz 121 (25%)
©) | ailica Ruptura -CH
RDA alilica o
\
+ + &
M" miz 222 miz 67 (27%)
Nerolidol m/z 55 (26%) m/z 91 (17%)
v m/293 (89%)
j\ —> '/+\
+

miz 69 (100%)

Ruptura

m/z 71 (44%)

miz 41 (40%)

alilica )k/ 4y CH3C O

miz 43 (30%)

Esquema 4. Posibles rutas de fragmentacion del nerolidol.
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Casos especiales de co-elucion de picos cromatograficos

Un problema, bastante frecuente, en la caracterizacion y cuantificacion de
componentes en los extractos, que contienen una gran cantidad de sustancias, es

la co-elucién de dos 0 mas compuestos.

Cuando co-eluyen varias sustancias, el area bajo la curva cromatografica
registrada equivale a la suma de las areas generadas por cada uno de estos
componentes. Esto produce una dificultad al cuantificar cada uno de los

compuestos.

Tal es el caso de los picos cromatograficos no resueltos, en el cromatograma del
aceite esencial de la cascara del fruto de la Swinglea glutinosa, obtenido por
hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas. Se presenta la elusion del
limoneno (A), b-felandreno (B) y del 1,8-cineol (C) a tiempos de retencion muy
cercanos (18.5-19.5 min), generando un perfil cromatografico tipico, que se

muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Picos cromatograficos no resueltos en el cromatograma del AE de la cascara

del fruto de la Swinglea glutinosa, obtenido por HD-MW, que corresponden a los

compuestos A. Limoneno, B. b-Felandreno y C. 1,8-Cineol. Columna HP-5 (60 m). Split
1:30. MSD.

Para verificar que hay varios componentes que estan co-eluyendo, se toma el
espectro de masas al inicio, en el centro y al final de la banda cromatogréfica, para
observar si los espectros de masas en cada uno de estos puntos, son idénticos o
no. Por ejemplo, se tomaron los espectros de masas en los puntos A, By C, del
pico cromatografico, que se puede observar en la Figura 22. Los tres espectros de
masas eran diferentes (ver Figura 23), confirmando que si se present6 co-elucién

parcial de tres componentes.
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Figura 23. Espectros de masas tomados en los puntos A, B, C del pico cromatografico

qgue eluye a z=18.9-19.5 min en el cromatograma del AE de la cédscara del fruto de la
Swinglea glutinosa, obtenido por HD-MW, que corresponden a los compuestos A.

Limoneno, B. b-Felandrenoy C. 1,8-Cineol. Columna HP-5 (60 m). Split 1:30. MSD.
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Para solucionar el inconveniente en la cuantificacion, el sistema de datos tiene una
herramienta llamada “extraccion del ion seleccionado”, que permite “separar’ e
integrar individualmente cada uno de los componentes que co-eluyen Para esto,
se necesita conocer los iones caracteristicos presentes en los espectros de masas
de cada una de las sustancias y buscar aquellos, que los diferencien, y ademas,

presentan abundancias mas altas.

En la Figura 23 se puede observar los iones en el ion en m/z 139 y 154 aparecen
Unicamente en el espectro de masas del compuesto C, por lo que pueden ser
utilizados para la operacion de extraccion del ion seleccionado, tipico para la
sustancia C. Para la sustancia B el ion a utilizar es m/z 93 y para A es el ion m/z

68.

Después de haber seleccionado los iones, el software muestra fragmentogramas
de masas, que aparecen en la Figura 24. Se puede observar individualmente,
cada uno de los picos co-eluyentes, con tr diferentes. Después de obtener los
fragmentogramas, se puede integrar las areas y encontrar la relacion entre estos

tres compuestos y, finalmente, cuantificarlos.
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Figura 24. Fragmentogramas de masas correspondiente a los iones m/z 68, 93, 139 y

154, en los espectros de masas del limoneno, b-felandreno y 1,8-cineol.
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4. CONCLUSIONES

Por primera vez, se realizé un estudio de los metabolitos secundarios volatiles de
las hojas y céscara del fruto de la Swinglea glutinosa, empleando cinco técnicas
de extraccion, a saber: hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas,
destilacion extraccion con solvente simultanea, extraccion con fluido supercritico,

headspace estatico y microextraccion en fase solida en el modo headspace.

Se detectaron 51 componentes en concentraciones >0.01%, de los cuales el 90%
han sido identificados. Para su identificacion se wusaron dos criterios,
cromatografico (indices de Kovats) y espectrométrico (espectros de masas, El, 70

evV).

El rendimiento del aceite esencial, obtenido de la cascara del fruto de la Swinglea

glutinosa, por hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas, fue de

0.176 + 0.004% (p/p).

Se llevé a cabo el estudio comparativo de tres técnicas de inyeccion, a saber: split
relacion 1:30, splitless y on-column en frio. En la misma columna, bajo las mismas
condiciones operacionales, se obtuvo mejor separacion y se registré mayor

namero de picos, cuando el aceite esencial (0.03%, CH,Cl,, volumen de inyeccion
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1 nb.), fue inyectado en el modo cold on-column.

a-Pineno, sabineno, b-pineno, limoneno, b-cariofileno, biciclosesquifelandreno,
espatulenol, germacreno B y nerolidol fueron los compuestos mayoritarios,
extraidos de las hojas y cascara del fruto del la Swinglea glutinosa. Su cantidad
relativa en los extractos dependi6é de la técnica de extraccion y de la parte de la

planta, asi como aparece a continuacion:

Cantidad relativa, %
Compuestos Hoja Cascara del fruto

mayoritarios

SFE SDE HD-MW SDE SFE
a-Pineno 2.6 25.8 12.0 10.4 5.0
Sabineno - 0.2 11.0 11.5 9.3
b-Pineno 0.1 0.5 49.6 51.9 30.4
Limoneno 0.2 2.3 4.4 34 2.9
b-Cariofileno 3.6 3.7 1.5 2.9 8.1
Biciclosesquifelandreno 26.1 17.9 8.1 8.4 32.8
Nerolidol 42.9 35.5 <0.01 <0.01 0.3
Germacreno B 4.6 2.8 0.4 0.5 2.7
Espatulenol 6.7 1.4 <0.01 <0.01 1.3

Para el estudio de la fragancia de la planta, en su forma natural, fue mejor la
técnica S-HS, mientras que para analizar sustancias volatiles y semi-volatiles, el

meétodo més adecuado fue la hidrodestilacion asistida por la radiacion de
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microondas y destilacién-extraccion con solvente simultdnea. Para obtener mayor
cantidad de sesquiterpenos, se requiere emplear la extraccion con fluido

supercritico.

El aceite esencial de la Swinglea glutinosa estudiado por primera vez, por su
composicion tan interesante (porcentaje de compuestos oxigenados alto) y su
fragancia agradable, tenue, floral-frutal puede ser de interés para la industria de
sabores, fragancias, perfumes, etc., conduciendo a la posible explotacién industrial

de este arbusto tropical.
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5. RECOMENDACIONES

Estudiar organolépticamente el aceite esencial de la cascara del fruto de la
Swinglea glutinosa, por parte de los expertos-catadores, con el fin de disponer de
su opinién, importante para la aplicacion y el uso del aceite en la industria de

perfumes.

Estudiar la posible propiedad antioxidante del aceite esencial de la cascara del

fruto de la Swinglea glutinosa, usando diferentes métodos de evaluacion, e.g.

atrapamiento de radicales y/o por reacciones tipo Fenton
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