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Resumen

TITULO: ESTUDIO DE LA VARIACION COMPOSICIONAL DE LA FRAGANCIA DE
LAS FLORES DE B. suaveolens DURANTE EL DIA Y LA NOCHE*

Autor: José Luis Molina**

Palabras claves: Brugmansia suaveolens, fragancia, microextraccion en fase sélida
(SPME), terpenos.

Varias especies de plantas del género Brugmansia se caracterizan por una fragancia
fuerte y agradable de sus flores, especialmente, durante la noche. Estas fragancias
pueden ser estudiadas y aplicadas en la industria de perfumes y/o aromas en
alimentos, por lo cual estos recursos naturales pueden ser fuente de desarrollo en
regiones ricas en plantas aromaticas no explotadas. En la presente investigacion, se
determiné la composicion de la fragancia de las flores de B. suaveolens y su perfil a
diferentes horas en el dia y la noche.

El aislamiento de los componentes en la fragancia se llevo a cabo mediante la SPME
en el modo headspace (HS-SPME). Esta técnica libre de solvente, se basa en la
retencion de los compuestos de interés en un recubrimiento polimérico. La
identificacién de los componentes se realizdé con base en el andlisis de los espectros
de masas e indices de retencién de Kovéats obtenidos experimentalmente en un
cromatografo de gases acoplado a un detector selectivo de masas.

Se detectaron un total de 35 compuestos en los diferentes extractos obtenidos por
HS-SPME de la fragancia de las flores, a diferentes horas del dia. Los componentes
mayoritarios presentes en la fragancia de las flores de B. suaveolens, correspondieron
al trans-b-ocimeno y 1,8-cineol (eucaliptol). Se determind la fragancia como una
fraccion volatil rica en hidrocarburos monoterpénicos (47-56%), para todos los
muestreos, seguido de los monoterpenos oxigenados (27-36%) y bencenoides
(10-19%). En una cantidad relativamente mas baja, estuvieron los compuestos
oxigenados alifaticos (0,3-1,3%), i.e. hexanal, hexanol, nonanal y decanal. La
fragancia intensa, con mayor numero de volatiles y la presencia de indol, benzoato y
salicilato de bencilo, fue encontrada durante la noche o en momentos cuando la
intensidad solar era minima.

* Trabajo de grado
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directora, Elena E. Stashenko.



Abstract

TITLE: STUDY OF VARIATION COMPOSICIONAL OF THE FLOWERS
FRAGRANCE OF B. suaveolens DURING THE DAY AND THE NIGHT *

Author: Jose Luis Molina**

Key words: Brugmansia suaveolens, fragrance, solid phase microextraction (SPME),
terpenoids.

Several species of plants of the Brugmansia genus are characterized by a strong and
pleasant fragrance of their flowers, specially, during the night. These fragrances can
be studied and applied in the industry of perfumes and/or food aromas, thus these
natural resources can be source of development in rich regions in aromatic plants. In
the present investigation, was determined the composition of the flowers fragrance of
B. suaveolens and its profile to different hours in the day and the night.

The isolation of the components in the fragrance was carried out by means of the
SPME in the headspace mode (HS-SPME). This free technique of solvent is based on
the retention of compounds of interest in a coated polymeric. The identification of the
components was made with base in the analysis of the mass spectrum and Kovats
retention indexes obtained experimentally in aGC-MS.

A total of 35 compounds were detected from different extracts obtained by HS-SPME
of the flowers fragrance, to different hours from the day. The majority components
present in the flowers fragrance of B. suaveolens, corresponded to the
trans-b-ocimene and 1,8<ineol (eucalyptol). The fragrance was a rich volatile fraction
in monoterpenes hydrocarbons (47-56%), for all the samplings, followed of the
oxygenated monoterperes (27-36%) and bencenoids (10-19%). In an amount
relatively more loss, was the aliphatic oxygenated compounds (0,3-1,3%), i.e. hexanal,
hexanol, nonanal and decanal. The intense fragrance, with greater number of volatile
and the presence of indole, benzyl benzoate and benzyl salicylate, was found during
the night or at moments when the solar intensity was minimum.

* Trabajo de grado
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directora, Elena E. Stashenko.



INTRODUCCION

La familia Solanaceae esta compuesta por mas de 2600 especies ce plantas
distribuidas en la mayoria de las regiones del planeta, especialmente, en la zona
tropical. Esta familia es una de las mas importantes de la flora colombiana debido

a su riqueza en plantas comestibles y alcaloides [1,2].

En la familia de plantas Solanaceae, se encuentran el género Brugmansia, junto
con otros como Datura, Atropa, Hyoscyamus, Mandragora, Scopolia 'y Duboisia,
gue representan las principales fuentes naturales de alcaloides tropanicos, i.e.

atropina y escopolamina [3-5].

Varias especies del género Brugmansia, debido a sus efectos narcéticos y
alucindégenos, han sido utilizadas desde tiempos remotos por grupos indigenas de
diferentes regiones, en rituales o ceremonias, en las cuales diferentes partes de la

planta son ingeridas en forma de infusiones o pulverizadas [1,4].

Actualmente se aprovechan especies como la Brugmansia sanguinea, por su alto
contenido en alcaloides del tipo tropano, utilizados en el tratamiento de nauseas,
vomitos, en procedimientos oftalmolégicos y para combatir algunas

manifestaciones del mal de Parkinson [1,4,6].



Sin embargo, algunas especies como B. candida, B. sanguinea y B. suaveolens,
se caracterizan por la fragancia fuerte y agradable de sus flores, especialmente,
durante la noche. Se estima que una exposicidn prolongada a la fragancia de las
flores de estas especies, puede causar dolor de cabeza, trastornos y algunos

desequilibrios mentales [1,4].

Varios componentes volatiles presentes en estas fragancias son agradables al
olfato, por lo que pueden tener alguna aplicacién potencial como componentes de
perfumes o en la industria de alimentos, dando posibilidad, al desarrollo de

regiones con una alta riqueza en plantas aromaticas.

Con el crecimiento de la poblacién humana y asi el exterminio progresivo de varias
especies vegetales, es necesario el estudio de las plantas autdctonas utilizadas
popularmente en diferentes regiones con fines medicinales o religiosos, con el
propoésito de caracterizar, aislar y sintetizar nue vos compuestos aplicables a la

industria de aromas o farmacéutica.

En la presente investigacion, se realizé el analisis de los componentes volatiles
presentes en la fragancia emitida por las flores de la especie Brugmansia
suaveolens y su perfil a diferentes horas, durante el dia y la noche, con el
proposito de plantear posibles aplicaciones, especialmente, en la industria de las

fragancias.
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Para llevar a cabo este estudio, se utilizd la microextraccion en fase sélida en el
modo headspace (HS-SPME), la cual posee varias ventajas sobre otras técnicas
comunmente utilizadas en estos tipos de estudios, i.e. destilacién-extraccion
simultanea (SDE) y headspace dindmico (D-HS), al requerir menores cantidades

de muestra, prescindir del uso de solventesy cortos tiempos de muestreo, y otras.

Adicionalmente, la HS-SPME, permite realizar el monitoreo de la fragancia in vivo
(directamente en la flor viva), obteniendo un perfil mas cercano al emitido por la
flor, evitando en lo posible, la alteracion de la fragancia a causa del deterioro de la
planta después de su recoleccion. Para la separacion e identificacion de cada uno
de los componentes volatiles presentes en la fragancia, se utilizé la cromatografia
de gases acoplada al detector selectivo de masas (GC-MS), estableciendo la
identidad de cada uno de los volatiles, con base en los espectros de masas

obtenidos.

Los resultados obtenidos a lo largo de la investigacion, fueron presentados en
modalidad de poéster, en los siguientes eventos: 25" INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON CHROMATOGRAPHY, Octubre 4-8, 2004, Paris-Francia;
Xl Congreso Colombiano de Quimica, Octubre 15-17, 2004, Cartagena-
Colombia; X CONGRESO LATINIAMERICANO DE CROMATOGRAFIA Y
TECNICAS AFINES, Octubre 18-22, 2004, Campos do Jordao-Brasil y
THE 8" CONFERENCE OF THE ISRAEL ANALYTICAL CHEMISTRY SOCIETY,

Enero 11-12, 2005, Tel Aviv-Israel.
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1. ESTADO DEL ARTE

1.1 FAMILIA SOLANACEAE

La familia Solanaceae posee cerca de 90 géneros y mas de 2600 especies, que
se encuentran en diferentes regiones del planeta, principalmente, en Australia,
América Central y del Sur. Muchas de estas especies son de interés econdmico,
como cultivos industriales (tabaco, Nicotiana tabacum), medicinales (Atropa
belladona, Brugmansia sanguinea) y, especialmerte, como cultivos horticolas,
entre los cuales iguran varios de importancia mundial como la papa, el tomate,

pimiento, aji, berenjena, entre otros [1,2].

1.2 GENERO BRUGMANSIA

En América del Sur son varias las especies botanicas del género Brugmansia
usadas por sus efectos psicoactivos, en actividades terapéuticas y religiosas por
grupos indigenas nativos como los Chibchas, Kamsas, Sionas, Kofanes de
Colombia y los Quechuas de Bolivia y Ecuador, entre otros. De acuerdo con la
especie, este género tiene nombres comunes como: borrachero, floripondio,

chamicoy cacao sabanero [1,4,7].
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Los efectos narcéticos y alucindgenos de las plantas del género Brugmansia, se
deben principalmente al contenido de alcaloides tropanicos como la escopolamina
y la atropina, presentes en las diferentes partes de la planta, especialmente, en
hojas, flores y semillas. Puede presentarse una fuerte intoxicacién por un consumo
inadecuado de cualquiera de estas partes, por lo cual este género, junto con otros,
como Atropa, fueron considerados como especies venenosas y motivo de

desconfianza por muchos afos [3,6].

A través de la historia, las plantas de este género se utilizaronen el tratamiento de
enfermedades mentales, bronquitis, asma y de aplicacion externa para
guemaduras, inflamaciones y dolores reumaticos. Desde el siglo XX, varios
alcaloides presentes en estas planta se usan terapéuticamente, i.e. la
escopolamina ha sido empleada en procedimientos oftalmologicos para causar
midriasis prolongando la dilatacion de la pupila, esta indicada en el tratamiento de
nauseas y vomitos, como sedante y farmaco preanestésico y en el tratamiento de

algunas manifestaciones del mal de Parkinson [6,8].

1.2.1 Brugmansia suaveolens. Esta especie es un arbusto de 2-4 m de altura,
muy ramificado en la parte superior, sus tallos son blandos, posee hojas de forma
eliptica — ovadas y base asimétrica, sus flores son péndulas con céliz tubular y
una corola que puede ser de color blanco o rosado hacia la base y de color

naranja hacia el apice.
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La infusion de las hojas de esta especie se emplea como bebida narcética por los
indigenas Kofanes de Ecuador y Colombia. La B. suaveolens se encuentra
distribuida en Colombia principalmente, en los departamentos de Antioquia,
Narifio, Valle, Amazonas, Putumayo y Santander; en este Ultimo, en los municipios

de Piedecuestay en la Mesa de los Santos [1].

Figura 1. Flores de Brugmansia suaveolens.

Los estudios realizados para las diferentes especies del género Brugmansia y
Datura, i.e. candida, sanguinea, metel e indiana, han sido relacionados con la
formacion, distribucion y cantidad de alcaloides del tipo tropano, presentes en las

diferentes partes de la planta como raices, hojas y semillas. Es de resaltar, que la
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cantidad de alcaloides presente en la planta, varia de una especie a otra y
depende de las condiciones como cantidad y tipo de nutrientes en el suelo de
cultivo, intensidad de luz, presencia de plagas, hidratacion de la planta, entre otras

[4,9-15].

La técnica de extraccion de alcaloides empleada comiUnmente, es la extraccion
con solventes organicos a pH basico (8.5), de los extractos acuosos de las
diferentes partes de la planta. Entre los solventes organicos se encuentran:
cloroformo y la mezcla de diclorometano-hidroxido de amonio (30:2).
Adicionalmente, se han utilizado el dioxido de carbono junto con modificadores
como metanol e hidréxido de amonio, en la extraccion con fluido supercritico

(SFE) [9,11,13,16].

El estudio de los componentes volatiles presentes en flores, hojas u otras partes
de las plantas del género Brugmansia y Datura, no ha sido tan exhaustivo como el
de alcaloides. En el estudio de la fragancia de estas plantas, se han analizado los
volatiles extraidos por la destilacién con vapor de las hojas de B. suaveolensy el
concreto (extracto de n-hexano) de las flores de B. candida. Los volatiles de las
hojas corresponden generalmente a compuestos sesquiterpenos. En el concreto,
se identificaron varios componentes, i.e. 4-metil-4-vinil-g-butirolactona,
trans-a-irona, la 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona y 3,4-dimetil hexanona, entre

otros [17,18].
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En otro estudio [19], el analisis de los volatiles emitidos por las flores de
B. candida, se realiz6 con el propdsito de evaluar los posibles agentes téxicos
presentes en la fragancia, causantes de algunos trastornos mentales. La
recoleccion de los volétiles de la flor, se realiz6 del headspace de la planta,
usando una fase adsorbente (Tenax) y luego la desorcion térmica de volatiles para
analizarlos por GC-MS. Se encontraron varios terpenos y bencenoides, i.e.
a-terpineol, hidrato de trans-sabineno, alcohol b-feniletilico, benzaldehido,
benzoato de metilo y otros, junto con el indol como un componente minoritario. Los

componentes mayoritarios fueron el trans-ocimeno (38-52%) y 1,8-cineol (5-19%).

1.3 FRAGANCIA DE LAS FLORES

Los productos o “metabolitos secundarios” de las plantas comprenden una
vasta serie de compuestos responsables por los “olores caracteristicos” y colores
de las plantas; también “proporcionan’ a la planta sus propiedades culinarias,
medicinales o venenosas. Estos productos naturales, no parecen tener una
funcion directa o ain completamente definida en varios procesos del metabolismo
primario, i.e. la fotosintesis, respiracion, en la asimilacion y transporte de
nutrientes, entre otros; y, a diferencia de los metabolitos primarios (aminoacidos,
nucleodtidos, carbohidratos, lipidos), su distribucion es restringida en la naturaleza,

en algunos casos, se limita a especies o0 subespecies Unicas [5,20-22].
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Tanto el color, como la fragancia de las flores, son las principales sefiales para
atraer a los insectos polinizadores. Estos compuestos voléatiles, constituyentes de
la fragancia, permiten a los insectos reconocer especificamente la planta y
acceder al polen y néctar, una fuente importante de alimento para muchos

insectos, que se alimentan de las flores [5,23].

Entre los componentes que se encuentran en las fragancias de las flores estan:
alcoholes, ésteres, compuestos carbonilicos, éteres y terpenos; estos ultimos son
los que se encuentran principalmente, en la mayoria de los aceites esenciales y

fragancias de muchas especies de plantas aromaéticas [5,20].

1.4 TERPENOS

Estos compuestos comprenden el grupo mas grande de productos naturales de
las plantas. Todos son derivados del isopreno o del isopentano, un precursor de
cinco carbonos. El isopreno es producido naturalmente, pero no esta relacionado
con la biosintesis de terpenos en las plantas. Sin embargo, el conocimiento del
isopreno como un componente de la estructura de los terpenos y de la uniéon de
dos 0 mas unidades isoprénicas, ha servido para la elucidacion de sus estructuras.

[21,22,24].
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Figura 2. Estructura quimica del isopreno e isopentano.

P

Isopreno

(2-Metil-1,3-butadieno)

De acuerdo con el numero de unidades isoprénicas condensadas, se obtienen los
monoterpenos, sesquiterpenos y derivados de mayor tamafio. En la Tabla 1, se
muestra la clasificacion de los terpenos segun las unidades de isopreno
constituyentes. Con base en su formula estructural, los terpenos se pueden
clasificar como aciclicos y ciclicos, estos ultimos, por su gran diversidad, pueden

subdividirse en monociclicos, biciclicos y de ain mayor complejidad [21,22,24].

Tabla 1. Clasificacion de los terpenos de acuerdo con el nimero de unidades isoprénicas

condensadas.

>_/

Isopentano

(2-Metil butano)

Unidades de isopreno

Formula quimica

Nombre o clase

1

2

CsHs

Ciothe
CisHz4
CaoHs2
CsoHas

CaoHea

Isopreno
Monoterpenos
Sesquiterpenos
Diterpenos
Triterpenos

Tetraterpenos
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1.4.1 Biosintesis de los terpenos. Los terpenos son sintetizados a partir de
metabolitos primarios mediante dos mecanismos. Uno, de los mejores estudiados,
es el del 4cido mevalonico, donde tres moléculas de acetilcoenzima A se unen
para formar este acido, un intermediario de seis carbonos, que sufre una serie de
reacciones comenzando con la fosforilacion del grupo del alcohol primario,
seguido de la descarboxilacion y deshidratacion, para formar el difosfato de
isopentenilo (IPP) el cual es convertido, enzimaticamente, en difosfato de
dimetilallo (DMAPP) estableciendo un equilibrio entre los dos. Estos productos

son punto de partida para la sintesis de terpenos.

En otros estudios, se descubrid que el IPP también puede ser sintetizado a partir
de intermediarios de la glicolisis u otras reacciones fotosintéticas y, en conjunto,
formar la ruta del metileritritol fosfato (MEP), la cual ocurre en cloroplastos y otros
plastidios. En esta ruta, el 3-fosfato gliceraldehido y dos atomos de carbono
derivados del piruvato, se combinan para generar elintermediario MEP, el cual es

eventualmente convertido al IPP y DMAPP [21,25].

En la Figura 3, se muestra un esquema general de la sintesis de algunos

metabolitos secundarios.
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Figura 3. Esquema general de la biosintesis de algunos metabolitos secundarios
(alcaloides y terpenos)[21,25].
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1.5 ALCALOIDES

Es dificil dar una definiciébn precisa al término “alcaloide”, debido a que estas
moléculas no representan un grupo homogéneo de compuestos desde el punto de
vista quimico, bioquimico y fisioldgico. Los alcaloides tipicos son de origen
vegetal, contienen uno o mas atomos de nitrdgeno, tipicamente como aminas
primarias, secundarias y terciarias (generalmente, heterociclicos); ademas, suelen
poseer una marcada accion fisiologica en el ser humano y otros animales. Varios
compuestos nitrogenados derivados de bacterias, hongos y animales, también son

considerados como alcaloides [5,20-22,25,26].

La mayoria de los alcaloides son sustancias cristalinas que poseen propiedades
basicas por la presencia de nitrdgeno en sus estructuras. En las plantas pueden

existir en forma libre, en estado de sales, o como N-6xidos [5,22,24].

Los alcaloides muestran una gran variedad en su origen botanico y bioquimico, asi
Como en su estructura quimica y su accion farmacoldgica; por lo tanto, existen
diversas formas de clasificarlos. La forma comun de hacerlo es con base enla
estructura quimica a partir de la cual se derivan [5,22]. En la Figura 4, aparecen
las principales estructuras quimicas encontradas en los diferentes tipos de

alcaloides.
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Figura 4. Estructuras quimicas basicas de algunos alcaloides.
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1.5.1 Escopolamina. Este alcaloide heterociclico del tipo ropano, se encuentra
en las plantas de la familia Solanaceae, principalmente, en los géneros Datura,
Atropa, Hyoscyamus, Mandragora, Scopolia y Duboisia, siendo el primero y el
altimo, las dos principales fuentes de escopolamina y su enantiomero hioscina.
Puede ser preparado en el laboratorio a partir de varios precursores. El alcaloide
fue aislado por primera vez en 1892 de una Scopolia, de ahi, proviene su nombre

3,5,27].

Este alcaloide es un éster organico formado por la combinacién de un &cido
aromatico, el 4cido tropico, y una base organica compleja, la escopina. Se puede
establecer la presencia de un carbono quiral en la parte acida de la molécula,
dando asi una mezcla de dos enantiomeros, la I-hioscina (escopolamina), que es
mucho mas activa que la d-hioscina [3,8,25]. En la Figura 5 aparecen las

estructuras quimicas de los dos alcaloides, i.e. escopolamina e hiosciamina.
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Figura 5. Estructuras quimicas de la escopolamina e hiosciamina.
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Escopolamina Hiosciamina

1.5.2 Biosintesis de la escopolamina. Los sitios de sintesis y acumulacion de la
escopolamina, pueden diferir entre las plantas de un mismo género. En general, la

escopolamina es sintetizada en las raices y acumulada en diferentes partes de la

planta sobre el nivel del suelo; cabe resaltar, que la reaccién es regulada por

varias enzimas en la planta [3].

La biosintesis comienza con la descarboxilacion de la ornitina (1) para obtener
putrecina, la cual es metilada a Nmetil putrecina (2). La desaminacion oxidativa
de esta Ultima, da lugar a la formacién del catién N-metil-D*-pirrolinio (3), bloque
fundamental en la obtencion de alcaloides tropanos. El catién formado es
convertido a higrina (4), la cual reacciona con acetil-CoA, para dar lugar a la
tropinona (5). La reduccion enziméatica del grupo carbonilo produce tropina, cuya

esterificacion con el &cido fenillactico produce hiosciamina (6).

28



Finalmente, la conversion a escopolamina es catalizada enzimaticamente, donde
un grupo hidroxilo se adiciona en la posicidbn 7b a la hiosciamina (7), cuya
oxidacion permite la formacién del epdxido, entre los carbonos 6b y 7b, obteniendo

la escopolamina (8) [25,28-32].

Figura 6. Esquema general de la biosintesis de la escopolamina.
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1.6 METODOS DE EXTRACCION

La extraccion con solventes organicos es uno de los métodos mas aplicado a
matrices solidas para el aislamiento de compuestos de interés, i.e. alcaloides,
presentes en material vegetal. Sin embargo, tiene las desventajas de utilizar

cantidades considerables de solventes, generalmente toxicos, y una baja
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selectividad extrayendo una gran variedad de componentes diferentes a los de
interés, requiriendo etapas de clean-up y concentracion, con la posibilidad de

pérdida o degradacion de analitos volatiles o termoinestables [20,33,34].

1.6.1 Extraccion con fluido supercritico (SFE). El didxido de carbono es el
solvente empleado comunmente en SFE, debido a su bajo costo y riesgo, baja
viscosidad, alta velocidad de difusién y volatilidad, permitiendo la concentraciéon de
los analitos mediante la evaporacion del fluido supercritico. Otra ventaja son las
condiciones (i.e. temperatura) y tiempo de extraccion, adecuado en el aislamiento

de compuestos termoinestables.

El principal problema es la polaridad relativamente baja del dioxido de carbono y la
presion alta requerida en el proceso. Sin embargo, el uso de modificadores,
i.e. metanol, permite la extraccion de compuestos de mayor polaridad. Este
método de extraccion ha sido utilizado especialmente para matrices sodlidas, i.e.

alimentos, plantas, polimeros, suelos, entre otros [33-36].

Tabla 2. Propiedades de algunos fluidos supercriticos.

FLUIDO SUPERCRITICO TEMPERATURA PRESION CRITICA, DENSIDAD EN
CRITICA, T (°C) P, (atm) Tey Pe (@/mL)
CO, 313 729 0,47
N,O 36,5 71,7 0,45
NH; 1325 112,5 0,24
n-Butano 152,0 37,5 0,23
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1.6.2 Microextracciéon en fase soélida (SPME). La SPME fue introducida por
Pawliszyn y colaboradores [34], como una técnica de preparacion de muestra libre
de solvente, donde se utiliza una fase estacionaria depositada sobre una fibra de
silice fundida, como medio de extraccion. Este método se basa en la distribucion
de los analitos entre la matriz y el recubrimiento sobre la fibra. El recubrimiento o
fase estacionaria, puede ser un liquido polimérico de alta viscosidad o una fase

adsorbente (sélido poroso) [37-39].

La SPME se caracteriza por combinar las etapas de extraccion y concentracion,
con la posterior introduccion de la fibra al sistema de separacion y analisis, que
puede ser llevado a cabo directamente en el puerto de inyeccibn de un
cromatégrafo de gases (GC) donde los analitos se desorben térmicamente o son
eluidos con un solvente hacia la valvula de inyecciéon de un cromatégrafo liquido

(LC) [39,40] En laFigura 7, se muestra el dispositivo de SPME.

En la actualidad, se encuentran disponibles varios recubrimientos o fases
estacionarias, diferentes en polaridad y espesor, para la SPME. Los parametros
tomados en cuenta para la seleccion del recubrimiento, generalmente, son la
polaridad y la volatilidad de las especies quimicas bajo estudio. En la Tabla 3,
aparecen algunos de los recubrimientos disponibles en el mercado y el tipo de

compuestos a los cuales pueden ser aplicados [39,41].
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Figura 7. Dispositivo de SPME. .
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Tabla 3. Composicién y caracteristicas de los recubrimientos de fibra utilizados en SPME.

Recubrimiento Espesor, mm Polaridad Aplicaciones

PDMS* 100 Apolar Volatiles

PDMS 30 Apolar Semivolatiles apolares

PDMS 7 Apolar Volatiles y semivolatiles
de alto peso molecular

PA’ 85 Polar Volatiles y semivolatiles
polares

PDMS / DVB® 65 Bipolar Volatiles y compuestos
nitroaromaticos

CW / DVB® 65 Polar Alcoholes y compuestos

polares

a : Poli(dimetilsiloxano)

b : Poli(acrilato)

c : Poli(dimetilsiloxano) / poli(divinilbenceno)
d : Carbowax / poli(divinilbenceno)
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El proceso de extraccion por SPME puede ser desarrollado en tres modos
basicos, a saber: extraccion directa, extraccion en el headspace y extraccion con
membrana protectora. En el nodo de extraccion directa, la fibra recubierta es
insertada dentro de la muestra y los analitos son transportados directamente de la
matriz a recubrimiento. En el modo headspace, los analitos son extraidos de la
fase vapor, que se encuentra en equilibrio con la muestra (fase condensada). En
el tercer modo, con la membrana protectora, la fibra es separada de la muestra
por una membrana selectiva, la cual permite que los analitos de peso molecular
mas bajo pasen al recubrimiento, impidiendo el paso de compuestos de mayor
tamano, e.g. proteinas o materiales suspendidos, que puedan deteriorar b fase

estacionaria de la fibra [39,41].

Figura 8. Modos de extraccion por SPME: A. Directa; B. Headspace y C. con membrana

[39,41].
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Si los componentes de interés en una muestra solida son volatiles, i.e. la fragancia
de las flores, el método de estudio empleado consiste en analizar los volatiles en
el headspace sobre la matriz, ya sea tomando un muestra gaseosa directamente o
reteniéndolos en una fase absorbente o adsorbente. Los métodos headspace
utilizados cominmente en estos estudios son headspace-estatico (S-HS), D-HS y

mas reciente, la HS-SPME [34,42 43].

Las técnicas de muestreo de la fragancia de flores generalmente son, SDE, SFE,
S-HS, D-HS e hidrodestilacion convencional (HD) o asistida por radiacién de
microondas (HD-MW); esta Utima para la extraccion de aceites esenciales; todas
estas técnicas han sido aplicadas al estudio de varias plantas aromaticas o
medicinales, i.e. limonaria (Cymbopogom citratus), guaca (Spilanthes americana),
plantas de la familia Umbelliferae, ylang-ylang (Cananga odorata), entre otras. Sin
embargo, algunas de las técnicas, mencionadas anteriormente, tienen las
desventajas de requerir considerables cantidades de material y tiempos de
muestreo muy largos (8-24 horas); otras presentan riesgos de contaminacion de la
muestra, pérdida de los componentes volatiles durante la etapa de concentracion y

la baja selectividad en la extraccion [23,44-47].

Recientemente, la HS-SPME se ha utilizado, con diferentes recubrimientos, para
el estudio de los volatiles presentes en la fragancia de diferentes plantas

arométicas o medicinales, i.e. tabaco (Nicotiana tabacum), Michelia alba,

Rosmarinus officinalis, Valeriana officinalis, Citrus deliciosa y otras [23,48-51].
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Los resultados de estudios, realizados por HS-SPME, han sido poco comparados
con los de las técnicas headspace o métodos extractivos tradicionales. Sin
embargo, HS-SPME tiene las ventajas de ser un método sencillo y de facil manejo,
libre de solvente, sensible y selectivo gracias a la variedad en polaridad de los
recubrimientos, comparado con la baja sensibilidad y selectividad de S-HS y con la
degradacion o pérdida de volatiles durante la extraccion y concentracion en SDE y
D-HS. Adicionalmente, la SPME requiere cantidades de muestra y tiempos de
muestreo mas cortos, lo cual puede disminuir la posible formacién de artefactos

debido al deterioro de la planta [23,34,43,48-51].

1.7 DERIVATIZACION QUIMICA

La derivatizacion quimica consiste en la conversion de un analito, muy volatil, o
muy polar, termoinestable, a una forma quimicamente diferente a través de una
reaccion, con el objetivo de obtener derivados compatibles con los sistemas
cromatograficos empleados, mejorando la resolucion y forma de los picos, y de
incrementar la respuesta del detector. Sin embargo, este proceso de conversion
involucra una etapa quimica adicional, que no s6lo consume tiempo, sino también
puede introducir impurezas o artefactos e incertidumbre acerca de la conversion
completa, por lo que se debe Eener cuidado cuando se selecciona y se lleva a

cabo la derivatizacion [52,53].

35



1.7.1 Derivatizacién y SPME. Existen varias técnicas de derivatizaciébn que
pueden ser implementadas en combinacibn con SPME, entre las cuales se
encuentran la derivatizacion directa en la muestra, derivatizacion en el puerto de
inyeccion del cromatografo de gases y la derivatizacion sobre el recubrimiento de

la fibra. Estas técnicas son resumidas en laFigura 9.

Figura 9. Técnicas de derivacion por SPME [39].

DERIVACION y SPME

Derivacion directa Derivacion en el
en la muestra puerto de
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Derivacion sobre el cromatografo

recubrimiento de la
fibra

Derivatizacion y Extraccién, seguida de
extraccion simultanea derivatizacion

En la derivatizacion directa, el agente derivatizante se adiciona primero a la
muestra, seguidamente los derivados formados se extraen por SPME y se
introducen dentro del instrumento analitico. La derivatizacion en el inyector del
cromatégrafo se lleva a cabo a temperaturas altas directamente en el puerto de
inyeccion, donde se mezclan los reactivos y ocurre la reaccién en fase vapor entre

el analito y el agente derivatizante.
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La derivacion sobre la fibra se puede llevar a cabo de dos modos: derivacion sobre
la fibra después de la extraccién, donde los analitos se extraen primero por el
recubrimierto y posteriormente, se derivan exponiendo la fibra a los vapores del
agente derivatizante para luego ser desorbidos en el puerto de inyeccion del GC.
El segundo modo es la extraccion y derivatizacion simultanea, desarrollada sobre
la fibra, donde el recubrimiento se enriquece primero con el agente derivatizante y
luego se expone a la matriz 0 a su headspace, asi los analitos, que son extraidos,

se derivatizan directamente sobre el recubrimiento [39,41].

En la fragancia de las flores y aceites esenciales generalmente, se encuentran
componentes carbonilicos, algunos como derivados oxigenados de los terpenos;
sin embargo, éstos pueden encontrarse a niveles de concentracion muy bajos, sin
llegar a ser registrados por el sistema de detecciébn convencional (FID, MS)
empleado en el andlisis. En la actualidad, se han realizado estudios, en los cuales
se utilizan métodos rapidos y sensibles para el analisis de compuestos
carbonilicos volatiles con base en la SPME con derivatizacion y extraccion

simultanea, directamente sobre la fibra [54].

Entre los agentes derivatizantes mas empleados en estos métodos, se encuentra
la pentafluorfenilhidracina (PFPH). La PFPH es absorbida sobre el recubrimiento
polimérico de la fibra, que seguidamente se expone a los vapores (headspace) de
la muestra; si en éstos estan presentes aldehidos, sucede su derivacion y las

hidrazonas formadas sobre la fibra son desorbidas luego en el puerto de inyeccion
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y analizadas mediante el detector de captura de electrones (ECD), el cual es muy
sensibles a estos compuestos, que poseen varios grupos (-F) atrayentes de

electrones [55,56].

Figura 10. Reaccién de derivatizacion de aldehidos con la PFPH.
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1.8 METODOS DE ANALISIS DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE

B.suaveolens

El principal método analitico utilizado para el analisis de componentes volatiles es
la cromatografia de gases (GC). La cromatografia es un método de separacion en
el cual los componentes (analitos) de una muestra se separan, por medio de
distribucién entre dos fases, una de las cuales es estacionaria (la fase
estacionaria), y la otra se mueve en una direccion definida (la fase movil). La
separacion se debe a la diferencia en la distribucion de los componentes
individuales de la muestra, entre las dos fases. La fase estacionaria puede ser un
papel (cromatografia en papel), una placa recubierta (cromatografia en capa fina),

una columna confinada (cromatografia en columna), empacada con algin

38



sorbente 0 una columna capilar con la superficie interna recubierta con un
polimero . La fase mévil puede tomar la forma de un liquido (cromatografia liquida,

LC) o un gas (cromatografia gaseosa, GC)[35,57].

El sistema de deteccioén e identificacion utilizado en la mayoria de los estudios de
volatiles en plantas, ha sido el detector selectivo de masas (MS). El acoplamiento
de la GC con espectrometria de masas (GC-MS), presenta ventajas en el estudio
de los componentes volatiles de fragancias y otras matrices gaseosas, ya que
combina la separacion e identificacion de cada uno de los componentes de &
muestra, presentando una alta sensibilidad en comparacion con otras técnicas de

identificacion y cuantificacion [48-51,58].

La separacion e identificacion de los alcaloides tropanicos presentes en extractos
acuosos u organicos provenientes de plantas, son desarrolladas generalmente
mediante técnicas cromatograficas, principalmente, cromatografia en capa fina

(TLC), HPLC y, en menor grado, GC [9-11,13,14,16].
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 RECOLECCION DE LAS FLORES DE B. suaveolens

Las flores de B. suaveolens, fueron recolectadas de un arbusto sembrado en la
huerta de estudio, del Laboratorio de Cromatografia de la Universidad Industrial de
Santander. Para cada extraccion realizada, se utilizaron flores frescas con una

fragancia intensa y un deterioro minimo.

2.2 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA B. suaveolens

El material vegetal recolectado se envid al Herbario Nacional Colombiano de la
Universidad Nacional de Colombia (Bogotd), donde se realizd la respectiva

clasificacion botanica. Se confirmé el nombre de Brugmansia suaveolens.

2.3 EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS POR HS-SPME

DURANTE EL DIA Y LA NOCHE

Para todos los muestreos realizados en esta etapa, se utilizaron flores con
fragancia intensa, recién recolectadas del arbusto, las cuales fueron cortadas en
pequefios pedazos. ElI material se pesd en una balanza analitica Sartorius Basic

(BA310S) con una precision de £ 0.001 g.
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Para establecer el tipo de recubrimiento de la fibra del dispositivo de SPME a
utilizar en esta etapa, se procedié a realizar la extraccion de los componentes
volatiles presentes en la fragancia, con dos recubrimientos de la fibra, a saber:
PDMS (100 nm) y PDMS/DVB (65 nm), suministrados por SUPELCO;
seleccionando posteriormente aquella que proporcione una mayor extraccion en el

numero de componentes volatiles de la fragancia floral.

En la Tabla 4, se indica la cantidad de material vegetal en cada una de las

muestras empleadas en el andlisis para cada recubrimiento y la hora en la cual fue

realizado el monitoreo. Cada extraccion se realizé por duplicado.

Tabla 4. Cantidad de material vegetal utilizado para el andlisis por HS-SPME, con los dos
tipos de fibra.

HORA DEL CANTIDAD DE MATERIAL VEGETAL, g
ANALISIS FIBRA PDMS (100 nm) FIBRA PDMS/DVB (65 nm)
9 a.m. Muestreo 1 5,106 Muestreo 1 5,250

Muestreo 2 5,307 Muestreo 2 4,996
3 p.m. Muestreo 1 4,900 Muestreo 1 5,343
Muestreo 2 5,120 Muestreo 2 5,201
9 p.m. Muestreo 1 4,855 Muestreo 1 5.364
Muestreo 2 5,218 Muestreo 2 5,146
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Seleccionada la fibra a utilizar en el dispositivo de SPME, se realizo la extraccion
de los metabolitos secundarios de la fragancia de las flores por HS-SPME durante

24 horas, en intervalos de tres horas.

En todos los muestreos anteriores, el procedimiento fue el siguiente: una vez
cortada y pesada la flor, ésta se coloco dentro de un vial de 10 mL, el cual fue
sellado. Se dejo en todos los casos, un periodo de 10 minutos previo a la

extraccion de los componentes volatiles.

Transcurrido este tiempo, se procedio a perforar el septum del vial con la aguja del
dispositivo de SPME y se expuso la fibra para & extraccion de los metabolitos

secundarios presentes en el headspace de la flor, por 30 minutos.

Realizada la extraccion, se retir6 la fibra para luego ser introducida al
cromatégrafo de gases, donde los analitos, en el puerto de inyeccion, son
desorbidos de la fibra térmicamente, para su posterior separacion en la columna

cromatogréfica e identificacion con base en sus MS.

La cantidad del material vegetal empleado en el estudio de la fragancia, por

24 horas, fue de5.121 + 0.25 g para todos los muestreos.
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Figura 11. Muestreo por HS-SPME de los componentes volatiles de las flores de
B. suaveolens.
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La identificacidn tentativa de los componentes volatiles presentes en la fragancia,
se realiz6 mediante la determinacion de los indices de retencién de Kovats (k),

utilizando una serie de alcanos lineales como un estandar de referencia.

El patron de n-hidrocarburos (C10-C) se analizé por GC-MS a las mismas
condiciones cromatograficas que los extractos, obtenidos por HS-SPME, con el fin

de hallar los Ik para los componentes volatiles en la fragancia.

A continuacion, aparece la férmula para calcular los Ik, en un GC con temperatura
programada:
-1
= 100n + 100 R R
en ™ Trn
Donde:
Ik: es el indice de retencion de Kovats;
n: nimero de atomos de carbono en el n-alcano que eluye antes del analito X;
N: es el numero de &tomos de carbono en el N-alcano que eluye después de X;
trx: tiempo de retenciondel analito X;
trn: tiempo de retencion del n-alcano ;

trn: tiempo de retencion del N-alcano.



2.3.1 Extraccion por HS-SPME in vivo de los metabolitos secundarios de la
fragancia. Con el propésito de evitar posibles alteraciones o cambios en la
composicién quimica de la fraccion volatil aislada, después de que la flor es
recolectada, se realizé también el muestreo de la fragancia de la flor directamente,
in vivo, a las 9 p.m., cuando el olor era mas intenso; se empled el recubrimiento

PDMS/DVB de la fibra.

Figura 12. Muestreo in vivo de la fragancia de flores de la B. suaveolens.

Para realizar el muestreo, se empled6 un dispositivo en forma de cilindro, en el cual
la flor seleccionada era introducida directamente del arbusto, sin llegar a dafarla.
De igual forma, asi como se describe en el numeral anterior, se mantuvo un lapso

de 10 minutos previo a la extraccion, después del cual mediante una abertura se

45



expuso la fibra del dispositivo de SPME, para la extraccion de los metabolitos
secundarios presentes en la fragancia, durante 30 minutos. Finalizado el
muestreo, la fibra fue retirada e introducida rapidamente al puerto de inyeccién del

GC-MS, para su analisis.

2.4 DERIVATIZACION DE LOS COMPUESTOS CARBONILICOS PRESENTES

EN LA FRAGANCIA DE LAS FLORES

Con la intencién de detectar los componentes carbonilicos a nivel de trazas,
presentes en la fragancia, se realizé la derivatizacion con PFPH, mediante el
modo de extraccidn y derivatizacién simultanea sobre el recubrimiento de la fibra,
para la obtencién in situ de las respectivas hidrazonas. Los analisis se realizaron

por triplicado a la 9 p.m., cuando el olor de las flores fue mas intenso.

El procedimiento de derivatizacion se realizé para las dos formas de muestreos
mencionadas anteriormente (en viales de 10 mL, con las flores debidamente
picadas, ca. 4-5 g, yel muestreo in vivo). Para ambos casos, se procedio primero
a exponer la fibora de PDMS/DVB durante 20 minutos, a los vapores de una
solucion acuosa 2,4 mM de PFPH agitada a 1000 rpm y temperatura ambiente
(28°C), asi como se describe en [54]. Posteriormente, la fibra con el agente
derivatizante depositado, se expuso por 30 minutos al headspace de las flores

recolectadas y in vivo.
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Figura 13. Extraccién-derivatizacion simultanea por HS-SPME de los compuestos
carbonilicos presentes en la fragancia de flores de la B. suaveolens.
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Después de la derivatizacion de los compuestos carbonilicos, la fibra utilizada fue
introducida al cromatografo de gases equipado con el ECD, donde las hidrazonas
obtenidas fueron desorbidas de la fibra térmicamente para su analisis, separacion

y deteccion respectivas.

Para la identificacion de algunos aldehidos presentes en la fragancia de las flores
de B. suaveolens, se usaron patrones certificados, los cuales se sometieron a las
mismas condiciones de derivacion y de analisis cromatografico que las muestras
evaluadas. Las soluciones de aldehidos certificados se prepararon en las

siguientes concentraciones: citral, 80 nM; citronelal, 80 nM; benzaldehido, 80 nM y

la serie de aldehidos lineales C»-C1g, 60 miV.

2.5 EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO DE LOS METABOLITOS

SECUNDARIOS EN LA FLOR DE B. suaveolens

En esta etapa de la investigacidon, se utilizé un extractor Soxhlet de alta presion
(J & W Scientific, U.S. Pat. N° 4.006.062 y 4.265.860), el cual emplea CO, como
fluido supercritico. Al igual que en los procedimientos anteriores, se recolecto y se
realizo la extraccion de las flores a la 9 p.m., cuando la fragancia era intensa. La

cantidad de material vegetal utilizado para cada extraccion fue deca. 18 g.
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En la Figura 14, se presentanlas diferentes partes que forman el extractor Soxhlet
de alta presién utilizado. En el Soxhlet A se colocé el material vegetal recolectado.
Se pesaron ca. 300 g de CO:2 sdlido, los cuales fueron distribuidos entre las
paredes del reactor metalico y del extractor Soxhlet. Una vez cerrado el reactor, la

parte inferior de é ste, ca. 7 cm, se sumergié en un bafio de agua a 60°C.

Para garantizar el reflujo del CO, en el sistema, a través del condensador C se
hizo circular una mezcla refrigerante de agua-etilenglicol, utilizando para ésto, un

sistema de bano circulatorio.

Una vez alcanzada la presion de 1100 psi, y asi el punto critico, donde el CO»,
solido se convierte a wn fluido supercritico, el proceso de extraccion se realizo
durante un periodo de dos horas, después del cual, el reactor se colocé en un
bafio de agua fria hasta bajar la presion a 500 psi. Posteriormente , se procedi6 a

realizar la despresurizacion del reactor por medio de la valvula D.

Retirado el balon B, éste se lavdo con diclorometano hasta obtener 1 mL de

extracto. 1ni de este Ultimo, se inyectd al GC-MS, para su analisis.

Cabe resaltar, que las extracciones realizadas para la flor en esta etapa, fueron

llevadas a cabo por triplicado.
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Figura 14. Esquema del extractor Soxhlet de alta presion.
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2.6 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LA ESCOPOLAMINA EN LAS

FLORES Y HOJAS DE B. suaveolens

Con el propésito de confirmar y estimar la cantidad de escopolamina, presente en
la especie B. suaveolens, se procedié a la identificacion y cuantificacion del
alcaloide, en la corola y céliz de la flor, al igual que en las hojas, de la especie

vegetal bajo estudio.

El procedimiento realizado fue igual tanto para la corola y cdliz como para las
hojas. Se pesaron ca. 18 g de cada una de las partes de la planta antes
mencionadas, seguidamente, se macero el material vegetal y se sumergié al agua

destilada (40 mL), que luego se llevé a un bafio de ultrasonido por 30 minutos.

Se tomd el extracto acuoso, que fue llevado a pH 10, mediante la adicién de
bicarbonato de sodio. Posteriormente, se realizd la extraccion liquido-liquido por
lotes (LLE-B) con diclorometano (25 mL), por tres veces. La emulsion formada fue
eliminada por la adicién de una cantidad pequefia de cloruro de sodio. Se juntaron
los extractos organicos obtenidos y se concentraron hasta 1 mL con una corriente

de nitrégeno. 1ni de este concentrado, se inyectd al GC-MS, para su analisis.
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La cuantificacion de escopolamina en cada uno de los extractos organicos
obtenidos de la planta (cdliz, flor y hoja) se realiz6 mediante el método de adiciéon
de patrén interno (Istd), en el cual a cada uno de los extractos se adiciond, previo
a la inyeccion, un patrén certificado de cocaina (patrén interno) hasta alcanzar una

concentracion de 11000 ppm del alcaloide en la mezcla.

Suponiendo que los factores de respuesta (relaciéon entre la concentracion y area
cromatografica) del patrén interno y del analito son similares, se hall6 la
concentracion de la escopolamina en los extractos organicos, mediante la

siguiente ecuacion:

CisuX A
Aistd

Donde:

Cx: concentracion de escopolamina en el extracto, ppm;

Cistg: concentracion de cocaina (Istd) en el extracto, ppm;

Ax: area de la sefial cromatografica (cuentas) de la escopolamina;

Aisig: area de la sefial cromatografica (cuentas) de la cocaina (Istd).

52



2.7 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

2.7.1 Analisis de los metabolitos secundarios extraidos por HS-SPME de la
fragancia de las flores de B. suaveolens. El analisis se llevd a cabo en un
cromatografo de gases Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a un detector
selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973. Los parametros

operacionales aparecen en laTabla 5.

2.7.2 Andlisis de los componentes carbonilicos, derivatizados con PFPH,
presentes en la fragancia de las flores de B. suaveolens. Las hidrazonas
obtenidas en la etapa de derivatizacion, segun [55], fueron analizadas en un GC
Hewlett-Packard HP 5890 Serie I, equipado con un detector de captura de

electrones (ECD) (ver Tabla 6).

2.7.3 ldentificacion y cuantificacion de escopolamina por LLE-B y SFE en
caliz, corola y hojas de B. suaveolens. La identificaciébn y cuantificacion de
escopolamina se llevo a cabo en un GC Hewlett-Packard HP 5890A Serie I,
acoplado a un MSD HP 5972. Las condiciones empleadas para el analisis GC-MS

se muestranen la Tabla 7.
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Tabla 5. Parametros operacionales del GC-MS para el andlisis de los metabolitos
secundarios extraidos por HS -SPME de la fragancia de las flores de B. suaveolens.

Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus, acoplado a un

detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973

» Sistema de inyeccion:

+ Inyeccion splitless (1 minuto), 250°C

+ Gas de arrastre: He (99,9995%), velocidad lineal 30 cm s™

» Sistema de separacion:

+ Columna capilar de silice fundida DB-1 [60 m x0.25 mm, d.i. x 0.25mm, f.e.]

+ Fase estacionaria: poli(dimetilsiloxano) entrecruzada e inmovilizada sobre la
pared de la columna

+ Programacion de la temperatura del horno :
45°C (1 min) hasta 250°C (10 min) @ 5°C min*

+ Temperatura de la cAmara de ionizacion: 230°C

+ Temperatura de lalinea de transferencia: 285°C.

+ Energia de electrones : 70 eV

+ Rango de masas : m/z 40-350

+ Analizador de masas cuadrupolar

> Procesamiento de d atos:

+ Sistema de datos HP MS ChemStation (Version 1.05)
+ Bases de datos: NBS 75K, WILEY 138Ky NIST 98.
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Tabla 6. Parametros operacionales del GC-ECD, para el andlisis de los derivados
hidrazonicos de los componentes carbonilicos en la fragancia.

Cromatdégrafo de gases Hewlett-Packard HP 5890A Serie I

» Sistema de inyeccion:

+ Inyeccion splitless (2 minutos), 250°C

+ Gas de arrastre: He (99,9995%), velocidad lineal 30 cm s™*

» Sistema de separacion:

¢ Columna capilar de silice fundida HP-5 [30 m x0.32 mm, d.i. x 0.25 mm, f.e.]
+ Fase estacionaria : 5%-fenil-poli(metilsiloxano)
+ Programacion de la temperatura del horno:

120°C hasta 250°C (4 min) @ 8°C min*

> Sistema de deteccion:

+ Detector de captura de electrones (ECD, Ni®)
¢ Temperatura : 280°C
+ Gas auxiliar : Ar : CHa (10%); 30 mL / min

> Procesamiento de d atos:

+ Sistema de datos ChemStation HP 3365-II
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Tabla 7. Parametros operacionales del GC-MS para la identificacion y cuantificacién de
escopolamina.

Cromatografo de gases Hewlett-Packard HP 5890A Serie Il, acoplado a un

detector selectivo de masas HP 5972

» Sistema de inyeccion:

+ Inyeccion split (relacion 1:30), 250°C

+ Gas de arrastre: He (99,9995%), velocidad lineal 30 cm s™

» Sistema de separacion:

¢ Columna capilar de silice fundida DB-5 [30 m x0.25 mm, d.i. X 0.25 mm, f.e.]

+ Fase estacionaria: 5%-fenil- poli(metilsiloxano)

+ Programacion de la temperatura del horno: 100°C (10 min) hasta 200°C @
10°C min; luego hasta 270°C (25 min) @ 15°C min*

+ Temperatura de la cAmara de ionizacion: 180°C

+ Temperatura de la linea de transferencia: 285°C.

+ Energia de electrones : 70 eV

+ Rango de masas : m/z 30-400

+ Analizador de masas cuadrupolar

> Procesamiento de d atos:

+ Sistema de datos HP MS ChemStation (Version 1.05)
+ Bases de datos: NBS 75K y WILEY 138
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 SELECCION DEL RECUBRIMIENTO DE LA FIBRA DE SPME

En las Tablas 8 y 9, se reporta la composicion quimica de la fragancia de las
flores extraida por HS-SPME, usando dos fibras de PDMS y PDMS/DVB,
respectivamente. La identificacion de los componentes volatiles se realiz6 con

base en sus espectros de masas, y por su comparacion con los de las bases de

datos del GC-MS.

Los principales componentes de la fragancia de las flores de B. suaveolens, para
cada uno de los muestreos, corresponden a monoterpenos y algunos de sus
derivados oxigenados. De éstos, el 1,8cineol (eucaliptol) y trans-b-ocimeno,

fueron los componentes mayoritarios, en todos los extractos, obtenidos con las
dos fibras seleccionadas, i.e. PDMS y PDMS/DVB. Otros hidrocarburos
monoterpénicos, e.g. a-pineno y sabineno, como los derivados oxigenados,
geraniol y geranial, se caracterizaron por el aumento de su cantidad relativa en la
medida que transcurria el dia hacia las horas de la noche. Un comportamiento
similar, fue encontrado para el alcohol b-feniletilico, salicilato y benzoato de

bencilo, e indol.
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Tabla 8 Composicion quimica de la fragancia de las flores de B. suaveolens, en funcién
del tiempo de muestreo, obtenida por HS-SPME, utilizando el recubrimiento de PDMS.

Pico N° ¢ Compuesto Cantidad relativa, %
9a.m. 3p.m. 9p.m.

1 Hexanal - r tr

2 Hexanol - - tr

3 a-Tuyeno 0,5 20 2,8
4 Benzaldehido 1,0 0,1 0,2
5 a-Pineno 0,4 25 2,8
6 6-Metil-5-hepten-2-ona 0,3 0,1 0,1
7 Sabineno 1,5 40 4.4
8 b-Pineno 1,1 2,2 2,4
9 b-Mirceno 2,5 6,2 6,5
10 Alcohol bencilico 0,4 0,1 0.2
11 1,8-Cineol 53,6 43,6 29,1
12 cis-b-Ocimeno 41 40 2,4
13 trans-b-Ocimeno 22,0 27,7 39,5
14 trans-Sabineno hidrato 0,1 0,1 0,2
15 Benzoato de metilo 0,3 0,1 0,1
16 Terpinoleno - 0,1 0,2
17 Alcoholb-feniletilico - - 0,5
18 allo-Ocimeno - 0,1 0,2
19 Citronelal 0,5 14 0,8
20 Terpinen-4-ol 0,3 01 0,1
21 Salicilato de metilo 7,2 14 -

22 a-Terpineol 3,4 1,8 15
23 Citronelol 0,7 1,7 2,6
24 4-Metoxi benzaldehido - r tr

25 Neral - 0,1 0,1
26 Geraniol - 0,1 2,3
27 Geranial 0,2 0,6 0,8
28 Indol - - 0,3
29 Farnesol - - tr

30 Farnesal - - tr

31 Benzoato de bencilo - - 0,1
32 Salicilato de bencilo - - 0,1

* Porcentajes calculados (promedio de dos mediciones), con base en los % de areas de
los picos cromatograficos.

tr : Trazas
a : N° de pico cromatografico en la Figura 16A.

58



Tabla 9. Composicién quimica de la fragancia de las flores de B. suaveolens, en funcion
del tiempo de muestreo, obtenida por HS-SPME, con el recubrimiento de PDMS/DVB.

Pico N° ¢ Compuesto Cantidad relativa, %
9a.m. 3p.m. 9p.m.

1 Hexanal - r tr

2 (2)-3-Hexen-1-ol - tr tr

3 Hexanol - tr tr

4 a-Tuyeno 11 19 1.8
5 Benzaldehido 9,3 1,2 0,5
6 a-Pineno 0,9 1,0 2,1
7 6-Metil hept5-en-2-ona 29 tr 0,1
8 Sabineno 3,5 47 3,5
9 b-Pineno 2,4 1,7 15
10 b-Mirceno 6,3 84 6,4
11 Alcohol bencilico 1,0 0,1 12,3
12 1,8-Cineol 33,0 24,5 19,0
13 cis-b-Ocimeno 2,4 0,2 0,4
14 trans-b-Ocimeno 14,5 45,2 37,4
15 trans-Sabineno hidrato 0,2 0,2 0,2
16 Benzoato de metilo 1,0 0,1 0,1
17 Terpinoleno 0,6 05 0,2
18 Nonanal - r tr

19 Alcoholb-feniletilico - 01 2,7
20 allo-Ocimeno 0,1 0,3 0,2
21 Citronelal 1,2 19 1,5
22 Terpinen-4-ol 0,4 0,2 0,1
23 Salicilato de metilo 12,2 0,7 0,1
24 a-Terpineol 2,5 21 1,4
25 Decanal 0,2 0,1 0,1
26 Citronelol 0,9 2,2 1,4
27 4-Metoxi benzaldehido 2,2 0,2 0,1
28 Neral 11 0,1 0,1
29 Geraniol - 14 2,8
30 Geranial 0,3 14 1,0
31 Indol - tr 2,4
32 Farnesol - r 0,3
33 Farnesal - r 0,1
34 Benzoato de bencilo - r 0,3
35 Salicilato de bencilo - - 0,2

* Porcentajes calculados (promedio de dos mediciones), con base en los % de areas de
los picos cromatograficos, tr : Trazas y a : N° de pico cromatografico en la Figura 16B.
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La composicion quimica de la fragancia de las flores, fue similar para las
extracciones realizadas con los dos recubrimientos. Sin embargo, el recubrimiento
de PDMS/DVB presenté una mayor diciencia en la extraccion (ver Figura 15),

especialmente, para aldehidos, alcoholes, indol y compuestos polares.

Esto se puede explicar con base en la naturaleza mixta del recubrimiento, donde
el PDMS es un liquido polimérico con afinidad hacia los volatiles no polares, y el
DVB un solido adsorbente adecuado para componentes de mayor polaridad. Cabe
resaltar, el aumento marcado en la cantidad de volatiles presentes en la fragancia

durante la noche, en comparacion, con la fragancia estudiada en el dia (9 a.m.).

Figura 15. Variacion del area cromatografica total de los volatiles presentes en la
fragancia, de acuerdo con la fibra empleada a diferentes horas del dia.
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En resumen, los resultados anteriores mostraron una composicion muy similar
para los extractos obtenidos por HS-SPME, con las fibras de PDMS y PDMS/DVB.
La diferencia estuvo en los cambios de la cantidad relativa para varios volatiles,
entre las dos fibras, debido a la polaridad de los recubrimientos en éstas. Sin
embargo, con la fibra de naturaleza mixta, PDMS/DVB, se aislaron tres

componentes “adicionales”’, i.e. nonanal, decanal y (Z)-3-hexen-1-ol.

De acuerdo con lo anterior, se decidi6 emplear el recubrimiento de PDMS/DVB
para la fibra de SPME, que proporciona un rango mas amplio de polaridad y asi, la
extraccion de un mayor numero de volatiles presentes en la fragancia de las flores

de B. suaveolens.

En la Figura 16, aparecen los perfiles cromatogréficos obtenidos por HS-SPME
con los recubrimientos de PDMS y PDMS/DVB, de la fragancia de flores de la

B. suaveolens, a la 9 p.m., cuando el olor fue més intenso.

61



Figura 16. Perfiles cromatograficos obtenidos por HS-SPME-GC-MS, de la fragancia de la
flor de B. suaveolens a la 9 p.m. A. Recubrimiento de PDMS y B. Recubrimiento de
PDMS/DVB.
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3.2 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA FRAGANCIA DE

LAS FLORES, DURANTE EL DIA Y LA NOCHE

En la Tabla 10 se reporta la composicion quimica de la fragancia de las flores de
B. suaveolens extraida por HS-SPME, a diferentes horas del dia, empleando el
recubrimiento de PDMS/DVB. La identificacién de los componentes volétiles se
realizé con base en los espectros de masas e indices de retencion de Kovats
obtenidos experimentalmente. En la Figura 17, aparecen los perfiles
cromatograficos de la fragancia de las flores, obtenidos por GC-MS, en funcién del

tiempo de muestreo.

En total se identificaron 35 compuestos quimicos presentes en la fragancia de las
flores de B. suaveolens, extraidos por HS-SPME, de los cuales 4, 10 y 8
compuestos, no fueron hallados a las 6 a.m., 9 a.m. y 12 M, respectivamente, i.e.

hexanal, hexanol, indol, sesquiterpenoides y algunos bencenoides.

Los datos presentados en la Tabla 10 confirmaron, que el trans-b-ocimeno
(833-41%) y 1,8-cineol (18-26%), fueron los constituyentes mayoritarios en la
fragancia para cada uno de los muestreos realizados, seguidos de monoterpenos,

b-mirceno y sabineno. En la Figura 18, aparecen las estructuras quimicas de los

volatiles extraidos por HS-SPME de la fragancia de las flores.
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Tabla 10. Composicion gquimica de la fragancia de las flores, extraida por HS-SPME, usando el
recubrimiento de PDMS/DVB, a diferentes horas del dia.

Pico Cantidad relativa, %

Ne @ 1" Compuesto 2pm. 3am. 6am. 9am. 12M 3p.m. 6pm. 9p.m.
1 - Hexanal tr r - - - tr tr tr
2 - (2)-3-Hexen-1-al 0,1 r - - tr tr tr 0,1
3 - Hexanol - r - - - tr tr tr
4 - a-Tuyeno 1,7 15 0,9 1,5 1,7 18 1,6 1,6
5 - Benzaldehido 0,2 0,7 4.4 53 40 20 0,4 0,4
6 - a-Pineno 2,0 30 0,5 1,6 1,6 18 1,7 1,6
7 - 6-Metil hept-5-en-2-ona 0,2 0,7 1,1 1,3 1,0 0,3 0,2 0,2
8 - Sabineno 4.0 34 2,5 4.0 3,9 29 3,6 3,0
9 - b-Pineno 1,7 14 1,1 1,6 2,0 1,6 1,3 1,4
10 - b-Mirceno 6,6 6,3 6,0 5,6 6,2 6,0 7,0 6,0
11 1008 Alcohol bencilico 14,8 10,6 9,6 1,9 2,6 51 8,3 12,5
12 1026 1,8-Cineol 19,3 22,8 235 26,5 259 26,2 19,9 18,4
13 1026 cis-b-Ocimeno 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3
14 1042 trans-b-Ocimeno 36,2 35,3 36,7 41,7 38,5 37,9 35,3 33,2

15 1057 trans-Sabineno hidrato 0,2 0,3 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1
16 1071 Benzoato de metilo 0,1 0,2 0,4 0,4 0,4 0,2 0,2 0,2

17 1082 Terpinoleno 0,3 0,3 0,3 0,2 0,5 04 0,3 0,2
18 1082 Nonanal tr r 0,1 - - 0,1 0,1 tr

19 1086 Alcohol b-feniletilico 2,6 2.1 1,6 0,1 0,9 11 1,2 2,5
20 1119 allo-Ocimeno 0,3 0,4 0,4 0,4 0,5 0,3 0,3 0,2
21 1132 Citronelal 1,7 1,4 1,1 0,7 0,9 24 3,7 2,0
22 1151 Terpinen-4-ol 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1
23 1172 Salicilato de metilo 0,3 2.4 3,3 3,9 3,7 1,0 0,2 0,3
24 1176 a-Terpineol 1,4 1,6 2,0 1,1 14 17 2,3 1,2
25 1185 Decanal 0,1 r tr - tr tr 0,1 0,1
26 1209 Citronelol 21 1,6 1,1 0,5 1,8 31 4.0 3,0
27 1216 4-Metoxi benzaldehido 0,1 r 0,1 1,3 1,1 1,3 0,2 0,1
28 1216 Neral 0,1 0,1 tr tr 0,1 0,2 0,2 0,2
29 1234 Geraniol 2,3 1,2 0,5 tr 0,2 11 4.8 51
30 1244 Geranial 0,8 0,5 0,2 0,3 0,7 1,7 1,6 2,1
31 1259 Indol 0,7 0,7 1,5 - - 0,1 1,3 1,9
32 1702 Farnesol 0,1 0,1 - - - tr 0,1 0,2
33 1718 Farnesal 0,1 0,5 0,5 - - tr tr 0,5
34 1732 Benzoato de bencilo 0,3 0,1 tr - - tr 0,3 0,6
35 1840 Salicilato de bencilo 0,3 0,3 0.1 - - tr 0,2 0,9

* Porcentajes calculados (promedio de tres mediciones), con base en los % de areas de los picos
cromatograficos.

tr : Trazas

a : N° de pico cromatogréfico en la Figura 17
b : indices de Kovats determinados experimentalmente en una columna DB-1 (60 m).
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Figura 17. Cromatogramas tipicos obtenidos por HS-SPME-GC-MS-(PDMS/DVB) de la

fragancia de flores de la B. suaveolens, a diferentes horas del dia.
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Figura 18. Estructuras quimicas de los metabolitos secundarios volatiles extraidos de la
fragancia de las flores de B. suaveolens. Ver identificacion, segun el ndmero, en la

Tabla 10.
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Se observd un aumento en el nimero y la cantidad extraida de varios
componentes presentes en la fragancia, conforme avanzaba el dia;
especialmente, durante las horas de la tarde y la noche, entre 6 y 9 p.m., y en
menor cantidad, durante el dia, entre 9 a.m. y 12 M., como se aprecia en los

cromatogramas de la Figura 17 y, en la Figura 19.

Figura 19. Variacion del area cromatografica total de los volatiles presentes en la
fragancia de las flores, en funcién de diferentes horas del dia.
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Se debe resaltar, la aparicion en la mezcla durante las toras de la noche y en
mayor proporcion a la 9 p.m., del indol (1,9%), benzoato y salicilato de bencilo
(0,6 y 0,9%, respectivamente), junto con los sesquiterpenoides farnesal (0,5%) y
farnesol (0,2%). Adicionalmente, se observo el aumento en la cantidad relativa

durante la noche, de algunos volatiles presentes en la fragancia (ver Tabla 10);

e.g. la pareja de monoterpenos oxigenados citronelol-citronelal y geraniol-geranial,
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estuvieron presentes en todos los muestreos, sin embargo, sus cantidades
relativas fueron mayores a la 6 p.m. para citronelolcitronelal y 9 p.m. para
geraniol-geranial. Los alcoholes bencilico y b-feniletilico, se caracterizaron por un
aumento muy significativo en su cantidad relativa (14,8 y 2,6%, respectivamente),

alas 12 p.m.

Otros compuestos oxigenados alifaticos, tales como hexanal, (Z)-3-hexen-1-ol,
hexanol, nonanal y decanal, siempre estuvieron en proporciones muy bajas, a
nivel de trazas o no cuantificables, especialmente, en las horas del dia

(6 a.m.-12 M).

La familia de compuestos que se hall6 en mayor proporcion en la fragancia para
todos los muestreos, fue la de hidrocarburos monoterpénicos, presentandose su
cantidad relativa mas alta (56,6%) a las 9 a.m.; los monoterpenos oxigenados
alcanzaron el contenido relativo maximo (36,8%) a las 6 p.m.; en menor cantidad
se encontraron los compuestos oxigenados alifaticos (alcoholes, aldehidos y
cetonas) e indol, asicomo se muestra en la Tabla 11 y la Figura 20. Sin embargo,
se debe destacar, el alto contenido de compuestos oxigenados totales, en todos
los muestreos, muy cercano al de los hidrocarburos monoterpénicos. Los
bencenoides, i.e. ésteres y alcoholes aromaticos, estuvieron en mayor proporcion

(17-19%), durante la noche, especialmente, alrededor de la medianoche.

69



Tabla 11. Cantidad relativa (%) por familias de compuestos, presentes en la fragancia de las flores de
B. suaveolens, en funcion del tiempo de muestreo.

Familiade compuestos Cantidad relativa, %

12p.m. 3am 6am. 9am. 12M 3p.m 6p.m 9p.m.

Hidrocarburos monoterpénicos 53,0 51,8 48,4 56,6 55,0 52,8 51,4 47,5

Monoterpenos oxigenados 27,9 29,6 28,7 29,3 31,3 36,8 36,8 32,2
Sesquiterpenoides® 0,3 0,6 05 - - tr 0,1 0,7
Bencenoides 18,6 16,4 19,5 12,8 12,8 10,7 10,9 17,5

Otros compuestos oxigenados ® 0,3 0,7 11 1,3 1,0 0,3 0,3 0,3
Compuestos nitrogenados ° 0,7 0,7 15 - - 0,1 1,3 1,9

Compuestos oxigenados totales 47,0 47,3 49,8 434 45,1 47,9 48,0 50,7

* Porcentajes calculados (promedio de tres mediciones), con base en los % de areas de los picos
cromatograficos.

a : Farnesol y farnesal.
b : Aldehidos, cetonas y alcoholes alifaticos
c : Basicamente, indol

Figura 20. Variacion por familias de compuestos en la fragancia de flores de la B. suaveolens, en
funcién del tiempo de muestreo.
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3.3 IDENTIFICACION POR GC-MS DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

VOLATILES DE LA FRAGANCIA

La identificacién de los metabolitos secundarios volatiles presentes en la fragancia
de las flores de B. suaveolens para 24 horas, fue realizada con base en los indices
de Kovats y la comparacion de los espectros de masas experimentales con los de
las bibliotecas del GC-MS, asi como estudiando los patrones de fragmentacion de
cada compuesto. A continuacion, se presentan algunos ejemplos de
fragmentacién para monoterpenoides, ésteres, alcoholes e indol, presentes en la

fragancia.

3.3.1 b-Mirceno. En la Figura 21, aparece el espectro de masas del b-mirceno y
su patrén de fragmentacion. Su fragmentacion es tipica para la gran mayoria de
los monoterpenos. El ion molecular M™ en m/z 136 corresponde a la formula
CioHis Yy posee una intensidad baja (4%). Su fragmentacion conduce a la
formaciéon de iones caracteristicos para monoterpenos, a saber: (M-CHz)" en
m/z 121, (M-CHz-C;H4)" en m/z 93 como el pico de base, y el fragmento
(M-CH3-C,Hs-2H)" en m/z 91. La presencia de enlaces dobles en la molécula
condiciona la generacion del fragmento en m/z 69 como resultado de la ruptura
alilica en el M™, seguida de la eliminacion de la molécula de etileno, para formar el
ion alilo en m/z 41. Los fragmentos de intensidad baja en m/z 121 y 107, provienen

de la eliminacion del M™ de los radicales CHs' y C2Hs, respectivamente.,
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Figura 21. Espectro de masas y patron de fragmentacion del b-mirceno.

o=

[SA=]

471

Intensidad, %
A
]

1 s 3 re=J

1=

! 107
o ...3.2..:‘!‘...;{!:‘..,(.3'“'.:'*! !...‘.,‘:.E.‘? ..'..1,‘?'?‘:!:,.1.1.5.',:... ‘,
30 40 50 SO 7O 80 90 100 110 120 130 1440

53 z
|

ERES

+ +
| Ruptura alilica j\ 1 'C2H4 /\
|

m/z 41 (46%)

m/z 69 (58%)
m/z 136 (4%)

-CH, .
CH + -2H +
; 4 (M_CH3_C2H4) (M'CH 3-C2H4- 2H)
! + m/z 93 (100%) m/z 91 (22%)
m/z 121 (8%)
_CZH + - 2H4 +
G\A'Csz) M-CHCH)

m/z 107 (5%) m/z 79 (16%)

72



3.3.2 Geraniol. En el espectro de masas del geraniol, no se registra la sefial del
M* en m/z 154, debido a su gran inestabilidad y rapida fragmentacion en
diferentes iones fragmento. Los fragmentos (M-CHs)", (M-H20)" y (M-H20-CHs)"
enm/z 139, 136 y 121, respectivamente, confirman la presencia de los grupos CHs
y OH en la molécula. El ion en m/z 93 (20%), tipico para la mayoria de
monoterpenoides, se genera del fragmento (M-H,O)"", por la pérdida del radical
CsH;. El pico de base, se forma por la ruptura alilica en el M™, con la formacion
del fragmento en m/z 69 (100%), seguido de la eliminacién de una molécua de

etileno para formar el pico en m/z 41 (47%), confirmando la presencia de enlaces

dobles en la molécula, como se muestra en la Figura 22.

3.3.3 Benzoato de bencilo. EI M" de esta molécula, mediante un
reordenamiento y posterior pérdida de una molécula de agua, genera el fragmento
(M-H,0)", en m/z 194 (18%), de intensidad media. La ruptura a en el M", produce
el fragmento de intensidad alta en m/z 105, ion caracteristico para la mayoria de
los ésteres aromaticos, seguida de la pérdida de CO, para formar el ion en m/z 77
(24%). La sefial en m/z 91, se debe a la ruptura bencilica del M*™, con la formacién
del ion tropilio, el cual elimina acetileno para formar el fragmento en m/z 65,
confirmando asi, la presencia del radical bencilo en la molécula. El espectro de
masas Yy ruta de fragmentacion del benzoato de bencilo, se muestran en la

Figura 23.
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Figura 22. Espectro de masas y patrén de fragmentacion del geraniol.
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Figura 23. Espectro de masas y patron de fragmentacion del benzoato de bencilo.

Intensidad, %
1y
q

2122

o- L 31? I': .'l" m”l !,!_h . m| i e N 1 . Al L i 252
+
cO
-C,H,0’ ‘
— T, —22.c, H
miz 51 (7%)
m/z 105 (100%) miz 77 (24%)
O

s G

m/z 65 (8%)
m/z 212 m/z 91 (44%) m/z 91

-H,0
SR (M-H,0)"
miz 194 (18%)

75



3.3.4 Alcohol bencilico. La sefial del M™ en m/z 108, es la de mayor intensidad
en el espectro de masas. Un pico (M-OH)" con la intensidad media en m/z 91
(19%), se debe a la ruptura bencilica en el M", acompaiiada de la eliminacién de

acetileno y formacion del fragmento en m/z 65 (7%).

El ion molecular se fragmenta, eliminando un H para generar (M-H)" en m/z 107
(68%), el cual libera una molécula de CO vy, luego, consecutivamente dos atomos
de hidrogeno, produciendo el fragmento CgHs" en m/z 77 (58%). Este ultimo,

pierde una molécula de acetileno, formando el fragmento en m/z 51 (18%).

Aunque, la intensidad del ion tropilio en m/z 91 fue mediana, su formacién a causa
de la ruptura bencilica y la pérdida del radical hidroxilo, confirmaron la presencia
de estos grupos en la molécula. El fragmento (M-H-0)™ en m/z 90 (8%) confirma,

que la molécula es un alcohol.

3.3.5 Indol. En el espectro de masas del indol (ver Figura 25) el ibn molecular
aparece en m/z 117 (100%), y es el fragmento de mayor intensidad. El
rompimiento del enlace carbono-heteroatomo, seguido de la eliminacion de HCN,
conduce a la aparicion del fragmento (M-HCN)* en m/z 90. La estabilidad muy alta
del ion molecular, su masa impar y la pérdida de una molécula de acido

cianhidrico, confirman la naturaleza heteroaromatica nitrogenada de la molécula.
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Figura 24. Espectro de masas y patron de f
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Figura 25. Espectro de masas y patron de fragmentacion del indol.
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3.4 MUESTREO POR HS-SPME-GC-MS IN VIVO DE LA FRAGANCIA DE LAS

FLORES DE B. suaveolens

En la Tabla 12, se registra la composicion quimica de la fragancia de las flores,
obtenida por HS-SPME, in vivo. En la Figura 26, aparecen los cromatogramas
tipicos obtenidos por HS-SPME-GC-MS, de la fragancia de las flores vivas y

recolectadas; muestreo realizado a las 9 p.m.

La composicion quimica de la fragancia obtenida in vivo, fue similar a la de la flor
recolectada y cortada en pequefias partes, de acuerdo con el nimero de los
componentes registrados. La discrepancia radicé en las diferencias de la cantidad
relativa (%), que fue mayor para algunos componentes volatiles obtenidos in vivo,
e.g. citronelal (7%), a-terpineol (10%), citronelol (9%), geranial (10%), geraniol
(13%), benzoato de bencilo (ca.1%), farnesol (1%) y farnesal (0,5%). Sin embargo,
se presentd una disminucion en la cantidad relativa del sabineno, b-mirceno e

indol (véase también la Tabla 10).

Es importante resaltar, que para este tipo de muestreo, la familia de compuestos
en mayor proporcion, correspondié a los monoterpenos oxigenados (60,9%),
comparado con el 32,2% para el muestreo a las 9 p.m., donde las flores eran
cortadas en pequefas partes. Los hidrocarburos monoterpénicos estuvieron en un

porcentaje inferior (16%) inclusive mas bajo que bencenoides (20,2%).
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La diferencia en los resultados obtenidos entre los dos muestreos fue producida,
posiblemente , por dos razones: (1) los cambios en la composicion de la fragancia
durante el proceso de recoleccion, cortado y envasado, pueden conducir a la
pérdida de algunos volatiles y/o (2) a la diferencia en el volumen del headspace
del recipiente empleado para el material vegetal en ambos tipos de muestreos,

como variable en la cantidad extraida por la fibra.

Tabla 12. Composicién quimica de la fragancia in vivo de flores de la B. suaveolens,
obtenida por HS-SPME-GC-MS a las 9 p.m.

Pico Compuesto Cantidad Pico Compuesto Cantidad
N©? relativa, % N relativa, %
2 (z)-3-Hexen-1-ol - 19  Alcohol b-feniletilico 1,0
3 Hexanol - 20 allo-Ocimeno 0,1
4 a-Tuyeno 0,07 21 Citronelal 6,7
5 Benzaldehido 19 22  Terpinen-4-ol 0,7
6 a-Pineno 0,2 23  Salicilato de metilo 1,6
7 6-Metil-5-hepten-2-ona tr 24  a-Terpineol 10,0
8 Sabineno 0,4 25 Decanal 0,2
9 b-Pineno 0,2 26 Citronelol 9,3
10 b-Mirceno 1,0 27  4-Metoxi benzaldehido tr
11  Alcohol bencilico 13,9 28 Neral tr
12 Eucaliptol 10,1 29 Geraniol 13,6
13  cis-b-Ocimeno 0,2 30  Geranial 10,2
14 trans-b-Ocimeno 13,8 31 Indol 1,1
15 trans-Sabineno hidrato 0,3 32 Farnesol 1,3
16 Benzoato de metilo 0,2 33 Farnesal 0,5
17 Terpinoleno tr 34  Benzoato de bencilo 0,8
18 Nonanal tr 35  Salicilato de bencilo 0,7

* Porcentajes calculados (promedio de tres mediciones), con base en los % de areas de los picos
cromatograficos. tr : Trazas y a : N° de pico cromatografico en la Figura 26A.
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Figura 26. Cromatogramas tipicos obtenidos por HS-SPME, de las fragancias de flores de
B. suaveolens: A. Muestreo in vivo y B. Muestreo de la flor recolectada y cortada en
pedazos. Hora de muestreo: 9 p.m.
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3.5 DERIVATIZACION DE LOS COMPUESTOS CARBONILICOS PRESENTES

EN LA FRAGANCIA DE LAS FLORES DE B. suaveolens

En la Figura 27, aparecen los perfiles cromatograficos obtenidos por GC-ECD,
para los derivados (hidrazonas) de aldehidos alifaticos patréon y aquellos,

presentes en la fragancia de las flores de B. suaveolens; hora de muestreo: 9 p.m.

Mediante la derivatizacion con PFPH de la fragancia, se confirmd la presencia de
los aldehidos alifaticos lineales, i.e. hexanal, nonanal y decanal, extraidos también
por HS-SPME sin derivatizacion. De igual forma, fue detectada la respectiva
hidrazona del etanal, presente en concentracién tan baja, que no fue registrado

por HS-SPME -GC-MS, sin derivatizacion.

Los demas compuestos identificados por GC-ECD, mediante la comparacion de
sus tiempos de retencién con los de patrones certificados, analizados bajo las
mismas condiciones operacionales, también se registraron en HS-SPME-GC-MS

sin derivatizacion, éstos son benzaldehido, citronelal y geranial.

Las composiciones de las fragancias fueron similares, tanto para la derivatizacion
realizada al headspace de flores cortadas en pequefios pedazos, como para flores
vivas. La diferencia estuvo en la intensidad en los picos cromatograficos, la cual

fue mayor en el muestreo realizado directamente sobre la flor viva, estimando una
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mayor concentracion de compuestos carbonilicos, cuando se hace este tipo de

muestreo.

Figura 27. Perfiles cromatograficos de los derivados (hidrazonas): A. Patrones de
aldehidos alifaticos y B. Fragancia de flores de B. suaveolens.
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3.6 EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO DE LOS METABOLITOS

SECUNDARIOS EN LA FLOR DE B. suaveolens

En la SFE de las flores de B. suaveolens, no se observo la presencia de volétiles,
obtenidos por HS-SPME. Un aumento en la linea base del cromatograma

(Figura 28A), sugiere la presencia en el extracto de compuestos no volatiles, tales

como pigmentos de la flor o algunas grasas (membranas celulares).

Estos resultados (pérdida de volatiles) pueden ser explicados con base en el
método de extraccion empleado. El extractor Soxhlet de alta presion utilizado en la
investigacion, tiene la desventaja durante la despresurizacién, de expulsar al
exterior parte de los componentes muy volatiles, junto con el dioxido de carbono,
obteniendo un extracto final, enriquecido en compuestos semi-volatiles o no
volatiles, arrastrados por el CO, supercritico del material vegetal durante el

proceso de extraccion.

Con base en lo anterior y, conociendo de la literatura [1,4,5,9-16] acerca de la
presencia de dcaloides tipo tropano en las plantas del género Brugmansia, se
procedid a la busqueda de éstos en el extracto. El andlisis cromatografico
desarrollado en el modo de deteccion full scan, reveld la presencia de
escopolamina en una cantidad y resoluciébn muy bajas, asi como se muestra en la
Figura 28A, motivo por el cual = realizé el andlisis cromatografico en el modo

SIM (Monitoreo de iones seleccionados), para la escopolamina, donde su
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deteccidn se redujo a la busqueda de los compuestos con los iones caracteristicos
en m/z 94, 138 y 303, tipicos para este alcaloide tropanico. En la Figura 28B,
aparece el perfil cromatografico, correspondiente a la escopolamina, donde se
aprecia una mayor “resolucion” y sensibilidad alcanzada en el modo SIM,

comparado con el de full scan.

Figura 28. Perfiles cromatogréficos de los extractos aislados por SFE de flores de
B. suaveolens: A. Modo de deteccién full scan y, B. Modo de deteccién SIM (m/z, 94, 138,
303).

Escopolamina A

AL

T T T I T T T I L T T ’ T T T I T LI T I LI T T ’ T T T T I T T T T

10 15 20 25 30 35 40 tiempo, min

Escopolamina B

M%

1 T T T ’ T T T | T LI | T T 17 | T T T ’ 1T 77 ’ T T | T T T

10 15 20 25 30 35 40 tiempo, min

85



3.7 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA ESCOPOLAMINA EN LAS

FLORES Y HOJAS DE B. suaveolens

En la Figura 29, se observan los cromatogramas de los extractos de la corola,
cdliz y hojas de B. suaveolens, obtenidos por la técnica LLE-B, segun esta descrito
en la parte experimental. En éstos, aparece el pico cromatografico
correspondiente a la cocaina, utilizada como patron interno (Istd), para la
cuantificacion de la escopolamina. La identificacién de cada uno de los alcaloides

se realiz6 con base en sus espectros de masas (verFigura 30).

La concentracién de la escopolamina en los extractos organicos, se determiné

mediante el método de adicion del patron interno, usando la siguiente formula:

C istd X Ax
Aistd

Cx=

Cx: Concentracion de escopolamina en el extracto, ppm;
Cista: Concentracion de cocaina (Istd) en el extracto, ppm;
Ax: Area de la sefial cromatografica (cuentas) de la escopolamina;

Aista: Area de la sefial cromatogréfica (cuentas) de la cocaina (lstd).
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Figura 29. Perfiles cromatograficos de los extractos obtenidos por LLE-B, de diferentes

partes de la planta B. suaveolens.

25 34 COROLA
Cocaina
27.17
Escopolamina
L_JLI. b |
10 15 20 25 30 35 40 tiemSpC()) min
25.36 CALIZ
H,C~N COOCH,
% H C 27.17
o
H3C\N
(o] .
© H CHOH
Y
(o]
- _,1[[ |
10 15 20 25 30 35 40 | tiemEQ o
25.34 HOJA
H,C~N COOCH,
H
O
(o]
H3C~N
2708 O H CHZOH
4 O \\
(o] [ j
L
10 15 20 25 30 35 40 tiemgcg) i

87



Figura 30. Espectros de masas de la escopolamina y la cocaina.
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En el espectro de masas de la cocaina, aparece el ion molecular M~ en m/z 303
(23%), el cual se disocia, eliminando el radical CsHsCO," para formar el fragmento
en m/z 182. El ion de mayor intensidad en m/z 82, se produce como resultado de

una doble ruptura b de los enlaces adyacentes al nitrégeno.

Otros fragmentos caracteristicos en el espectro de masas de la cocaina,
corresponden al ion en m/z 272, formado por la eliminacién del radical CH;O', y a

los picos complementarios en m/z 105y 198, debido a la ruptura a del M™".

La escopolamina también presenta el M en m/z 303 (24%), con similar intensidad
a la de la cocaina. La pérdida de agua del M" genera un fragmento de muy baja

intensidad en m/z 285, y la ruptura bencilica origina el ion en m/z 122.

El ion pico de base en el espectro, m/z 94, proviene de la doble ruptura b de los
enlaces adyacentes al nitrogeno del sistema tropano. Otros fragmentos de
intensidad alta 0 media, corresponden a los iones en m/z 138 (83%) y 154 (24%),

y son producidos por la ruptura a del enlace éster, con la localizacion de la carga,

en ambos casos, sobre el fragmento nitrogenado.

Determinada la cantidad de escopolamina, en cada uno de los extractos

organicos, se procedido a calcular la cantidad en miligramos (mg), del alcaloide

presente por kilogramo de material vegetal fresco.
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La escopolamina se encontrd principalmente, en la corola (320 mg/kg material
vegetal) y en caliz (330 mg/kg); seguido en las hojas, con un contenido inferior al

80 mg/kg, asi como se muestra en la Figura 31.

Figura 31. Cantidad de la escopolamina (mg alcaloide/kg material vegetal) encontrada en
diferentes partes de la B. suaveolens.
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La cantidad de la escopolamina en cada una de las partes de la planta, concuerda
con los datos encontrados en estudios realizados para diferentes especies
[1,4,12,15], donde el alcaloide ha sido encontrado principalmente en la flor y, en
menor cantidad, en sus hojas. Cabe resaltar, la ausencia de atropina o0 su
enantibmero hiosciamina, en los extractos obtenidos de B. suaveolens; estos
alcaloides también han sido reportados en varias especies de plantas de géneros

Brugmansia o Datura [1,5,10,15].
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4. CONCLUSIONES

1. La técnica de HS-SPME, es un método practico, rapido y sensible para la
extraccion de los componentes volatiles presentes en la fragancia de las flores de
B. suaveolens. El recubrimiento de la fibra, PDMS-DVB, resultdé ser mas eficiente

para la extraccion de los volétiles, que la fibra PDMS.

2. Se detectaron un total de 35 compuestos en los diferentes extractos obtenidos

por HS-SPME de la fragancia de las flores, a diferentes horas del dia. Los

componentes mayoritarios presentes en la fragancia de las flores de
B. suaveolens, correspondieron a los monoterpenoides, i.e. trans-b-ocimeno y

1,8-cineol (eucaliptol).

3. El estudio por HS-SPME-PDMS/DVB de la fragancia de las flores de

B. suaveolens, determind una fracciéon volatii rica en hidrocarburos

monoterpénicos (47-56%), para todos los muestreos, seguido de los
monoterpenos oxigenados (27-36%) y bencenoides (10-19%). En una cantidad
relativamente mas baja, estuvieron los compuestos oxigenados alifaticos

(0,3-1,3%), i.e. hexanal, (Z)-3-hexen-1-ol, hexarol, nonanal y decanal.
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4. La composicion quimica y la intensidad de la fragancia de flores de
B. suaveolens, depende de la hora de muestreo, posiblemente, por el cambio en el

metabolismo, relacionado conla luz solar.

5. La fragancia intensa, con mayor nimero de volatiles y la presencia de indol,
benzoato y salicilato de bencilo, fue encontrada dura nte la noche o en momentos
cuando la intensidad solar era minima (madrugada, amanecer), en comparacion
con la obtenida durante el dia, cuando la composicion de la fraccion volatil de las
flores era pobre en compuestos extraidos y también escasamente percibible por el

olfato humano.

6. La composicion quimica de la fragancia de flores vivas fue similar a la del
headspace de flores recolectadas y cortadas, sin embargo, algunos volatiles i.e.
citronelol, geranial, benzoato y salicilato de bencilo, presentaron diferencias

cuantitativas para los dos tipos de flores.

7. La derivatizacion con PFPH de componentes carbonilicos presentes en la
fragancia de las flores de B. suaveolens, permitid registrar etanal, no detectado

por HS-SPME -GC-MS sin derivacion.
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8. La SFE, usando Soxhlet de alta presién, resulté ser un método de extraccion
poco adecuado para el aislamiento de componentes volatiles, debido a su pérdida,
durante la etapa de despresurizacion. Sin embargo, este método es adecuado
para aislar componentes poco volatiles, tales como &cidos grasos, alcaloides y/o

pigemnetos.

9. La LLE-B (diclorometano) de los extractos acuosos de las diferentes partes de
B. suaveolens, ofrecid una mayor eficiencia en la extraccion de la escopolamina
en la flor, en comparacion con la SFE. La cantidad de la escopolamina encontrada
en la planta, fue mayor en la flor (caliz y pétalo), 650 mg/kg y, en menor cantidad,

en las hojas, 80 mg/kg.

10. Los resultados obtenidos en esta investigacibn muestran, que la especie
Brugmansia suaveolens, son una fuente natural importante de alcaloides
tropanicos (i.e. escopolamina), ademas de la fragancia agradable de sus flores
constituidas principalmente, por hidrocarburos monoterpénicos y compuestos
oxigenados, presentandose como una fuente interesante y novedosa para el
desarrollo de nuevas fragancias y aromas para la industria de alimentos,

perfumeria y cosmética.
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5. RECOMENDACIONES

Los muestreos de la fragancia por HS-SPME in vitro, se deben realizar con flores
en buen estado, recién recolectadas del arbusto y no debe pasar un periodo muy
largo desde la recoleccién hasta la extraccién, para evitar la pérdida de los
componentes muy volatiles o aquellos que pueden estar a niveles muy bajos o en

trazas.

Para un estudio mas completo acerca de la composicién quimica de la fragancia,
es recomendable utilizar otras técnicas para el analisis de volatiles, tales como
S-HS, D-HS (purga & trampa) y SDE, teniendo presente la necesidad de contar
con suficiente material vegetal, es decir, varios arbustos de la misma especie bajo
condiciones ambientales muy similares, con el objetivo de evitar posibles
alteraciones de la fragancia por agentes externos i.e. lluvia, temperatura, plagas,

nutrientes del suelo, intensidad de la luz solar, entre otras.
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