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(Desorcion de CO, a temperatura programada)
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RESUMEN

TITULO: ISOMERIZACION CATALITICA DEL ESTRAGOL AL ANETOL A
PARTIR DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes lucida”

AUTOR: Liliana Rocio Bernal Rueda”™

PALABRAS CLAVE: Tagetes lucida, aceite esencial, estragol, trans-anetol,
hidrotalcita, MWHD, GC-MS, GC-FID, isomerizacion catalitica.

DESCRIPCION

trans-Anetol es un metabolito secundario producido por plantas como Pimpinella
anisum, se utiliza como aditivo saborizante en bebidas alcohdlicas, en la
formulacion de pastas de dientes y es un precursor natural de moléculas
bioactivas. La demanda mundial de trans-anetol se aproxima a 5000 toneladas por
afio, por lo que existe la necesidad de obtenerlo a través de sintesis, ya que
fuentes naturales no son suficientes. Un método de sintesis sencillo es la
isomerizacion del estragol, compuesto que se encuentra presente en el aceite
esencial de Tagetes lucida, en cantidad mayor de 96%.

Se realizo la transformacién catalitica del AE de T. lucida (COL. N° 512074) para
obtener trans-anetol empleando MgAI-4HT. ElI AE se obtuvo por MWHD en un
equipo tipo Clevenger con reservorio de destilacibn Dean-Stark. La sintesis del
catalizador se realizé por el método de coprecipitacién y se caracterizé por DRX,
FTIR, BET y TPD-CO,, La cuantificacién de los productos se realiz6 en un equipo
Agilent Technologies AT 6890N por GC-FID. La separacién de los compuestos se
efectu6 en una columna capilar de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-5MS); se
empled n-tetradecano como estandar interno. La identificacion de los productos,
se realiz6 en un equipo GC AT 6890 con detector selectivo de masas AT MSD
5973 (EIl, 70 eV). Se utilizaron columnas DB-5 y DB-WAX (60m x 0.25mm, D.I. X
0.25 um, ds). Los compuestos se identificaron por comparacion de sus espectros
de masas con los de las bases de datos ADAMS, NIST y Wiley y sus indices de
retencién lineales. La transformacion del AE de T. lucida presentd una conversion
de 98% y una selectividad de 87%, a 200 °C, relacion AE:catalizador, 5:1 durante
2 h. Los productos mayoritarios de la reaccion fueron trans-anetol (770 = 14 mg/g
AE), cis-anetol (124 + 8 mg/g AE) y p-anisaldehido (1,8 £ 0,3 mg/g AE).

* Trabajo de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Elena E. Stashenko. Co-directores: Jairo
René Martinez y Yuri Cérdoba Campo.
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DESCRIPTION

trans-Anethole is a secondary metabolite produced by plants such as Pimpinella anisum,
is used as a flavoring additive in alcoholic beverages, in the formulation of toothpaste and
it is a natural precursor of bioactive molecule. The world demand for trans-anethole is
approaching around 5000 ton per year, which generates the need to obtain it through
synthesis, since natural sources aren’'t enough. A simple synthesis method is by means of
the isomerization of the estragole, compound that is present in the essential oil (EO) of
Tagetes lucida in 96%.

The catalytic transformation of Tagetes lucida EO (COL. N ° 512074) was performed to
obtain trans-anethole using MgAI-4HT. The EO was obtained by MWHD in a Clevenger-
type equipment with a Dean-Stark distillation reservoir. The catalyst was synthesized by
the coprecipitation method and it was characterized by DRX, FTIR, BET and TPD-
CO,.The quantification of the products was done in an Agilent Technologies AT 6890N
equipment by GC-FID. The separation of the compounds was carried out in a capillary
column of 5%-phenyl-poly (methylsiloxane) (DB-5MS) and n-tetradecane was used as
internal standard. The identification of the products was done in a GC AT 6890 equipment
with selective mass detector AT MSD 5973 (El, 70 eV). DB-5 and DB-WAX columns (60m
x 0.25mm, D.I. x 0.25 uym, d;) were used. The compounds were identified by comparison of
their mass spectra with those of the ADAMS, NIST and Wiley databases, and their linear
retention indexes. The transformation of Tagetes lucida EO showed a conversion of 98%
and selectivity of 87%, at 200 °C, ratio EO: catalyst, 5:1 for 2 h. The main products of the
reaction were trans-anethole (770 = 14 mg / g EO), cis-anethole (124 + 8 mg / g EO) and
p-anisaldehyde (1.8 + 0.3 mg/ g EO).

*
Degree work
*%

Science Faculty. Chemistry School. Director: Elena E. Stashenko. Co-directors: Jairo René
Martinez and Yuri Cérdoba Campo.
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INTRODUCCION

Colombia posee una extraordinaria riqueza de especies vegetales, compuesta por
una gran variedad de plantas aromaticas, fuentes de aceites esenciales (AE). Los
AE son productos de alto valor agregado; estan constituidos por compuestos
bioactivos con cualidades sensoriales, terapéuticas y curativas, y se utilizan en las
industrias cosmeética, farmaceéutica, de sabores y fragancias, de alimentos y de
productos de aseo [1]. Ademas, algunos constituyentes de los AE se emplean
como precursores en sintesis organica fina [2]. Sin embargo, estos recursos no se
han aprovechado completamente para contribuir al desarrollo de nuevos mercados
en el pais. El estudio de estas especies promisorias representa una gran
oportunidad para impulsar, fortalecer y liderar la industria de los productos

naturales [1].

Los componentes de los AE se pueden transformar por métodos quimicos,
cataliticos o enzimaticos, lo que permite potencializar algunas de sus propiedades

como aromatizantes, saborizantes o agentes farmacolégicos [2].

El AE de Tagetes lucida (Familia Asteraceae) hace parte de las especies
denominadas “anises” y es interesante por su intenso aroma y sabor; presenta en
su composicion al estragol (1-alil-4-metoxibenceno) como componente mayoritario
(95-97%) [3], que es un isdbmero estructural del trans-anetol [trans-1-metoxi-4-
(prop-1-enil)benceno], compuesto de alto valor por su amplio uso como
saborizante en alimentos y bebidas alcohdlicas [4], y en la formulacion de
productos de higiene bucal [5]. El trans-anetol es un componente aromético que se
encuentra presente en los AE de Foeniculum vulgare (50-60%), Pimpinella anisum
(80-90%) e lllicium verum (80-90%), todas de la familia Umbelifera [6]. El
trans-anetol posee diversas propiedades biolégicas, entre ellas figuran actividades

antioxidante [7], antimicrobiana [8], anticancerigena [9], antiinflamatoria [10],
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insecticida [11] y anestésica [12], y es un precursor natural de los neolignanos,
compuestos biactivos que se encuentran en la naturaleza y que son atractivos por
sus propiedades farmacolégicas, del hidrodietilestibestrol (agente estrogénico) [13]

y del anetol tritiona (inhibidor del adenocarcinoma) [14].

Actualmente, la demanda de trans-anetol a nivel mundial se encuentra alrededor
de 5000 toneladas por afio [6], y su obtencién, a partir de fuentes naturales, no es
suficiente para satisfacer la demanda tan alta, lo que genera la necesidad de
obtenerlo a través de sintesis. El trans-anetol se obtiene sintéticamente a partir del
estragol empleando diferentes precursores y bases, por ejemplo, KOH. Los
métodos sintéticos tienen algunas desventajas, porque llegan a ser procesos
dispendiosos, ya que se emplean temperaturas altas (>200 °C), ademas existe
una baja conversion al trans-anetol, que implica una separacion y disposicion final
de los residuos de la reaccion, lo que lo hace poco favorable con el medio
ambiente. Otro aspecto negativo de este proceso es la estereoselectividad baja,
porque forman tanto trans-anetol como cis-anetol. El cis-anetol no es interesante

para la industria, ya que presenta toxicidad alta, olor y sabor desagradables [15].

El estragol es un precursor para la sintesis del trans-anetol; sin embargo, el
estragol y sus metabolitos son genotoxicos y pueden inducir la formacién de
tumores hepaticos, lo que se mostr6 en experimentos con animales [16]; su
empleo esta limitado en alimentos a una concentracion limite recomendada de
0.05 mg/kg [17].

En la actualidad, un método de sintesis sencillo para obtener el trans-anetol es a
través de la isomerizacion del estragol, que involucra un solo paso de la reaccion,
al cambiar la posicion del doble enlace en la cadena alifatica. El aceite esencial de

Tagetes lucida es una fuente de este precursor. Es asi como se plantea darle un

21



uso alternativo a este AE, al realizar una conversion catalitica de su componente

mayoritario, estragol para obtener trans-anetol, el compuesto con alto valor.

Realizar esta conversion con el uso de un catalizador que implique una sencilla
manipulacion y recuperacién con alto rendimiento y selectividad, representa una
alternativa sintética altamente apreciable, desde el punto de vista industrial y
ambiental. De esta manera, se contribuira al estudio y aprovechamiento de la
biodiversidad del pais, al obtener trans-anetol a partir de una fuente natural, una
planta aromatica de rapido crecimiento, lo que eventualmente permitira suplir la

demanda actual del trans-anetol.

El objetivo principal de este trabajo fue el estudio de las mejores condiciones para
la isomerizacion del estragol al trans-anetol a partir del aceite esencial de Tagetes
lucida, con el uso de la hidrotalcita MgAI-4HT, como catalizador sélido de caracter
bésico. Se determind que en condiciones de 200 °C, relacion AE: catalizador (5:1)
y 2 h de reaccion, se observa la mayor actividad catalitica para esta reaccion, y se
obtienen altos valores de conversion (98%) y selectividad (87%), sin necesidad del

uso de solvente.

Para la identificacion de los productos de la transformacién catalitica del estragol
al trans-anetol a partir del AE de T. lucida se emple6 cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) y su cuantificacion se realiz6 con

cromatografia de gases acoplada a un detector FID (GC-FID).

Trabajos previos desarrollados en el grupo de investigacién, sobre la
transformaciéon catalitica de los componentes de AE, se realizaron en Copaifera
officinalis usando Zeolita ZSM-5 [18], Pimpinella anisum con Zeolita Y [19], y la
transformacion del trans-anetol al cis-anetol se estudio sobre Zeolitas HY y
radiacion UV-VIS [20].
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Este trabajo forma parte del Macro-Proyecto Union Temporal Biored-CO-
CENIVAM vy de la linea de investigacibn de transformacion de AE y sus
componentes mayoritarios, que se realizd en el Centro de Investigacion en

Biomoléculas, CIBIMOL, de la Universidad Industrial de Santander.
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Barranquilla, Colombia) y VIII Simposio Brasilero de Aceites Esenciales (SBOE,
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23



1. ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEORICO

1.1. Tagetes lucida

Tagetes lucida es una hierba aroméatica, perenne y erecta, que pertenece a la
familia Asteraceae. Esta especie es originaria de Guatemala, México y Honduras,
y se conoce popularmente, en el idioma espafiol, como pericon, hierba anis,
estragon de invierno y hierba de Santa Maria [21]. Esta distribuida naturalmente
en Centroamérica y Surameérica en alturas entre 1000 y 2000 m y se cultiva,
principalmente, en lugares templados [21], crece entre 46-76 cm de alto y 48 cm
de propagacion. Contiene, varios o muchos tallos partiendo de la base, mas o
menos ramificados. Tiene hojas pequeias, verdes, lineares a oblongas, muy
aromaticas y flores amarillas. Estas Ultimas son bisexuales y son polinizadas por
insectos (Véase Figura 1).

Figura 1. Tagetes lucida. A. Arbusto. B. Flor. Foto: Liliana Bernal. Centro de
Investigacion de Excelencia CENIVAM. Universidad Industrial de Santander,

Bucaramanga, octubre 20 de 2015.
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Esta planta se utiliza ampliamente en la medicina tradicional desde el siglo XVI,
para el tratamiento de diversas enfermedades. La infusion de hojas y de flores se
usa para combatir diarrea, reumatismo, asma Yy resfriado, contra los dolores
estomacales, nauseas, vomitos, dolores menstruales, disenteria y malaria [22]. En
México, la planta se recomienda para tratar problemas emocionales, tales como
ansiedad, irritabilidad y depresion [23]. Ademds, se le atribuyen propiedades
digestivas, diuréticas, febrifugas, hipotensoras, narcéticas, anestésicas, sedantes
y estimulantes [24]. La planta se usa como condimento (sabor a anis), insecticida
y planta ornamental. La Tabla 1 muestra la identificacion botanica de
T. lucida [25].

Tabla 1. Identificacion botanica de Tagetes lucida.

Nombre cientifico Tagetes lucida
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Tagetes
Especie lucida

El extracto metandlico de T. lucida actia sobre bacterias y hongos fitopatogenos
[26], posee propiedades antidepresivas en ratas [27] y tuvo un efecto mas
significativo en la captacion de radicales libres, en comparacion con o-tocoferol y
flavonoides estandar, en un ensayo DPPH®° [28]. EI AE de T. lucida es un potente
repelente contra Sitophilus zeamais, a dosis entre 0.063 y 0.503 mL/cm?[29]. Por
otra parte, la administracion oral del extracto metandlico de T. lucida en ratas

macho Wistar mostrd efectos en la calidad espermatica y estructura testicular [30].
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La composicion quimica del AE de T. lucida depende de su distribucion
geografica. Se determin6 que los principales componentes del aceite son metil-
eugenol (80%) y estragol (12%), en México [31]; estragol (45%) y metil-eugenol
(20%), en Hungria [32]; anetol (23,8%), eugenol (24,3%) y estragol (33,9%), en
Guatemala [33]; estragol (96.8%), en Cuba [34] y estragol (95-97%), en Costa
Rica [3]. En Colombia, el componente mayoritario del AE de esta planta es
estragol (95,7%) [35]. En México, a partir de un extracto metandlico de T. lucida,
se aislaron cuatro compuestos cumarinicos [36]; de la raiz, se aislaron tres
bitienilos y un a-tertienil [37]. En Guatemala, se ha encontrado un nuevo
flavonoide glicosidico y dos nuevos acidos fendlicos, aislados de las hojas secas
[28]. Los flavonoides en las partes aéreas de la planta se han identificado como
patuletina, isorhamnetina, quercetagetina 3-O-arabinosil galactésido e
isorhamnetina 7-O-glucésido [37]. Se han reportado en T. lucida pequefias
cantidades de monoterpenos, -mirceno (0.6-1.8%), (E)-B-ocimeno (0,2%) y linalol
(0,2-0,3%) [3]. En el aceite de las flores, se identificaron dos compuestos

minoritarios que resultaron ser bitienilos [3].

1.2. GENERALIDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES

1.2.1. Definicidn. Los aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias
organicas de bajo y mediano peso molecular (<350 Da), que constituyen la
fraccion volatil de metabolitos secundarios, que se sintetizan por las plantas. Los
metabolitos secundarios juegan un papel primordial en la proteccién de las
plantas, ya que actlan como agentes antibacterianos, antifingicos, antivirales y
antialimentarios. Por estas propiedades, los aceites se han incorporado a
diferentes productos en las industrias farmacéutica, agrondmica, sanitaria,

cosmética, alimentos y perfumes [1].
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Los AE son rara vez coloreados, son fluidos a temperatura ambiente, solubles en
lipidos y en disolventes orgénicos. Poseen una densidad generalmente mas baja
qgue la del agua. Se sintetizan en todas las partes de la planta, es decir, brotes,
flores, hojas, tallos, ramas, semillas, frutas, raices, madera o corteza, y se
almacenan en las células secretoras, cavidades, canales, las células epidérmicas

o tricomas glandulares [38].

1.2.2. Composicion quimica de los aceites esenciales. Los componentes
mayoritarios de los AE forman parte de un grupo de compuestos llamados
terpenos. Los terpenos son hidrocarburos que estan constituidos por unidades de
isopreno, con férmula molecular CsHg y nombre IUPAC 2-metilbuta-1,3-dieno; asi,
un terpeno esta constituido por un multiplo de cinco atomos de carbono [39]. Los
terpenos se clasifican en grupos basados en el nUmero de unidades de isopreno
presentes, por ejemplo, los monoterpenos, CioH16, Y sesquiterpenos, CisHoq4 [40].
Los derivados oxigenados de estos compuestos se denominan terpenoides, entre

ellos, se encuentran alcoholes, fenoles, aldehidos, cetonas, ésteres y lactonas.

Un grupo menos frecuente en los aceites esenciales son los fenilpropanoides [41],
gue son compuestos aromaticos con una estructura basada en el esqueleto del
fenilpropano (Ce-C3) 0 en el esqueleto del metilbenceno (Cs-C;). Los
fenilpropanoides conforman una clase de compuestos naturales entre los que se

encuentran éteres fendlicos, cinnamamidas y lignanos [41].

Compuestos como estragol y su isomero de posicién trans-anetol hacen parte de
los fenilpropanoides. El estragol y el trans-anetol son compuestos de la familia de
los alilbencenos y se diferencian Unicamente en la posicién del doble enlace en la
cadena alifatica. Se encuentran presentes en diversas plantas aromaticas (Véase
Tabla 2).
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Tabla 2. Contenido (%) de estragol y trans-anetol en los AE de algunas plantas
aromaticas [35, 42, 43-45].

Especie Cantidad relativa (%) :
Nombre cientifico Nombre comun Referencia
Estragol trans-Anetol

Artemisia dracunculus Estragén francés 75 1.5 [42]
Croton zehntneri Canela silvestre 84.7 - [43]
Foeniculum vulgare Hinojo 5.8 73.3 [35]
lllicium verum Anis estrellado 4.1 82.5 [35]
Myrrhis odorata Perifollo oloroso 1.7 85.5 [44]
Ocimum basilicum Albahaca 56.6 0.74 [44]
Pimpinella anisum Anis 2.0 93.7 [45]
Tagetes filifolia Anis silvestre 61.3 36.6 [44]

T. lucida Estragon de invierno 93.8 - [35]

1.3. ESTRAGOL

El estragol se emplea como saborizante en comida tradicional y bebidas de anis;
también, se consume en infusiones del hinojo para prevenir y aliviar flatulencias y
espasmos [46] y se usa como un repelente natural de insectos [47]. La estructura

quimica del estragol se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Estructura quimica del estragol (1-alil-4-metoxibenceno).
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El estragol mostro actividad antibacteriana contra Pseudomonas syringae pv.
actinidiaeines, causante de la enfermedad bacteriana en el kiwi, con una

concentracion minima inhibitoria de 1250 ppm [48]. El estragol presenta una
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importante actividad anti-toxoplasmatica [49], antimicrobiana [43], insecticida
[47,50], antiinflamatoria [51] y antifungica [52].

A pesar de esto, el estragol se considera como una sustancia genotdxica y
cancerigena; estudios en roedores han mostrado su capacidad para generar
tumores hepéticos, cuando se encuentra en concentraciones altas [53,54]. La
razon de su actividad hepatotoxica se debe a su biotransformacién en derivados
como 1'-hidroxiestragol y 1'-hidroxi-2',3'-dehidroestragol [55]. La sulfonacion de 1'-
hidroxiestragol da lugar al metabolito inestable, 1'-sulfoxiestragol, que se
descompone para generar un carbocation reactivo capaz de unirse
covalentemente al ADN, lo que conduce a la formacion de aductos, responsables
del efecto cancerigeno [56-58]. Ademas de ser metabolizado a productos
genotdxicos, estragol es una genotoxina de accion directa débil que forma aductos
con ADN [59]. Estudios del metabolismo de estragol en seres humanos sefialan

gue es similar al metabolismo en roedores [46].

1.4. trans-ANETOL

El 80% de la produccién de trans-anetol se emplea en las pastas de dientes,
enjuagues bucales y jab6on de tocador [6]. También, como saborizante y
aromatizante en alimentos como helados, tortas, dulces, bebidas, licores y gomas

de mascar [6].
El trans-anetol posee diversas propiedades bioldgicas, entre ellas, figuran
actividades antioxidante [7], antimicrobiana [8], anticancerigena [9],

antiinflamatoria [10], insecticida [11] y anestésica [12].

El trans-anetol contiene un anillo aromatico activado por un grupo electrodonador

(MeO-) y una parte propenilica que lo hace participe de diferentes reacciones
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tipicas de alquenos (Véase Figura 3), por ejemplo, la cicloadicion tipo Diels-Alder
[13, pag. 257]. Este compuesto es un precursor natural de moléculas bioactivas,
como los neolignanos, compuestos que se encuentran ampliamente en la
naturaleza y que son atractivos por sus propiedades farmacoldgicas, del
hidrodietilestibestrol (agente estrogénico) [13] y del anetol tritiona (inhibidor del
adenocarcinoma) [14].

Figura 3. Estructura quimica del trans-anetol (trans-1-metoxi-4-(prop-1-
enil)benceno).
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1.5. TRANSFORMACION CATALITICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Un éarea de investigacion en los AE bastante atractiva es la transformacion de sus
componentes mayoritarios a compuestos nuevos con otras propiedades, para su
aplicacion en las industrias cosmética, farmacéutica y de productos de aseo [1].
Una alternativa de sintesis “limpia” para obtener diferentes productos, es el uso de
catalizadores. Un catalizador es una sustancia que altera la velocidad de una
reaccion, pero, sin alterar su identidad quimica durante todo el proceso [60]. El
modo de accién de un catalizador es cambiar el mecanismo de una reaccion para
acelerarla, bajando su energia de activacion. Los sistemas cataliticos pueden
operar en fase homogénea, cuando el catalizador esta disuelto con los reactivos, 0
en fase heterogénea, cuando los reactivos y el catalizador forman fases diferentes.

En un proceso catalitico heterogéneo, los productos de reaccién y el catalizador se
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pueden separar facilmente, y si el catalizador mantiene su identidad quimica, se
puede reutilizar varias veces [60]. Entre los catalizadores soélidos utilizados para la

sintesis de fragancias, se han reportado las zeolitas y las hidrotalcitas [61].

1.5.1. Hidrotalcitas. Las arcillas son materiales naturales abundantes en la
superficie terrestre, y han sido estudiadas para aplicaciones en catalisis ambiental,
qguimica fina y sintesis organica [62]. Son arcillas anidnicas que se encuentran en
la naturaleza y es posible sintetizarlas de una manera econémica y sencilla [62,
63]. Son materiales laminares de estructura semejante al hidroxido de magnesio
(brucita), en los cuales se han sustituido parte de los cationes divalentes de Mg**,
gue se encuentran coordinados octaédricamente, a seis grupos hidroxilo (OH"),
por cationes trivalentes como el Al**, lo que genera un exceso de carga que debe
ser compensada por la incorporacién de aniones entre dos capas, para neutralizar
la carga positiva; los aniones suelen ser carbonatos (CO3?), pero también pueden
ser nitratos (NOg3) o cloruros (CI); ademas, se puede incorporar moléculas de
agua entre las capas, a través de puentes de hidrogeno con los grupos OH". Las
capas se apilan una sobre la otra y se mantienen unidas por interacciones débiles

entre los hidrogenos (Véase Figura 4) [64].

Cuando se trata de una hidrotalcita sintética, se la denomina hidroxido doble
laminar (LDH, Layered Double Hydroxide). La variedad de las familias de
materiales tipo hidrotalcita que se pueden sintetizar, es enorme. Al cambiar la
naturaleza del cation y del anién interlaminar, se modifican propiedades como la
basicidad de la hidrotalcita, la distancia entre cationes dentro de las laminas y el
espaciado basal, y se preparan materiales con propiedades inusuales. Su
composicién general se representa por la formula [M* 1.« M**, (OH)2][A" ] MH-0,
en donde M** y M*" son los cationes divalente y trivalente, respectivamente, A" es
el anion intercambiable, m es la cantidad de agua presente en la region

interlaminar y x es la relacién M**/(M?* + M**) [65].
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Figura 4. Estructura de la hidrotalcita, [M*1.x M**, (OH)2][A"xn].mH,0O. Capas
laminares formadas por cationes de magnesio y aluminio, coordinadas
octaédricamente a grupos hidroxilo, con la presencia de iones carbonato y

moléculas de agua en su espacio interlaminar. Tomado de [64].

OH
HO mOH -
Mgz+
HO \/OH
OH
HO OH
A
HO \/ OH
OH

El OH presente en la estructura de la hidrotalcita, puede actuar como el sitio activo
en la superficie, que funciona como una base tipo Brgnsted, capaz de abstraer un
hidrogeno de un carbono a de la molécula del estragol. En la Figura 5, se

describe un posible mecanismo para la isomerizacion del estragol al anetol
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catalizada por el grupo OH" de la hidrotalcita. La abstraccion del hidrégeno lleva a
la formacion de un carbanién intermediario que sufre interconversion en su
ordenamiento espacial dando las formas trans- y cis-, que se estabilizan al
deslocalizar la carga en el sistema alilico; y asi la base es capaz de poner el
hidrogeno ahora en la nueva posicién alilica para dar formacién a trans- y

cis- anetol [66].

Figura 5. Posible mecanismo de isomerizacion del estragol al anetol promovido
por MgAI-4HT [67].
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1.6. METODOS DE CARACTERIZACION DEL CATALIZADOR

1.6.1. Difraccion de rayos X. La técnica de difraccion de rayos X (DRX)
suministra informacion sobre los compuestos cristalinos presentes en un solido.
Los compuestos cristalinos se forman por moléculas que se ordenan en celdas
unitarias, que, a su vez, se empacan en una disposicién periddica en tres
dimensiones. La técnica consiste en hacer incidir un haz de rayos X sobre el sélido
sujeto a estudio. La interaccion entre la radiacion X y los electrones de la materia
gue atraviesa dan lugar a la difraccién, que se produce Unicamente en algunas
direcciones. El angulo en el cual se difractan estos rayos se puede predecir por
medio de la Ley de Bragg (Véase Ecuacion 1). La intensidad de la difraccion de
los rayos X en funcion del angulo de difraccion, constituye un patron de difraccion,

gue se usa para identificar las fases cristalinas presentes en el sélido [68].

nd = 2dsen@ Ecuacion 1

1.6.2. Espectroscopia de Infrarrojo. La espectroscopia de infrarrojo (IR) es una
técnica que se basa en la excitacion de los modos de vibracion de los enlaces
entre los atomos al absorber radiacién infrarroja, que se presenta solo si la
molécula cambia su momento dipolar eléctrico. Un cambio en el momento dipolar
de la molécula implica una variacion de la longitud de los enlaces (movimientos de
estiramiento) o un cambio en su movimiento fuera de su plano actual (movimientos
de flexion). Cada compuesto, segun las caracteristicas de sus enlaces, absorbera
radiacion de una o varias longitudes de onda especificas por lo que podra ser
identificado [69].
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1.6.3. Fisisorcion de nitrégeno, segun el método Brunauer, Emmett y Teller.
El método estandar que se usa en la caracterizacién de catalizadores sélidos, fue
desarrollado por Brunauer, Emmett y Teller (BET). Este método se basa en un
modelo de fisisorcién que tiene en cuenta la formacién de multicapas y, con base
en este, se deriva la Ecuacion 2, que permite determinar el volumen de la

monocapa del adsorbato (Vm) y luego el area superficial del solido (As).

— Vm
S T 22414

Nyo Ecuacion 2

Donde:
Na : es el nimero de Avogadro
o : es el area cubierta por una molécula de nitrégeno (N,). El valor para o,

generalmente aceptado, es de 0,162 nm?[68].

La adsorcion de nitrogeno a temperatura de ebullicion (77 K) es una técnica
utilizada para determinar el area superficial de un catalizador e identificar su
textura porosa. La interaccion establecida por fuerzas intermoleculares, tipo van
der Waals, de un gas con los atomos de la superficie de un sélido describe el
fenbmeno de fisisorcion [70]. A la relacion (temperatura constante), entre el
volumen de gas adsorbido, contra su presion relativa se le denomina isoterma de
adsorcién. Esta isoterma permite calcular el area superficial del sélido, el tamafio
de poro y su distribucién. Las isotermas experimentales pueden clasificarse segun
seis tipos, de acuerdo con la IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada), pero solo cuatro se encuentran usualmente para la caracterizaciéon de

catalizadores (Véase Figura 6) [70].
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Figura 6. Cuatro tipos de isotermas de adsorcion de nitrégeno establecidos por
la IUPAC [70].
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1.6.4. Desorcion de CO, a temperatura programada. La desorcion de CO, a
temperatura programada (TPD) es un método para evaluar las propiedades
basicas de las superficies solidas y esta basado en la adsorcion quimica del CO,
sobre los centros activos de la superficie del solido y su posterior desorcion
mediante un aumento progresivo de la temperatura [71]. La temperatura de
desorcion muestra la fuerza de la interaccion que hay entre ellos, y da una medida
de la fuerza béasica de estos sitios cataliticos. Una vez desorbido el CO, pasa a un
gas transportador y se analiza en un detector apropiado como el de conductividad
térmica [72]. El nimero de sitios basicos se obtiene del area del pico de desorcion.
Por lo tanto, la técnica TPD proporciona un método simple para determinar tanto la

fuerza, como el nimero de sitios basicos [66].
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1.7. METODOS DE OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

1.7.1. Hidrodestilacién asistida por la radiacion de microondas. En la
hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD, por sus siglas en
inglés), se emplea un balon de fondo redondo de 2 L de capacidad, en el cual se
introduce el material vegetal, previamente molido, junto con una cantidad conocida
de agua. El bal6on se introduce en un horno de microondas convencional, el cual
tiene un orificio lateral, por donde se conecta al sistema de refrigeracion y
recuperacion de los volatiles. Se emplea un equipo tipo Clevenger con reservorio
de destilacion Dean-Stark [73]. El horno se opera, generalmente, por 15 min, con
una potencia de 600 W, proceso que se repite tres veces con el fin de mejorar el
rendimiento de extraccion. Cuando el sistema se somete a la radiacion de
microondas, el agua hierve y los vapores producidos atraviesan las estructuras
celulares de la planta y permiten la vaporizacién de los compuestos volatiles
contenidos en ellas. La radiacion de microondas permite un calentamiento mas
efectivo y selectivo, que logra acortar el tiempo de destilacion de horas a minutos
[74]. Por ultimo, el aceite esencial se decanta, i.e., se separa del hidrolato, y se

seca con sulfato de sodio anhidro.

1.8. TECNICAS INSTRUMENTALES DE ANALISIS

1.8.1. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La
cromatografia de gases es una técnica de separacion para compuestos que tienen
alta o mediana volatilidad, baja polaridad, son termoestables y tienen bajo peso
molecular [75]. El principio de separacion de esta técnica se basa en una
distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases: una, estacionaria,
gue puede ser sdlida o liquida, y otra, mévil, que es gas. Las diferentes afinidades

gue tienen los componentes por las dos fases hacen que ocurra su separacion.
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A esta técnica, se encuentra acoplado un espectrometro de masas, que funciona
también como un detector cromatografico; en el las moléculas neutras se
convierten en iones, que se separan segun su relacibn masa/carga. El
acoplamiento de estas dos técnicas (cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, GC-MS) hace posible, en un solo paso, separar e

identificar los analitos en una mezcla [75].

1.8.2. Cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama. La
cromatografia de gases con detector de ionizaciéon en llama (GC-FID, por sus
siglas en inglés) es una técnica analitica muy comun para cuantificar los
compuestos presentes en una mezcla [76]. Este sistema trabaja como un detector
cuasi-universal que emplea una llama de hidrégeno + aire, por la cual se hace
pasar el eluyente de la columna; las moléculas organicas presentes se pirolizan y
producen iones, los cuales se recogen, por medio de una diferencia de potencial
de unos pocos cientos de voltios, entre la llama y un electrodo colector que
produce una sefal eléctrica, que se amplifica y pasa a través de un convertidor
analogo-digital y un sistema de adquisicion de datos. La cantidad de iones que se
producen en la llama, es proporcional al nimero de atomos de carbono en la

molécula del eluyente [76].
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2. CIENCIOMETRIA

El analisis cienciométrico de las publicaciones reportadas sobre la planta
Tagetes lucida, se realizé usando la base de datos Scopus (Elsevier). La Figura 7
muestra el nimero de publicaciones por afio en el periodo de 2000-2017. Se
utilizé la ecuacion de buasqueda TITLE-ABS-KEY (“Tagetes lucida”) y se
encontraron 50 articulos cientificos, en general, en promedio, tres articulos por
afo. Se observa, que se han publicado méas trabajos de investigacién en los
altimos siete afios, siendo el 2012 el afio con el mayor numero de publicaciones.
La Figura 8 muestra el numero de publicaciones, segun el pais, en el periodo de
2000-2017; México es el pais con mayor numero de publicaciones sobre esta
planta, seguido de Colombia y Cuba; paises en donde esta especie esta

ampliamente distribuida.

Figura 7. Numero de publicaciones por afio durante el periodo de 2000-2017.
Fuente: Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Tagetes
lucida”). Fecha de consulta: 21 de julio de 2017.

9_
8

n 8 -
e
o 7
.g 6 6
S 6 5
o i
3 ° 4 4

4_
S 3
o 3 -
o 2 2 2 2 2 2 2
e 2 -
> 1 1
zZ 4

0 0
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Afio de publicacién

39



Figura 8.Numero de publicaciones, segun el pais, durante los afios 2000-2017.
Fuente: Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“Tagetes
lucida”). Fecha de consulta: 21 de julio de 2017.
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Para conocer el estado actual de las investigaciones sobre las transformaciones
de componentes de los AE, se realizé un andlisis cienciométrico, en la base de
datos Scopus (Elsevier). Se emple6 la ecuacion de busqueda TITLE-ABS-KEY
(‘transformation” and “essential oil”). En la Figura 9, se muestra el numero de
publicaciones, por afio, en el periodo de 2000-2017. Se encontraron 210 articulos;
en promedio, en los ultimos diez afios, se ha aumentado el numero de
publicaciones y en los afios 2011, 2014 y 2016 se publicaron mas articulos sobre
la transformacion de los AE.
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Figura 9. Namero de publicaciones por afio en el periodo de 2000-2017. Fuente:
Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY (“transformation” and

“essential oil”). Fecha de consulta: 21 de julio de 2017.
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La isomerizacion del estragol al trans-anetol, se llevé a cabo por Srivastara y
colaboradores [77], quienes emplearon como catalizadores la hidrotalcita, la
zeolita X intercambiada con cesio y alimina impregnada con KOH, y observaron
mas de 90% de conversion y una selectividad entre 76 y 100%. Esta isomerizacion
también fue realizada por Sharma y colaboradores [78], quienes utilizaron
complejos de metales de Pd, Ru y Rh, a 491 K y presion atmosférica, sin
solvente. Con el complejo de RuCl3(AsPhs),-CH3;OH se obtuvo la mas alta
conversion (97%) y selectividad (87%) hacia trans-anetol. Kishore y colaboradores
[67] usaron diferentes series de hidrotalcitas de formula general M(I)M(11)-xHT,
donde M(Il) = Mg, Ni, Co, Zny Cu, y M(I) = Al, Fe y Cr con diferentes
combinaciones de los iones metalicos (representado por x). Entre las diversas
hidrotalcitas binarias estudiadas con Al como cation trivalente, Mg y Ni mostraron
la actividad mas alta, mientras que todos los otros iones metélicos bivalentes no

tuvieron ninguna actividad. La variaciéon del ion metalico trivalente revelé una
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actividad maxima para Al, seguido de Fe y Cr. Hidrotalcitas ternarias (HT)
mostraron que la inclusion de Niy Co en el armazon de la hidrotalcita producia un
sinergismo en el que MgNiAI-31 mostro 98% de conversion y MgCoAl-31, una
conversion del 88%, con una relacion de isomeros cis:trans alrededor de 15:85,
usando una relacion en masa de sustrato:catalizador de 10:1, a 200 °C.
Menéndez-Rodriguez y colaboradores [79] desarrollaron un sistema catalitico
eficiente, de bajo costo y selectivo para la isomerizacion de estragol, utilizando el
complejo de areno-rutenio(ll) [{RuCl(u-Cl)(n®-p-cimeno)},] en combinacién con
P(OMe);. Como un ejemplo, utilizando 100 mg de este complejo y 38 uL de
P(OMe); (1 equivalente por Ru), 10 mL del estragol pueden ser convertidos
cuantitativamente al anetol (98% de trans-selectividad), después de calentar la

mezcla a 80 °C durante 24 h.

De acuerdo con la revisién bibliografica, no se ha explorado la sintesis de
trans-anetol a partir del estragol, presente, como componente mayoritario del AE
de alguna planta aromatica, por ejemplo del AE de T. lucida. En este trabajo se
plantea darle un uso alternativo a este AE, que contribuird al estudio y
aprovechamiento de la biodiversidad del pais, al obtener trans-anetol a partir de
fuentes naturales, lo que eventualmente permitird suplir su demanda actual; por
medio de una transformacion, con un catalizador que implique una sencilla
manipulacion y recuperacion, y del estudio de las mejores condiciones en donde

se encuentre alto rendimiento y selectividad.

Entre los estudios realizados en el Laboratorio de CROM-MASS de la Universidad
Industrial de Santander, que hacen parte de la linea de investigacion de
transformacion catalitica de AE y sus componentes mayoritarios, se encuentra la
transformacion del aceite de copaiba (Copaifera officinalis) tratado con Zeolita
ZSM-5 a temperaturas superiores a 200 °C, donde los 34 sesquiterpenos en el AE
se transformaron rapidamente en mas de 200 compuestos aromaticos diferentes

que se encuentran tipicamente en la gasolina [18]. El tratamiento del AE de
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Pimpinella anisum con Zeolita Y, mostr6 que el contenido de trans-anetol
disminuyo del 95,6% (aceite original) al 79,6%, mientras que el cis-anetol aumento
del 0,1 al 7,83%, por lo que no es recomendable la catalisis de los procesos de
isomerizacion para el aceite de anis. El estudio sobre la transformacion del trans-
anetol sobre Zeolitas HY y radiacion UV-VIS, mostroé la formacion de cis-anetol y
diversos dimeros, entre ellos, (E)-3,4-bis(4,4’)-metoxibeno-hex-2-eno y 4,4'-
(13,2b,3a,4b)-1,2-bis(metoxifenil)-3,4-dimetilciclobutano [20].
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO

En la Tabla 3, se describen los reactivos, solventes, materiales y equipos, que se

utilizaron en este trabajo de investigacion.

Tabla 3. Reactivos, materiales y equipos utilizados.

Nombre Especificaciones
Reactivos
Estragol 98.5%, Sigma Aldrich Milwaukee, Wisconsin,
9 EE.UU.
99.5%, Sigma Aldrich Milwaukee, Wisconsin,
trans-Anetol
EE.UU.
Mg(NO3), Merck, Darmstadt, Alemania
AlI(NO3); Merck. Darmstadt, Alemania
NaOH Merck. Darmstadt, Alemania
Na(COs), Merck. Darmstadt, Alemania
Pureza: 99% Sigma Aldrich, Milwaukee, Wisconsin,
n-Tetradecano
EE.UU.
Disolventes

Grado analitico 99,8% Emscience, Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania.

Pureza 99.8%, Mallinkrodt Baker INC, (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, EE.UU).

Materiales

Micropipetas, 2-20, 25-250 y 100-1000 pL Brand, Wertheim, Alemania.

Agilent Technologies, Santa Clara, California,

Diclorometano

Etanol

Viales para cromatografia, 2 mL

EE.UU.
Pipetas Pasteur 230 mm, Brand GMBH Co. Wertheim, Alemania.
Balones aforados, 1,5, 50 mL Scott (Texas, EE.UU.)
Vasos de precipitados, 50, 100, 250 mL (Texas, EE.UU.).
Equipos 5
Balanza analitica Mettler Toledo Al204, (Nanicon, Suiza)
. Compac Il Centrifuge, Clay Adams, (Sparks,
S MD.EE.UU.).
Plancha de calentamiento RC Velp Scientifica (Usmate, Italia)
Bafio refrigerante Chiller 28L20K, Phaber, Colombia
. Modelo DH3009656, Whilpool, Benton Harboc, M,
Horno microondas EE.UU
Termocupla digital OMEGA Modelo HH12A. Taiwan
Estufa de secado ES%IL-JTHERM. Gravity OVEN. Electric Company,
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3.2. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La propagacion de T. lucida (voucher COL. N° 512074) se realiz6 por la técnica de
divisién de raices, que se traspasaron a 150 bolsas con tierra (mezcla de abono y
tierra, 1:2), donde se dejaron por dos meses. Posterior a esto, se plantaron en el
jardin experimental del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales Tropicales
(CENIVAM) de la Universidad Industrial de Santander en la ciudad de
Bucaramanga, Santander, Colombia (Véase Figura 10). Después de tres meses,
se realiz6 la cosecha del material vegetal: se colectaron las partes aéreas de la
planta (tallos, hojas y flores). El material colectado se pic6 de manera manual con

tijeras de jardineria.

Figura 10. Propagacion de Tagetes lucida. A. Siembra del material vegetal. B.
Cultivo de T. lucida establecido. Foto: Liliana Bernal. Centro de Investigacion de
Excelencia, CENIVAM. Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, junio
16 de 2015.

A. B.
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3.3 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes lucida

El aceite esencial de T. lucida se obtuvo por hidrodestilacion asistida por la
radiacion de microondas. Se utiliz6 un aparato tipo Clevenger, con trampa
Dean-Stark, adaptado a un horno microondas Samsung modelo AMWO0113M con
potencia de salida de 1200 W y frecuencia de radiacion 2.5 GHz. Se pesaron
400 g de material picado en un balén de fondo redondo de 2 L y se adiciond
agua (200 mL). Se realiz6 la extraccién por 15 min con potencia de 600 W y se
dejé en reposo por 5 min; el proceso de extraccion se realizoé tres veces (3x5 min).
El AE se secO en una pipeta Pasteur con sulfato de sodio anhidro y se almaceno
pasando la corriente de nitrégeno, a baja temperatura y protegido de la luz

(Véase Figura 11.)

Figura 11. Proceso de obtencion del aceite esencial. A. Montaje de
hidrodestilacién asistida por microondas. B. Material vegetal dispuesto en balones
de 2 L. C. Aceite esencial aislado en la trampa Dean-Stark. Foto: Liliana Bernal.
Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM. Universidad Industrial de

Santander, Bucaramanga, septiembre 21 de 2016.




3.4 CARACTERIZACION DE LOS COMPONENTES DEL ACEITE ESENCIAL DE
Tagetes lucida y DE LOS PRODUCTOS DE SU TRANSFORMACION
CATALITICA.

La Identificacion de los compuestos del AE y los productos derivados de su
transformacién catalitica se llevd a cabo en un equipo GC Agilent Technologies
(AT) 6890 Plus (Palo Alto, California, EE.UU.) acoplado a un detector selectivo de
masas AT MSD 5973 Network. Los componentes se separaron en dos columnas
capilares, una, con fase estacionaria de apolar 5%-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-
5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm, D.l. x 0,25 pm ds;
y, otra, con fase estacionaria polar de poli(etilenglicol) (DB-WAX, J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm, D.Il. x 0,25 ym d;. Se empled helio
(99.995%, Linde, Bucaramanga, Colombia) como gas de arrastre. La temperatura
del puerto de inyeccion fue de 250 °C, modo de inyeccion split (30:1). Para la
columna DB-5MS, la temperatura del horno se programé de 45 °C a 150 °C, a 4
°C/min, se aumento a 250 °C (5 min), a 5 °C/min, y a 275 °C (15 min) a 10 °C/min.
Para la columna DB-WAX la temperatura del horno se programé de 50 °C a 150
°C, a4 °C/min (7 min), y luego a 230 °C (40 min) a 4 °C/min. Los espectros de
masas se obtuvieron por impacto con electrones de energia de 70 eV. La
identificacion de los compuestos del aceite y de los productos de su
transformacién se realiz6 por comparacion de los espectros de masas y los
indices de retencion lineales experimentales (Véase, Ecuacién 3), con los de las
bases de datos ADAMS, NIST y WILEY, los reportados en la literatura [80,81],

usando los patrones de referencia certificados de estragol y trans-anetol.

IRL = 1001 + 100 (M) Ecuacién 3

tRN—tRn

Donde:
IRL: indice de retencion lineal del compuesto de interés x;

n: niumero de carbonos del n-alcano que eluye antes del compuesto de interés x ;
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N: nimero de carbonos del N-alcano que eluye después del compuesto de interés
X,

trx: tiempo de retencion del compuesto de interés x;

trn Y trn: tiempos de retencion de los n-alcanos de eluyen antes (trn) y después

(trn), del compuesto de interés.

Figura 12. Cromatoégrafo de gases GC AT 6890 Plus (Palo Alto, California,
EE.UU.) acoplado a un detector selectivo de masas AT MSD 5973 Network. Foto:

Liliana Bernal. Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM. Universidad

Industrial de Santander, Bucaramanga, 6 de julio de 2017.
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3.5 CUANTIFICACION DE COMPONENTES DEL ACEITE ESENCIAL DE
Tagetes lucida y DE LOS PRODUCTOS DE SU TRANSFORMACION
CATALITICA.

Los productos de la reaccion se analizaron en un cromatégrafo de gases AT
6890N (Palo Alto, California, EE. UU.) acoplado a un FID. La separacion de los
analitos se llevé a cabo en una columna capilar con fase estacionaria apolar de
5%-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de
60 m x 0,25 mm, D.I. x 0,25 pm d;, empleando helio (99.995%, Linde,
Bucaramanga, Colombia) como gas de arrastre. La temperatura del puerto de
inyeccion fue de 250 °C, modo de inyeccion split (30:1). La temperatura del horno
se program6 de 45 °C a 150 °C, a 4 °C/min, se aumentd a 250 °C (5 min), a
5 °C/min, y luego a 275 °C (15 min), a 10 °C/min. La cuantificacion de los
productos de la reaccion se llevo a cabo por el método de estandarizacion interna,
utilizando n-tetradecano como patrén interno y curvas de calibracién, empleando

sustancias de referencia certificadas de estragol y trans-anetol.

49



Figura 13. Cromatégrafo de gases AT 6890N (Agilent, Palo Alto, California,
EE. UU.) acoplado a un FID. Foto: Liliana Bernal. Centro de Investigacion de
Excelencia, CENIVAM. Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga,
6 de julio de 2017.

3.6 SINTESIS Y CARACTERIZACION DEL CATALIZADOR

3.6.1 Sintesis del catalizador: La sintesis de la hidrotalcita se realizé por el
método de coprecipitacion a baja sobresaturacién [82]. En este método, una
solucién A, que contiene nitratos de magnesio y de aluminio, en una relacion 4:1,
se preparé a partir de la mezcla de una solucion de AI(NO)3-9H,0 (0.4 M, 50 mL),
y Mg(NOS)z.GHZO (2.6 M, 50 mL) y una solucion B que contiene agentes de

precipitacion, en una relacion 1:10 (NaOH y Na,COs3), se prepard de la mezcla de
una solucion de NaOH, (6 M, 50 mL) y de una solucion de Na,(COs3), (0.6 M,
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50 mL) se mezclaron lentamente (1 mL/min), hasta alcanzar un pH cercano a 12
(Véase Figura 14). La muestra se envejecio a 65 °C durante 18 h, se filtré y lavo
(hasta total ausencia de nitratos y sodio en los liquidos de lavado), y se secé
durante 12 h en un horno de aire a 110 °C.

Figura 14. Sintesis de la hidrotalcita, MgAI-4HT.
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51



3.6.2. Caracterizacion del catalizador. La hidrotalcita se caracterizé por las

técnicas, que se describen a continuacion.

3.6.2.1. Difraccion de rayos X. La fase cristalina del catalizador se identificd por
la técnica de difraccidn de rayos X. Se utilizé6 un equipo BRUKER Modelo D8
Advance, con geometria Da Vinci (Alemania), bajo las siguientes condiciones:
radiacion de Cu, rendija de divergencia de 0,6 mm, Soller axial primario y
secundario de 2,5° detector lineal LynxEye, tiempo de muestreo de 0,8 s, rango
de medicién entre 3,5 y 70 ° 20. Este analisis se realizd en el Laboratorio de
Difraccion de Rayos X de la Universidad Industrial de Santander, a cargo del

profesor José Antonio Henao Martinez.

3.6.2.2. Espectroscopia de infrarrojo. Los grupos funcionales presentes en la
estructura de la hidrotalcita se determinaron por espectroscopia de infrarrojo, en
un equipo de infrarrojo Agilent Technologies (Santa Clara, California, EE. UU.) con
trasformada de Fourier modelo, CARY 630F, acoplado a un accesorio de
muestreo ATR, de diamante. Este analisis se realiz6 en el Laboratorio CROM-
MASS de la Universidad Industrial de Santander, a cargo de la profesora Elena E.

Stashenko.

3.6.2.3. Fisisorcion de nitrégeno por el método BET. Las propiedades
texturales: area superficial, volumen de poro y diametro de poro, se determinaron
mediante las isotermas de adsorcion de N,. Se utilizé un equipo 3FLEX
Micromeritics (Norcross, EE.UU.). Previamente al andlisis, el solido se desgasifico
a 200 °C durante 12 h. Este analisis se realiz6 en el Laboratorio de
Investigaciones en Catalisis (CICAT), de la Universidad Industrial de Santander, a

cargo del profesor Victor Gabriel Baldovino Medrano.
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3.6.2.4. Desorcion de CO;, a temperatura programada. La fuerza basica del
catalizador se determind por medio de la técnica de desorcibn de CO, a
temperatura programada en un equipo AutoChem Il 2920 Micrometrics (Norcross,
EE.UU.). Se realiz6 un pretratamiento térmico durante 15 min a 110 °C con rampa
de 10 °C/min, en flujo constante de helio a 50 mL/min. La adsorcion de CO; se
llevd a cabo a una temperatura de 50 °C, con un flujo de 20 mL/min, durante 90
min. La desorcion de CO; se realiz6 en flujo de helio (25 mL/min) por 60 min a 100
°C. La desorcion de CO, a temperatura programada con registro de datos se
efectué de 100 °C a 500 °C con una rampa de 5 °C /min. Este analisis se realizé
en el Laboratorio del Grupo de Catdlisis Ambiental (GCA) de la Universidad de

Antioquia, a cargo de la profesora Aida Luz Villa Holguin.

3.7 Disefio experimental del proceso catalitico

Para la transformacién catalitica del estragol, en el AE de T. lucida, empleando la
hidrotalcita MgAI-4HT como catalizador, se realizé un disefio experimental factorial
multinivel 23. Se analizaron como variables del proceso, la temperatura de la
reaccion, la relacion en peso del catalizador: peso AE y el tiempo de la reaccion.
La Tabla 4 muestra los pardmetros establecidos para cada variable, usando el

disefio experimental propuesto.
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Tabla 4. Parametros establecidos para el disefio experimental 2° con réplicas en

un punto.

Disefio experimental

Experimento

Temperatura, °C AE : Catalizador Tiempo, h
1 160 5:1 2
2 200 5:1 2
3 160 20:1 2
4 200 20:1 2
5 160 5:1 6
6 200 5:1 6
7 160 20:1 6
8 200 20:1 6
9 180 15:1 4
10 180 15:1 4
11 180 15:1 4
12 180 15:1 4
13 180 15:1 4

3.7.1 Proceso de reaccién catalitica

El catalizador (0,2 g, 1:5 00,04 g, 1:20) y el AE (1 g) se adicionaron a un bal6n
de 10 mL, que se conect6 a un sistema de reflujo y se agité a 200 rpm por 5 min.
El balon se colocé en un bafio de arena con agitacion a 250 rpm. La temperatura
se controld con un termostato (OMEGA HH12A, Taiwan). Una vez transcurrido el
tiempo establecido para cada experimento, se separé el AE del catalizador, por
centrifugacion. La muestra se prepard tomando 50 uL del AE, que se disolvieron
en 1 mL de una solucién stock de n-tetradecano (3200 ppm) en etanol, y se

analizo en cromatdgrafos de gases con FID y detector selectivo de masas, MSD.
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Figura 15. Montaje de reaccion catalitica del AE de T. lucida. Foto: Liliana Bernal.
Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM. Universidad Industrial de

Santander, Bucaramanga, junio 11 de 2016.

Sistema de
reflujo

El porcentaje de conversion se calculé con base en el area del pico cromatogréafico
obtenido para cada producto, usando la Ecuacién 4.

AI-eaestragol inicial _ Areaestra\gol final
AreaISTD AreaISTD
o sl ‘ .z
A) COnverSIOn - <Areaestrag01 icial > X 1 OO EcuaCIOn 4

AreaISTD
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Debido a que en esta reaccidbn se obtienen varios productos, se calculd la
selectividad, para cada uno de ellos, utilizando las Ecuaciones 5y 6.

(Area trans—anetol)

.. AreaISTD

0 - = - —

% Selectividad para trans-anetol ( Rreapoioroel  Areacis—amorel Areaotms) x 100

AreaigTp Areaigtp ™ AreajsTp
Ecuacion 5
(Arez’a cis—anetol)

% Selectividad para cis-anetol= Are3ISTD x 100

0 P a (Areacis—anetol Areatrgns—anetol + A'reaotros)

AreaISTD AreaISTD AreajsTp

Ecuacion 6
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Rendimiento del aceite esencial de T. lucida

El material vegetal (tallos, hojas y flores) se destil6 en fresco por MWHD vy se
obtuvo un rendimiento de 0,8 % p/p = 0,1 (s, n=3). Cuando se usaron hojas y
tallos, el rendimiento del aceite obtenido fue de 0,41 % p/p + 0,04 (s, n=3). Estos
resultados son similares a los obtenidos en estudios realizados en Guatemala,
Cuba, y Egipto, donde los rendimientos encontrados variaban de 0.5 a 0.79% [33,
34,83]. Vargas et al. [84], encontraron rendimientos de aceites entre 0,33 y 0,77
%, por destilacion con agua-vapor (2 h) y Mufioz et al. [7], reportaron rendimientos
del 0,9 % (hojas) y 0,5 % (flores), de plantas cultivadas en Santander, Colombia.
El rendimiento mas alto del AE, obtenido por la presencia de flores, fue similar al
reportado por Acosta et al. [85], donde se encontraron rendimientos de 0,95 %
(ramas con flores) y 0,63 % (ramas con hojas), siendo asi el estado de floracion de
la planta el mas oportuno para su recoleccion y obtencion de mayor cantidad de

aceite.

4.2 Composicion quimica del aceite esencial de T. lucida

Los metabolitos secundarios que se identificaron en el aceite esencial de T. lucida
se determinaron con base en sus espectros de masas (El, 70 eV). Los espectros
de masas obtenidos se compararon con los reportados en las bases de datos
Adams [81], Wiley y NIST. Los indices de retencion lineales se compararon con
los reportados por Babushok et al. [80], lo que permitio realizar una identificacién
tentativa de estos compuestos. El estragol y el trans-anetol se identificaron
positivamente usando sustancias de referencia certificadas. En la Figura 16, se

muestra el perfil cromatogréfico tipico del AE de T. lucida obtenido por MHWD.
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Figura 16. Cromatograma del AE de Tagetes lucida. Columna DB-5MS (60 m).
Split 1:30. MSD (ElI, 70). La identificacién de los componentes aparece en la Tabla 5.
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En el AE de T. lucida se identificaron nueve metabolitos secundarios (Tabla 5). La
cuantificacion del compuesto mayoritario, estragol, se realiz6 por medio de la
curva de calibracion (Véase Anexo A); los otros compuestos se cuantificaron

usando el estdndar interno, n-tetradecano. Las concentraciones se expresaron en

mg de compuesto por g de AE.

El compuesto mayoritario fue estragol (990 + 34 mg/ g AE, n=3), que pertenece a
la familia de los fenilpropanoides, seguido de B-mirceno (8 + 2 mg/g AE) y trans-3-
ocimeno (1,31 + 0,03 mg/ g AE), que son monoterpenos. Se encontraron otros
compuestos en cantidades menores (0,13%), que pertenecen a la familia de los
monoterpenos  oxigenados  (linalol),  sesquiterpenos  (trans-B-cariofileno,
B-farneseno, a-farneseno y germacreno D) y el fenilpropanoide (trans-anetol). En

la Figura 17, se muestra la clasificacion por familias de compuestos y la cantidad
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relativa (%), que cada una representa en el AE; segun la composicién quimica, la

esencia de T. lucida se puede clasificar como tipo fenilpropanoide.

Tabla 5. Composicion quimica del AE de T. lucida.

AE de Tagetes lucida

indices de retencion lineal (IRL)

mg

N° de DB-5MS DB-WAX compuesto/ g
pico Compuesto AE Tipo de compuestos
Fig. 15 Exp. [80] Exp. [80]  (%s,n=3)
1 B-Mirceno 986 989 1159 1161 8+2 Monoterpenos
2 trans-B-Ocimeno 1048 1048 1248 1250 1,31 +0,03
3 Linalol 1101 1099 1538 1543 1,3+0,1 Monoterpeno oxigenado
4 Estragol* 1210 1196 1665 1671 990 + 34 Fenilpropanoides
5 trans-Anetol* 1293 1285 1821 1826 0,51 +0,03
6 trans-B-Cariofileno 1427 1420 1607 1599 0,44 +0,03
7 B-Farneseno 1455 1456 1666 1668 0,85+ 0,05 Sesquiterpenos
8 Germacreno D 1493 1481 1716 1708 1,08 + 0,08
9 a-Farneseno 1499 1504 1738 1744 0,53+0,03

*ldentificados con base en los patrones de referencia certificados.

Figura 17. Clasificacion, por familias, de compuestos presentes en el AE de
T. lucida, obtenido por MWHD.

Cantidad relativa, %

100.0

80.0

60.0

40.0

20.0

0.0

98.3

0.9

0.3

0.1

Fenilpropanoide Monoterpenos Sesquiterpenos Monoterpenos
oxigenados

59



En la Figura 18, se presentan los espectros de masas (El, 70 eV) del estragol,
obtenidos de la corriente ionica total (TIC) del AE (A) y del patrén certificado (B).
La posible ruta de fragmentacion del estragol se muestra en la Figura 19, en
donde se observa el ion en m/z 148 (100%) que corresponde al ion molecular y es
pico de base. Los iones fragmento en m/z 147 (59%), 133 (23%), 121 (38%)y 117
(37%) se deben a la pérdida de los radicales de hidrégeno, metilo, vinilo y metoxilo
respectivamente. El ion (M-CH3)" en m/z 133 expulsa una molécula de CO que
genera el ion (M-CH3-CO)" en m/z 105 (24%); mientras que el ion fragmento (M-
C,oH3)" m/z 121 sufre la pérdida de una molécula de CH,O que forma el ion tropilio
con m/z 91 (23%) que, a su vez, por la pérdida de una molécula de C,H, crea el
ion m/z 65 (7%).

Figura 18. A. Espectro de masas (El, 70 eV) del estragol, componente
mayoritario del AE de T. lucida. B. Espectro de masas del patrén de referencia
certificado del estragol.
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Figura 19. Posible ruta de fragmentacion del estragol.
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La composicién quimica del AE de T. lucida fue muy similar a la encontrada en los
AE aislados de plantas cultivadas en Costa Rica [3], Cuba [34], Colombia [86],
Guatemala [87] y Egipto [83], se reportara el estragol, como componente

mayoritario (90%).

El estragol presenta varias actividades bioldgicas, entre ellas, antimicrobiana [43],
insecticida [47] y antiinflamatoria [51], y se emplea como saborizante y repelente
de insectos [50], pero por considerarse una sustancia genotdxica [56], su uso esta
limitado [17].

El B-mirceno, segundo componente mayoritario en el AE de T. lucida, actua como

un agente antibacteriano contra Staphylococcus aureus [88], tiene actividad anti-
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invasiva en células de cancer de mama humanas [89], y se emplea como
disolvente o agente diluyente para tintes y barnices y en la produccion de
polimeros terpénicos [90]. trans-B-Ocimeno se usa como insecticida y disolvente

para fines de limpieza [90].

4. 3. Estudios en medios acido y basico

La conversion del AE de T. lucida se realizé en medios acido y basico. Se empled
el HCI, como catalizador acido y el KOH, CaO y CaO/Al,O3, como catalizadores
basicos. El AE (1 g) y el catalizador CaO (0,2 g), CaO/Al,O3 (0,2 g), KOH (5 mL,
0.5 N) o HCI (5 mL, 0.5 N) se colocaron en un balén de 10 mL y se calentaron a
180 °C por 2 h. En la Figura 20, se muestran los porcentajes de conversion del
estragol al trans-anetol para cada uno de estos tratamientos. Se obtuvieron
mayores porcentajes de conversion con los catalizadores basicos utilizados, que
con el catalizador acido, de manera que, la reaccién de interés se ve favorecida en
medio basico, en donde el CaO tiene la mayor capacidad de conversion (23%),
seguido de CaO/Al,O3 (11%), KOH (5,5%) y HCI (3,4%). Los perfiles
cromatograficos de los tratamientos con HCl y KOH vy la identificaciéon de los
productos de la reaccién se muestran en los Anexos B y C, respectivamente. Los
perfiles cromatograficos de los tratamientos con CaO y CaO/AlLO3 y la
identificacion de los productos de la reaccion se muestran en los Anexos D y E,
respectivamente. En la Tabla 6 se muestran los porcentajes de selectividad hacia
trans-anetol, para cada tratamiento.
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Figura 20. Porcentaje de conversion (%) del estragol al trans-anetol en medios
acido y basico, usando el AE de T. lucida.
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Tabla 6. Selectividad de formacién del trans-anetol durante la isomerizacion del
estragol en medios acido y basico, usando el AE de T. lucida.

Compuesto

_ Selectividad, % (£s, n=3)
(Catalizador)

HCI 9,2+0,1
KOH 14, +1
CaO 15+2
CaO/Al,0O3 13+4

Los valores de conversion y selectividad bajos obtenidos en estos tratamientos,
indican que en esta reaccion estos catalizadores tienen una actividad y unas
selectividades bajas. Por esto se consideré la sintesis de un catalizador de
caracter basico como las hidrotalcitas, que muestran actividad para las reacciones
de isomerizacion de dobles enlaces [66].
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4.4 Caracterizacion del catalizador

La caracterizacion del catalizador sintetizado (MgAI-4HT), se realiz6 mediante
cuatro analisis que permitieron dar informacion sobre sus propiedades texturales,
fase cristalina, grupos funcionales y la concentracion de sitios bésicos presentes

en este material. Estas caracteristicas se describen a continuacion.

4.4.1. Determinacién de la fase cristalina por difraccién de rayos X: La Figura
21 muestra el difractograma obtenido de la hidrotalcita sintetizada. Para el andlisis
cualitativo de la muestra se utilizo la base de datos Search Match (Version 1.4,
Bruker, Massachusetts, EE.UU.), que permiti6é identificar hidrotalcita con férmula
Mgo,s33Al0,167(OH)2(C0O3)0 083(H20)0.75 Y PDF 89-0460, como la fase presente en la
muestra. El difractograma obtenido fue similar al reportado en la literatura [91, 92].

(Véase Anexo F).

Figura 21. Difractograma de la hidrotalcita sintetizada, MgAI-4HT.
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Con el software Powder X5 se obtuvieron los valores de 26 (posicion de los picos),
distancia interplanar (d), altura y area para los picos sefialados en la Figura 21,
gue se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de los picos de difraccion de la hidrotalcita sintetizada,
MgAI-4HT.

2 Theta d (A) Altura Area
115 7.7 10131 359815
23.1 3.8 3056 122184
28.2 3.1 112 5585
34.7 2.6 2070 89993
38.5 2.3 743 58966
39.2 2.3 903 77690
46.5 19 686 65275
58.7 1.6 71 6796
60.6 15 1285 42281
61.9 15 1197 41860
65.8 1.4 192 8038

4.4.2. Determinacién de los grupos funcionales presentes en el catalizador:
La identificacion de los grupos funcionales se realiz6 por espectroscopia de
infrarrojo. En la Figura 22, se observa una banda intensa y ancha en 3439 cm™,
que se asocia con una vibracion de tensién del enlace O-H, la cual se debe a la
estructura laminar y a las moléculas de agua en el espacio interlaminar. La banda
en 1618 cm™ se asocia con una banda de flexién del enlace O-H. Una banda
intensa y aguda en 1362 cm™, se debe a una vibracién de tension del enlace C-O,
asociada con el anién carbonato (COs?), debido a su presencia en el espacio
interlaminar de la hidrotalcita; y, una banda a 757 cm™, se atribuye a la vibracién
de tension del enlace Mg-O [93].
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Figura 22. Espectro infrarrojo de hidrotalcita sintetizada. Equipo de infrarrojo con

trasformada de Fourier modelo CARY 630F de Agilent Technologies.
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4.4.3. Anédlisis textural mediante isotermas de adsorcién-desorcién de
nitrégeno. Para determinar la porosidad del sélido, se observé la forma que tomé
la isoterma de adsorcion. En la Figura 23, aparece la isoterma, con un incremento
de la cantidad de nitrdgeno adsorbido a presiones relativas altas y el comienzo de
un punto de inflexién en P/Py = 1, la cual puede asociarse con una isoterma tipo
IV® (Véase Figura 24), que se clasifica como un material mesoporoso, segun la
IUPAC. Ademas, se observa en esta isoterma el fendmeno de histéresis que se
presenta cuando los procesos de adsorcion y desorcion no ocurren de la misma
manera, debido a la condensacion capilar en los mesoporos: este tipo de
histéresis brinda informaciéon sobre la forma que tienen los poros del sélido.

En este caso, se observa un bucle de histéresis estrecho con curvas de adsorcion
y desorcion inclinadas y con un amplio rango de P/Pg, que se relaciona con una
histéresis tipo H3, segun la IUPAC, que se asocia a mesoporos no uniformes en

forma de laminas [70].

66



Figura 23. Isoterma de adsorcion-desorcion de nitrégeno, para MgAI-4HT.
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Figura 24. Isoterma de adsorcion-desorcion de nitrégeno tipo IVa, segun la
IUPAC [70].
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El valor de diametro y volumen de poro se determinaron por el método BJH

(Barret-Joyner-Halenda), que describe la adsorcion capilar, proceso de
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condensacion que tiene lugar en los mesoporos. En la Figura 25, se puede
observar la distribucion del diametro de poro, con un perfil muy heterogéneo y con
la mayor contribucién entre aproximadamente 16 y 29 nm (derivada del volumen
del poro respecto al diametro de poro, dVv/dD). Ademas, se observa que el sélido
presenta una distribucion porosa (linea roja) entre 2 y 50 nm, lo cual corresponde

a materiales mesoporosos [94].

Figura 25. Distribucion del diametro del poro, para MgAI-4HT.
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En la Tabla 8 se reportan los valores del area superficial, el volumen, el tamafio
del poro y el valor del pardmetro C para la hidrotalcita sintetizada en esta
investigacion. El parametro C esta relacionado con la fuerza de interaccion entre el
adsorbato y el adsorbente, que tiene un valor superior a 150, que esta asociado
con la adsorcién en sitios de alta energia de la superficie y es un valor que se
ajusta bien al modelo BET para una interpretacion precisa de las propiedades
texturales del catalizador [94]. El valor de area superficial para MgAI-4HT fue

similar al encontrado por Kishore et al. [91] y Di Cosimo et al. [95].
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Tabla 8. Propiedades texturales para MgAI-4HT.

Area Diametro de  Volumen del
superficial poro promedio poro BJH, Parametro C
MgAI-4HT ) 3
BET, (m/g) BJH, (nm) (cm®/g)
76 28 0,5 491

4.4.4. Determinacién de la fuerza basica del catalizador: Las propiedades
basicas de MgAI-4HT se determinaron por el experimento de TPD-CO,. La
superposicion de sefiales se presenta con frecuencia en la interpretacion de los
perfiles de TDP y para poder identificarlas, se recurre al procedimiento matematico
de la deconvolucién [96]. El perfil de desorcion de CO, obtenido se muestra en la
Figura 26-A, donde se aprecian dos picos de desorcion, a los cuales se les realizo
la correccién de la linea base, la deconvolucion de los picos y se hallaron sus
respectivos valores de area empleando el software Fityk (Marcin Wojdyr, Varsovia,
Polonia) [97]. La deconvolucién de los picos se muestra en la Figura 26-B, donde
se observan siete picos, que muestran los diferentes tipos de sitios basicos
presentes en la superficie de MgAI-4HT y la temperatura de desorcién asociada a
cada uno de ellos, indica la fuerza de cada sitio basico. Los picos se clasificaron
en tres rangos de temperaturas, segun la clasificacion utilizada por Kumar et al.
[98]: sitios basicos débiles (< 200 °C), medios (200-450 °C) y fuertes (> 450 °C).
Con base en esta clasificacion, el catalizador presenta sitios basicos de fuerzas
débiles y medias.
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Figura 26. A. Perfil de desorcion a temperatura programada TPD-CO, de
MgAI-4HT. B. Deconvolucion de los picos con el software Fityk, con sus

respectivas temperaturas de desorcion.
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La contribuciébn de cada sitio basico a la basicidad general del catalizador, se
determiné por medio del area de cada pico. La cuantificacién de la concentracion
de los diferentes tipos de sitios basicos se realizé por medio de la curva de
calibracion experimental realizada a 0,8474 atm y 323,15 K (Véase Ecuacion 7);
los resultados se muestran en la Tabla 9. La concentracion de cada sitio basico
se expres6 en mmol/ g de catalizador y su densidad, en pmol/ m?, donde se utiliz6

el valor de area especifica BET.
Volumen de CO, (mL) = 95,43657*(Area del pico) - 0,27826  Ecuacion 7

Tabla 9. Concentracion de sitios basicos para MgAI-4HT.

Concentracion de sitios basicos
Pico, Temperatura de MgAI-4HT
de desorcion, °C

mmol/gcat pmol/m? Clasificacion

98 40 54

166 223 302 Sitios basicos débiles
193 126 171

205 66 89

213 651 882 ” . . .
517 199 570 Sitios basicos medios
342 530 717

Total 1835

La basicidad total aportada por los sitios basicos de fuerza débil y media presentes
en el catalizador es de 2485.9 pumol/m?. Los sitios basicos de fuerza media son
predominantes (1959 pumol/m?) en comparacién con los de fuerza débil (527
umol/m?). Dixit et al. [99] estudiaron la basicidad de la hidrotalcita de Mg/Al en una
relacion molar 2:1 y encontraron un pico de desorcion maximo en 169 °C, que
revel6 la presencia significativa de sitios basicos de fuerza media, similar a lo

encontrado en este estudio. Basahel et al. [100] obtuvieron un perfil de desorcion
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de MgAI-HT con un pico méximo a una temperatura de desorcion cercana a los
400 °C e indicaron que las hidrotalcitas, se comportan como bases débiles. Di
Cosimo et al. [95] estudiaron la basicidad de hidrotalcitas de Mg/Al calcinadas en
una relacion molar entre 0.5 a 9 y encontraron, que, a medida que aumenta la
proporcion de Al en la estructura de la hidrotalcita, se encuentra mayor proporcion
de sitios basicos de fuerza débil y media. La concentracién de sitios basicos de
caracter débil y medio reportada para hidrotalcitas calcinadas, es mucho menor
(10,5 pmol/gcat [95] o0 40,8 pmol/m?[101]), que la concentracién observada para la

muestra de MgAI-4HT sin calcinacion.

4.5. Transformacion catalitica del estragol

4.5.1. Disefo experimental e identificacion de los productos de la reaccion.
Con el fin de encontrar las mejores condiciones para la isomerizacion del estragol
al trans-anetol (Figura 27), en el presente trabajo, se realizO un disefio
experimental (2°), con réplicas en un punto interno. En la Tabla 10, se muestran
las variables y los niveles establecidos para este disefio experimental. Los
porcentajes de conversion y de selectividad del proceso de transformacion del
estragol al trans-anetol, se establecieron como parametros (observable) para
evaluar el efecto de las variables en la reaccion, y se determinaron usando curvas
de calibracién de estas sustancias (Anexos A y G). Se utiliz6 como respuesta

combinada, la suma de los valores de conversion y selectividad.
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Figura 27. Esquema de la reaccion de isomerizacion del estragol al trans-anetol
sobre la hidrotalcita, MgAI-4HT.

(E)
160 - 200 °C N
>
Hidrotalcita MgAIl-4HT
HsCO HaCO
Estragol trans-Anetol
Tabla 10. Variables y niveles del disefio experimental 23.

. Niveles
Variables 1 +1
Temperatura, °C 160 200
Relacion AE: catalizador 5:1 20:1
Tiempo, h 2 6

En la Tabla 11, se muestran los valores de los observables obtenidos para cada
tratamiento y, con base en estos resultados, se realizo el analisis de la varianza
ANOVA.
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Tabla 11.Resultados de la transformacion catalitica del estragol al trans-anetol

para cada tratamiento del disefio.

Variables experimentales Observables
Experimento Temp;aratura, AE: Tiempo, Conversion, Selectividad, Respl_Jesta
C Catalizador, ¢ h % % combinada
1 160 1:0,20 2 41 86 127
2 200 1:0,20 2 98 87 185
3 160 1:0,04 2 2 65 67
4 200 1:0,04 2 30 83 113
5 160 1:0,20 6 47 82 129
6 200 1:0,20 6 98 85 183
7 160 1:0,04 6 7 78 85
8 200 1:0,04 6 35 77 113
9 180 1:0,06 4 14 76 90
10 180 1:0,06 4 15 76 91
11 180 1:0,06 4 14 75 89
12 180 1:0,06 4 15 75 89
13 180 1:0,06 4 14 72 86

El andlisis de la varianza permitié6 evaluar estadisticamente las variables que
tienen incidencia significativa sobre la isomerizacion del estragol al trans-anetol.

Para llevar a cabo el analisis, se uso el software Microsoft Excel 2010.

En la Tabla 12, se muestran los resultados del andlisis de varianza y se observa
que todas las variables (A, B, C) y las interacciones (A*B, A*C y B*C) tienen
incidencia significativa e influyen sobre el proceso de isomerizacion del estragol al
trans-anetol. Las siguientes son variables con efecto mas significativo sobre este
proceso: relacion AE: catalizador (B) y la temperatura (A), que representan el 97 %
de la varianza total de los datos (Véase Figura 28).

74



Tabla 12. Analisis de varianza de la respuesta del disefio experimental.

Estadistico Temp[ér]atura AE: ca[tzl}izador Tie[%]po [A'B]  [A*C]  [B*C] [A*B*C]
Efecto 46.25 -61.75 4.25 -9.75  -5.75 4.25 -3.75
S%X 4278 7626 36.1 190.1 66.1 36.1 28.125
F calculado 1156 2061 51.3 9.7 17.8 9.7 7.6
S*w? 3.7
Significancia® Si Si Si Si Si Si No
F umbral 7.7

& Calculado a partir de réplicas en un punto interno.
P Grado de significancia del 95%.

Figura 28. Diagrama de Pareto para la isomerizacion del estragol al trans-anetol,

a partir del AE de T. lucida, sobre MgAI-4HT.
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En las Figuras 29 y 30 se muestran las gréficas del analisis de superficie de

respuesta estimada, realizada con el software Statgraphics, en donde se observa

como cambia la respuesta del observable (respuesta combinada: % conversion +

% selectividad), si permanece constante la variable tiempo. Se observa, que tanto
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a 2 h como a 6 h de la reaccion se obtiene una mayor respuesta combinada,
cuando disminuye la relacion AE: catalizador; y aumenta la temperatura. La
respuesta combinada que se observa en los dos casos, es similar, siendo
ligeramente mayor en 2 h.

Figura 29. Superficie de respuesta estimada para la relacion AE: catalizador y
temperatura, en el nivel inferior del tiempo.

Tiempo Deseabilidad
2h Hl 70.0
Il 82.0
B 94.0
[0 106.0
[ 118.0
[ 130.0
[ 142.0
154.0
166.0
178.0
0.6 11 0.6 0.2 s 190.0
Temperatura, °C Relacion AE: catalizador Il 202.0

0.8

0.2 -1

-0.2

Conversidn, % + selectividad, %
=
o

02 08

Figura 30. Superficie de respuesta estimada para la relacion AE: catalizador y
temperatura, en el nivel superior del tiempo.
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La ecuacion del modelo ajustado que mejor describe el valor de la suma de los
porcentajes de conversion y selectividad en funcion de las variables analizadas, se

muestra en la Ecuacién 8.

¥ % de conversion y % de selectividad = -183,67 + 1,35T + 378,83R +
27,137t + 0,574TR - 0,1354Tt

Ecuacion 8

Donde:

T: Temperatura.
R: Relacién AE: catalizador.

t: Tiempo de la reaccion.

Con base es las graficas de superficie de respuesta estimada y el modelo
ajustado, se encontrd que el punto en el que se obtiene la mayor respuesta del
observable cuando hay 98% de conversion y 87 % de selectividad, corresponde a
los puntos 1 (temperatura, 200 °C), -1 (relacién AE:catalizador , 5:1) y -1 (tiempo,
2 horas), sin el uso de solvente. Kishore y colaboradores [68] encontraron que las
mejores condiciones para la isomerizacion del estragol al trans-anetol, mediante
MgAI-4HT, se dan a 200 °C, AE: catalizador 5:1 y seis h de reaccién, empleando

como solvente dimetilfomamida (DMF).

En la Figura 31 se muestran las coordenadas experimentales para el disefio
experimental 2°. Al comparar las esquinas de las caras superior e inferior del cubo,
gue muestran el efecto del tiempo, se encuentran diferencias pequefas, a
excepcion de los resultados 67 y 85, de los experimentos 3 y 7, respectivamente,
gue se realizaron bajo las condiciones mas desfavorables para el tratamiento, es
decir, a la temperatura mas baja y la relacion AE: catalizador mas alta, en donde el
efecto del tiempo pueda tener mayor influencia.
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Figura 31. Resultados del disefio experimental 2° y coordenadas experimentales.
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En la Figura 32-A, se muestra el perfil cromatogréfico del AE de T. lucida sin
tratamiento y en la Figura 32-B, después del tratamiento con MgAl-4H, bajo las
mejores condiciones encontradas para la isomerizacion. La identificacion de los
compuestos, que estan presentes en el AE antes y después de tratamiento, se
muestran en la Tabla 13; su cuantificacion se realiz0 usando estandar interno,
n-tetradecano, y para el caso del estragol y trans-anetol se realizé con base en la

curva de calibracion de sustancias patron (Véanse Anexos Ay G).
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Figura 32. A. Cromatograma del AE de T. lucida y B. AE de T. lucida después del tratamiento con MgAI-4HT
durante 2 h, 200 °C, 1 g AE, 0,2 g de hidrotalcita. Columna DB-5MS (60 m). Split 1.30. GC-FID.
ISTD: n-tetradecano. La identificacion de los compuestos aparece en la Tabla 13.
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Tabla 13. Compuestos del AE de T. lucida y productos de su transformacion catalitica con MgAI-4HT.

indices de retencion lineales (IRL)

mg compuesto/g AE

N° de pico DB-5MS DB-WAX (s, n=3) Criterios de
Fig. 32 Compuesto identificacion
Exp. [80] Exp. [80] trata?r:ri]ento trat;:n?inento
1 B-Mirceno 989 989 1159 1161 8+2 3,3+0,3 AB
2 trans- B-Ocimeno 1049 1048 1246 1250 1,31 +0,03 - AB
3 Linalol 1099 1099 1538 1543 1,3+0,1 1,0+ 0,2 AB
4 allo-Ocimeno 1142 1130 1389 1366 - 0,83 + 0,03 AB
5 Estragol 1201 1196 1659 1671 990 + 34 18 +2 AB,C
6 cis-Anetol 1259 1256 1745  1732* - 124 + 8 AB
7 p-Anisaldehido 1262 1252 2009 2011 - 1,8+0,3 AB
8 trans-Anetol 1301 1286 1826 1826  0,51+0,03 770 + 14 AB,C
9 p-Acetanisol 1359  1345* 2125 - - 0,2+0,1 AB
10 p-Acetonilanisol 1386  1385* 2140 - - 1,3+0,4 AB
11 trans-B-Cariofileno 1432 1420 1604 1599  0,44+0,03 0,44+ 0,02 AB
12 B-Copaeno 1443 1433 1581 1580 - 0,47 + 0,02 AB
13 B-Farneseno 1456 1456 1666 1668 0,85+ 0,05 - AB
14 a-Humuleno 1470 1463 1668 1667 i 03 + 0,1 AB
15 Germacreno D 1493 1481 1716 1708  1,08+0,08 - AB

80



Tabla 13. Continuacion.

16

Metil-isoeugenol

1495

1495

2174

2176

I+

0,08 + 0,01

AB

17

a-Farneseno

1508

1504

1738

1744

0,53+ 0,03

AB

18

y-Amorfeno

1513

1493*

1738

0,20+ 0,03

AB

19

Elemol

1557

1547

2074

2079

03+0,1

AB

20

N.I.; m/z (1%): 284
(M*™,14 %), 149
(11%), 148 (100%),
147 (11%), 134 (6%)
121 (20%) 91 (6%),
69 (9%).

2175

20+0,1

21

N.I.; m/z (1%): 284
(M*, 10%), 149
(11%), 148 (100%),
147 (11%), 134 (7%)
121 (16%) 91 (5%),
69 (6%).

2205

13+ 0,1

A - IRL.
B - MS, bases de datos (NIST, Wiley, Adams [81]).

C - Uso de patrones de referencia certificados.
*IRL reportados en la literatura [102].
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Ademas, se realiz6 la isomerizacion del estragol (patron certificado) al
trans-anetol, para identificar los productos de la reaccién en ausencia de otros
compuestos del aceite (Véanse Anexos H-J).Los mismos compuestos cis-anetol,
p-anisaldehido, trans-anetol, p-acetanisol, p-acetonilanetol y las sustancias 20 y
21 (Tabla 13) se encontraron durante el tratamiento tanto del AE como el patron
certificado, por lo cual pueden ser considerados productos de la transformacién
del estragol sobre la hidrotalcita MgAI-4HT. EI producto mayoritario fue
trans-anetol (770 + 14 mg/g AE), seguido de cis-anetol (124 + 8 mg/g AE) y p-

anisaldehido (1,8

I+

0,3 mg/g AE). En la Figura 33, se muestran las estructuras
quimicas de los productos de la reaccion vy, en la Tabla 14, aparecen los valores
de selectividad para cada uno de ellos. En los anexos K-O se muestran los

espectros de masas de los productos.

Figura 33. Estructura quimica de los principales productos de la reaccién del

JON
\o

estragol tratado con MgAI-4HT.
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\o

trans-Anetol cis-Anetol
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p-Anisaldehido p-Acetanisol
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p-Acetonilanisol

(1,3 mg/g AE)
P.M. =164
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Tabla 14. Selectividad hacia los productos de la transformacion del estragol,

presente en el AE de T. lucida, después del tratamiento con MgAI-4HT.

Producto Selectividad, % (£s, n=3)
cis-Anetol 14,4 +0,3

p-Anisaldehido 0,21 + 0,02

trans-Anetol 86,9 +0,3

p-Acetanisol 0,025 + 0,004
p-Acetonilanisol 0,15+ 0,03

Los productos 20 y 21 de la Tabla 13 no fueron identificados pero, por las pérdidas
de fragmentos de masas similares a las observadas en el espectro del estragol, se
consideraron como sus derivados. Los espectros de masas de estos dos
compuestos son muy parecidos, por lo que pueden considerarse como isdmeros.
En la Tabla 15, se observan las intensidades relativas de los iones caracteristicos

en los espectros de masas de los derivados (Véase Figura 34).

Tabla 15. Intensidades relativas (%) de los iones caracteristicos en los espectros

de masas de los producto 1y 2.

m/z, (%)
M+.
Producto C10H120+ C8H90+ C/H;"
C1H2003
1 284 (14%) 148 (100%) 121 (20%) 91(6%)
2 284 (10%) 148 (100%) 121 (16%) 91(5%)
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Figura 34. Espectros de masas (El, 70 eV) de A. Producto 1 y B. Producto 2
correspondientes a los picos 20 y 21 (Tabla 13), en tiempos de retencion de 47,72

y 48,10 respectivamente en la Figura 32-B.
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En la Figura 35, se muestran las estructuras propuestas para los productos 1y 2

Figura 35. Estructuras propuestas para el Producto 1y 2.

(0]
™~
(@]
N
9 (2)

(@] (e

(0] (@]
/ /

Producto 1 Producto 2

En la Figura 36, se muestran los valores de conversion y de selectividad
encontrados cuando se utilizd6 el AE y el patron certificado de estragol
respectivamente, bajo las mismas condiciones experimentales. El estragol (patrén
certificado) experimentd menor porcentaje de conversion y selectividad en
comparacion con el estragol en el AE de T. lucida. Cabe resaltar, que para
ninguno de los dos casos se emple6 solvente. La diferencia puede,
eventualmente, deberse a que los compuestos presentes en el aceite esencial
tengan un efecto sinérgico en la transformacion del estragol, ya que los
monoterpenos de los AE pueden actuar como solventes y facilitar la reaccion de

conversién, tal como lo hacen derivados del petréleo en diversas aplicaciones, por
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ejemplo, el a-pineno en la eficacia de extraccion de acidos grasos, reemplazando
al n-hexano [103], o en la extraccion de licopeno de tomates frescos, cuando el

limoneno se uso en lugar de diclorometano [104].

Figura 36. Porcentajes de conversion y selectividad de la transformacion del
estragol al trans-anetol empleando estragol puro (patron certificado) y AE de

T. lucida.
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La hidrotalcita MgAI-4HT tuvo poca actividad para la conversién del trans-anetol al
estragol; el trans-anetol (99.5% pureza, Aldrich) se someti6 a las mejores
condiciones experimentales encontradas, y se obtuvo una conversiéon de 28 % + 4
(xs, n=2), y una selectividad hacia la formacion del estragol de 4 % + 2. En los
Anexos P-R, se muestran perfiles cromatograficos de los productos de la reaccion
catalitica del frans-anetol, los productos de la reaccion identificados y los valores

de selectividad para cada producto, respectivamente.

En la Tabla 16, aparece reportada la variacién de la cantidad de los productos
mayoritarios de la reaccién, con el cambio de la temperatura, bajo las mismas
condiciones de relacion AE:catalizador (5: 1) y tiempo (2 h), con y sin catalizador.
Se observa que, sin el catalizador tanto a 160 °C y 200 °C hay mayor formacién

de cis-anetol que de frans-anetol. Al comparar el tratamiento con la hidrotalcita, se
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favorece la formacién de p-anisaldehido. Con hidrotalcita, la selectividad de la
formacion de trans-anetol disminuye con el aumento de la temperatura, ya que, la
relacion entre frans- y cis-anetol es de 6.75 a 160 °C y 6.23 a 200 °C, aunque la

cantidad de trans-anetol es mas del doble.

Tabla 16. Variacion en la cantidad de los productos de la reaccion con el cambio
de la temperatura, con y sin el uso de hidrotalcita.

Cantidad mg compuesto/g AE

160, °C 200,°C
Compuesto Con Sin Con Sin
hidrotalcita hidrotalcita hidrotalcita hidrotalcita
Estragol 579 + 13 832+8 18+2 732+ 10
cis-Anetol 48 + 3 54+2 124 + 8 12+1
p-Anisaldehido 2+1 0.064 + 0,02 1,8+0,3 -
trans-Anetol 324 +17 2.3+05 773+ 14 41+0,6

En la Figura 37 se muestran los porcentajes de conversién, con el cambio de la
temperatura en ausencia y presencia de catalizador. Se observa un aumento del
porcentaje de conversion cuando aumenta la temperatura con hidrotalcita. No se
encontraron variaciones significativas en los porcentajes de conversion sin

hidrotalcita.
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Figura 37. Porcentajes de conversion, con el cambio de la temperatura, en
ausencia y presencia de MgAI-4HT.
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4.5.2. Reutilizacién del catalizador. Se realizaron dos pruebas para reutilizar
MgAI-4HT con el fin de evaluar su estabilidad. Después de la reaccion, el
catalizador se separ6 por centrifugacion, se lavo con agua destilada, se secé a
temperatura ambiente y se evalué nuevamente la reaccién, bajo las mismas

condiciones originales. Los resultados se muestran en la Figura 38.
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Figura 38. Pruebas de reutilizacion de MgAI-4HT en la conversion del estragol al
trans-anetol a partir del AE de T. lucida.
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Los resultados de la Figura 38 muestran una pérdida significativa en la actividad
del catalizador, después de su uso dos veces consecutivas. El sélido utilizado se
caracteriz6 por DRX (Anexo S) y se observé un corrimiento en el perfil de DRX,
gue se puede asociar a un cambio en la estructura cristalina de la hidrotalcita,
probablemente, por el tratamiento realizado, debido a que a temperaturas de

200°C se empiezan a presentarse pérdidas de agua y la deshidroxilacién de las
capas laminares [99].
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5. Costos

La metodologia realizada en este trabajo ofrece una alternativa de sintesis del
estragol al trans-anetol a través del cultivo de la planta T. lucida, que puede
constituir una alternativa econdmica para los agricultores, ya que, en Colombia es
poco cultivada y no se encuentra industrializada, y su cultivo puede realizarse
ventajosamente en el pais. El uso del AE de T. lucida como precursor natural del
trans-anetol tiene ventajas econdémicas, pues el precio del AE es de 0.41 USD/mL
[105], y el estragol puro cuesta 34 USD/mL [106], la produccién de AE de T. lucida
es de 115 kg/ha [84], el costo del catalizador es de 87 USD/kg [106] y el costo del
trans-anetol puro es de 34 USD/mL [106].
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6. CONCLUSIONES

El rendimiento del AE obtenido de T. lucida por MWHD fue de 0,8%, cuando se
utilizaron las hojas, tallos y flores, y de 0,41%, cuando se usaron solo hojas y

tallos, sin flores.

La composicion quimica del AE de T. lucida se determiné por cromatografia de
gases acoplada a un detector selectivo de masas y un detector de ionizacion en
llama. EI AE de T. lucida tiene componente mayoritario estragol (98%), que
pertenece a la familia de los fenilpropanoides, otros compuestos se encuentran en
cantidades relativas mucho mas bajas (0.8%), entre ellos figuran los
monoterpernos (B-mirceno, trans-B-ocimeno), monoterpenos oxigenados (linalol),
sesquiterpenos (trans-B-cariofileno, a-farneseno, B-farneseno y germacreno D) y

fenilpropanoides (trans-anetol).

Para la isomerizacion del estragol al trans-anetol a partir del aceite esencial de
T. lucida, se sintetiz6 la hidrotalcita MgAI-4HT por el método de coprecipitacion a
baja sobresaturacién, que se caracterizé por difraccibn de rayos X vy
espectroscopia de infrarrojo. El andlisis textural BET mostré la naturaleza de un
material mesoporoso, con area superficial de 75,8 + 0,39 m?%g, didmetro de poro
de 28,50 nm y volumen de poro de 0,53 cm®g. Las propiedades determinadas por
el analisis TPD-CO, mostraron sitios basicos de fuerza débil y media con una

concentracion total de 1835,1 mmol/ g.

Mediante la implementacién de un disefio experimental 2°, donde el observable
fue la suma de porcentajes de conversion y de selectividad, se encontré que las
variables temperatura, relacion AE: catalizador, tiempo, e interacciones entre estos
parametros, tienen efecto significativo sobre la isomerizacion del estragol del AE
de T. lucida al trans-anetol, usando como catalizador la hidrotalcita MgAI-4HT. Las

siguientes fueron las mejores condiciones, a saber: temperatura de 200 °C, una
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relacion AE: catalizador 5:1 y dos horas de reaccion, sin el uso de solvente. Bajo
estas condiciones, fue posible obtener un porcentaje de conversion del estragol al
trans-anetol de 98% vy la selectividad hacia trans-anetol de 86%.

Usando el AE de T. lucida, se logré obtener la conversion y la selectividad de la
transformacion del estragol al trans-anetol, mas altas que cuando se uso el

estragol puro (patron certificado). Todos se usaron sin solventes.

Durante su uso, la actividad del catalizador se disminuye, por lo que, solo es

posible utilizarlo una vez, cuando su eficiencia es maxima.

Con la cantidad de trans-anetol obtenida después del tratamiento del AE de T.

lucida se puede alcanzar una produccion aproximada de 88,55 kg/ha.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la destilacion fraccionada, después del proceso de
transformacion catalitica del aceite esencial de Tagetes lucida, para aumentar la
concentracion de trans-anetol y separarlo de cis-anetol y estragol remanente en el

AE.
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8. DIVULGACION DE RESULTADOS

Resultados parciales de este trabajo fueron divulgados, en modalidad de poster,
en diferentes eventos nacionales e internacionales, a saber: Primer Encuentro
Cientifico de la Facultad de Ciencias UIS (2015, Bucaramanga, Colombia), IV
Congreso Latinoamericano de Plantas Medicinales (COLAPLAMED, 2016,
Barranquilla, Colombia) y VIII Simposio Brasilero de Aceites Esenciales (SBOE,

2015, Rio de Janeiro, Brasil).
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ANEXOS

Anexo A. Curvas de calibracion obtenidas por GC-FID en niveles bajo y alto (500-

5000 y 10000-45000 ppm, respectivamente) del estragol.
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Anexo B. Cromatogramas del AE de T. lucida después del tratamiento con: A. HCl y B. KOH durante 2 h, a 150 °C,
AE (1 g), HCI (05 N, 5 mL) o KOH, (0.5 N, 5 mL). Columna DB-5MS. GC-FID. (60 m). Split 1:30.
ISTD: n-tetradecano. La identificacion de los compuestos aparece en el Anexo C.

A.

340 1
320 |
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260 | 15
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Anexo C. Productos de la transformacion con HCl o KOH del AE de T. lucida.

indices de
» mg Compuesto/g AE
. retencion o
N° de pico ] (xs,n=3) Criterio de
Compuesto lineales _ o
Anexo B identificacion
DB-5MS
HCI KOH
Exp. [80]
1 B-Mirceno 993 989 73+05  4,74+0,99 AB
2 a-Terpineno 1021 1017 0,20+0,03 - AB
3 p-Cimeno 1029 1024 0,16 +0,03 - AB
4 Limoneno 1034 1030 0,08 +0,01 - AB
S 1,8-Cineol 1037 1032 0,10 +0,01 - AB
6 trans-B-Ocimeno 1048 1048 2,2+0,2 1,34 + 0,25 AB
7 v-Terpineno 1062 1060 0,23 +0,04 - AB
8 Terpinoleno 1090 1087 0,25+0,04 156%0,18 A.B
9 Estragol 1211 1196 900 + 13 876 £ 5 AB,C
10 cis-Anetol 1259  1256* 0,14+0,01 0.03%0,01 AB
11 Chavicol 1264 1253 0,05+0,02 0.04%0,01 A.B
12 trans-Anetol 1292 1286 0,43+0,06 0,54+ 0,05 AB,C
13 cis-Isoeugenol 1375 1370 0,51+ 0,07 - AB
14 trans-B-Cariofileno 1433 1420 0,8+0,1 0,73 + 0,05 AB
15 B-Farneseno 1455 1456 1,4+0,2 1,3+0,1 AB
16 a-Humuleno 1469 1453 0,15+0,02 0,05+0,01 AB
17 y-Muuroleno 1484 1476  0,60,1 - AB
18 Germacreno D 1492 1481 - 0,14+0,01 AB
19 a-farneseno 1505 1504 0,84 +0,1 1,1+0,1 A.B
20 y-Cadineno 1524 1533 0,11+ 0,02 - AB
21 Elemol 1558 1547 - 0,35 + 0,05 AB
22 §-Cadineno 1527 1523 0,8+0,2 - AB
23 trans-B- - AB
Metoxicinnamaldehido 1579 1570*  0,04+0,02
24 y-Eudesmol 1646 1631 0,16 + 0,02 - A.B
25 7-Metoxicumarina 1740 - 0,7+0,1 B A
26 Acetato de fitilo 1835 - 0,56 +0,06 0,55+ 0,06 A
A- IRL.

B - MS, bases de datos (NIST, Wiley, Adams).
C - Comparacién con patrones de referencia certificados.

*IRL reportados en la literatura [102].
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Anexo D. Cromatogramas del AE de T. lucida después del tratamiento con: A. CaO y B. CaO/Al,O3 durante 2 h, a
150 °C, AE (1 g), catalizador (0,2 g). Columna DB-5MS. GC-FID. (60 m). Split 1:30. ISTD: n-tetradecano. La
identificacion de los compuestos aparece en el Anexo E.
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Anexo E. Productos de la transformacion con CaO o CaO/Al,O3 del AE de T. lucida.

indices de retencion lineales (IRL)

mg Compuesto/g AE

N° de pico DB-5MS DB-WAX (#s, n=3) Criterios de
Anexo D  Compuesto identificacion
Exp. [80] Exp. [80] CaO CaO/Al,0O3

1 B-Mirceno 989 989 1159 1161 2,8+0,6 4,2+0,8 AB
2 trans-B-Ocimeno 1047 1048 1246 1250 0,4+£0,2 0,4+0,1 AB
3 Linalol 1099 1099 1538 1543 0.9+0,2 0,08 £ 0,05 AB
4 Estragol 1208 1196 1666 1671 921 +19 971 +2 AB,C
5 Chavicol 1250 1254 2311 2337 0,3+£0,2 0,30 £ 0,07 AB
6 cis-Anetol 1256 1258* 1743 1732* 0,4+£0,1 0,20 +£ 0,03 AB
7 p-Anisaldehido 1260 1262 2257 2268 2,0+0,9 1,6+0,2 AB
8 p-Anisilalcohol 1286 1282 2009 2011 0,6 +0,2 - AB
9 trans-Anetol 1290 1285 1816 1826 3,0+£0,2 1,5+ 04 AB,C
10 p-Acetanisol 1358 1345* 2125 - 0,37 £ 0,02 0,386 + 0,008 AB
11 p-Acetonilanisol 1385  1384* 2140 - 0,3+0,1 0,15 + 0,04 AB
12 B-Copaeno 1430 1433 1587 1580 1,7+0,5 - AB
13 Elemol 1557 1547 2073 2079 0,27 + 0,04 0,2+0,1 AB
14 trans-B-Metoxicinnamaldehido 1575  1570* 2536 - 5+2 1,4+0,7 A,B
15 7-Metoxicoumarina 1735 - 2907 - 04+0,1 - AB

N.I.; m/z (1 %): 284 (M™, 8 %),

0 0,

16 (214010((}/01),/5‘;)1’ (11603053/;)7 (182%/0), 2235 : : : 08404  035+0,08 :

69 (24 %).

N.I; m/z (I %): 284 (M", 6 %),

17 241 (16 %), 159 (7 %), 121 2287 1,0+ 0,5 05+0,3 -

(100 %), 107 (5 %), 91 ( 8%).
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Anexo E. Continuacion

18

N.L; m/z (1 %): 294 (M™, 2 %),
147 (100 %), 131 (5 %), 115
(11 %), 91 (13 %), 77 (4 %).

2473

2,0%0.9

0,7+0,4

19

N.L.; m/z (1 %): 296 (M™, 51 %),
207 (17 %), 149 (19 %), 148
(24 %), 147 (100 %), 135 (58
%), 134 (35 %), 121 ( 73 %), 91
(29 %).

2538

0,31+0,03

1,4+0,9

20

N.I.; m/z (1 %): 292 (M™, 52 %),
148 (100 %), 134 (24 %), 122
(12%), 121 (81 %), 115 (15 %),
91 (26 %), 77 (14 %).

2617

0,9+0,2

21

N.L.; m/z (1 %): 294 (M™, 4 %),

148 (11 %), 147 (100 %), 135

(16 %), 115 (11 %), 103 (7 %),
91 (14 %), 77 (5 %).

2701

0,6+0,3

A - IRL.

B - MS, bases de datos (NIST, Wiley, Adams).

C - Comparacion con patrones de referencia certificados.

* IRL reportados en la literatura [102].
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Anexo F. Difractograma encontrado en la literatura para la hidrotalcita MgAI-3HT
[93].
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Anexo G. Curva de calibracion obtenida por GC-FID (200-40000 ppm) del
trans-anetol.
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Anexo H. Cromatogramas de: A. Patrén de estragol y B. Patron de estragol
después del tratamiento con MgAI-4HT durante 2 h, a 200 °C, AE (1 g), hidrotalcita
(0,2 g). Columna DB-5MS (60 m). Split 1: 30. GC-FID. ISTD: n-tetradecano. La

identificacion de los compuestos aparece en el Anexo |.
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Anexo |. Productos de la transformacion del estragol puro (patron certificado) durante el tratamiento con MgAI-4HT.

indices de retencién lineales (IRL)

Ax/AISTD
N° de pico DB-5MS DB-WAX (s, n=2) Criterios de
Anexo H Compuesto identificacion
Sin Con
Exp. [80] Exp. [80] tratamiento tratamiento

1 Estragol 1204 1196 1662 1671 17+1 7+2 AB,C

2 cis-Anetol 1256 1256* 1730 1732* - 0,5+0,1 A,B

3 p-Anisaldehido 1260 1252 2009 2011 - 0,15 0,03 AB

4 trans-Anetol 1292 1286 1818 1826 - 3t1 AB,C

S p-Acetanisol 1358 1345 2125 - - 0,03+ 0,01 AB

6 p-Acetonilanisol 1385  1385* 2194 - - 0,18 + 0,04 AB
N.L; m/z (1 %): 284 (M*,14 %), 149
(11%), 148 (100%), 147 (11%),

7 134 (6%) 121 (20%) 91 (6%), 69 2158 - - - - 0,03+ 0,01 -
(9%).
N.1.; m/z (1%): 284 (M™, 10%), 149
(11%), 148 (100%), 147 (11%),

8 134 (7%) 121 (16%) 91 (5%), 69 2190 - - - - 0,02+ 0,01 -
(6%).

A -IRL.

B - MS, bases de datos (NIST, Wiley, Adams).
C - Comparacion con patrones de referencia certificados.
*IRL reportados en la literatura [103].
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Anexo J. Selectividad de los productos de la reaccion del estragol puro después

del tratamiento con MgAI-4HT.

Producto Selectividad, % (s, n=2)
cis-Anetol 14,3 £0,1
p-Anisaldehido 4,4+0,2

trans-Anetol 73,91 £ 0,04
p-Acetanisol 20x1

p-Acetonilanisol 51+0,1

Anexo K. Espectro de masas (El, 70 eV) del cis-anetol.
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Anexo L. Espectro de masas (El, 70 eV) del p-anisaldehido.
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Anexo N. Espectro de masas (El, 70 eV) del p-Acetanisol.
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Anexo O. Espectro de masas (El, 70 eV) del p-acetonilanisol.
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Anexo P. Cromatograma del tratamiento de trans-anetol sobre MgAI-4HT durante
2 h, a200 °C, AE (1 g), catalizador (0,2 g). Columna DB-5MS. GC-FID. (60 m).
Split 1:30. ISTD: n-tetradecano. La identificacion de los compuestos aparece en el

Anexo Q.
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Anexo Q. Productos de la transformacion del trans-anetol, tratado con MgAI-4HT.

indices de retencion

N_ de lineales (IRL) AX/A|S_TD Cantidad
pico Compuesto (s, n=2) relativa. %
Anexo P DB-5MS DB-WAX '
Sin Con
Exp.  [80] EXp. [80] tratamiento tratamiento

1 Estragol 1201 1196 1658 1671 - 0,06 £ 0,04 0,6 +0,3

2 cis-Anetol 1256  1258* 1724 1732* - 0,09 £ 0,01 0,8+0,1

3 p-Anisaldehido 1263 1262 2010 2011 - 0,26 = 0,05 2,4+0,3

4 trans-Anetol 1300 1285 1826 1826 14,3+ 0,8 10,2+ 0,6 94 +1

5 p-Acetanisol 1358 1348* 2125 - - 0,05+ 0,02 0,4+0,1

6 p-Acetonilanisol 1387 1384* 2194 - - 0,22 £ 0,06 20+04

*IRL - reportados en la literatura [103].
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Anexo R. Selectividad de la transformacion del trans-anetol, tratado con
MgAI-4HT.

Producto Selectividad, % (xs, n=2)
Estragol 42

cis-Anetol 6,23 +£0,04
p-Anisaldehido 18 +1

p-Acetanisol 21

p-Acetonilanisol 22 £ 4
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Anexo S. A. Difractograma de la hidrotalcita sintetizada, MgAI-4HT, después del
tratamiento con el AE de T. lucida, a 200 °C, durante 2 h, relacion AE: catalizador

(5:1). B. Caracteristicas de los picos de difraccion de la hidrotalcita tratada.
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& 5000 -
§ 4000 -
@ 3000 -
£ 2000 -
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
2 Theta (20)
B.
2 Theta d (A) Altura Area
11.5 7.7 10130.8 359814.6
23.1 3.8 3056.5 122184.2
28.2 3.1 111.7 5585.4
34.7 2.6 2069.9 89993.5
38.5 2.3 743.3 58966.3
39.2 2.3 902.8 77690.1
46.5 1.9 686.4 65274.6
58.7 1.6 71.5 6796.4
60.6 1.5 1284.9 42280.8
61.9 1.5 1196.7 41859.6
65.8 1.4 192.2 8038.5
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