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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA FRAGANCIA DE
LAS FLORES DE Posoqueria latifolia, UTILIZANDO DIFERENTES TECNICAS
DE EXTRACCION=*

AUTOR: Oscar Augusto Ariza Galeano#x

PALABRAS CLAVES: Posoqueria latifolia, fragancia, acetato de cis-hex-3-enilo,
absoluto

Posoqueria latifolia es un arbol nativo de América Central y parte de Sur América,
tiene flores que presentan un aroma perfumado que se intensifica en las horas de
la noche.

En el presente trabajo, se determind la composicion quimica de la fragancia y de
los extractos volatiles de las flores de Posoqueria latifolia, usando las técnicas de
hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas (MWHD), extraccion con
fluido supercritico (SFE), destilacion-extraccion con solvente simultanea (SDE),
microextraccién en fase sélida en el modo headspace (HS-SPME) y la obtencion
del absoluto.

En total se detectaron 88 compuestos en concentraciones mayores de 0.1%, de
los cuales se logré identificar el 86.4%, encontrando compuestos oxigenados que
son los responsables de la fragancia de la flor. Especificamente en las fracciones
aisladas por las técnicas de SPME, SDE y MWHD de los pétalos de las flores de
Posoqueria latifolia, se encontraron componentes mayoritarios de cis-hex-3-enilo y
el acetato de bencilo, que son de gran importancia en la fragancia de la flor.
Extractos obtenidos por SFE, MWHD y en el absoluto se detectaron grandes
cantidades de hidrocarburos, entre ellos, el tricosano, Cys, 1-pentacoseno y
pentacosano Cys, algunos de estos compuestos son reportados como kairomonas
que utilizan las flores para atraer insectos polinizadores.

* Trabajo de grado

** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de quimica, Directores: Elena E. Stashenko y Jairo
R. Martinez



ABSTRACT

Title: STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF THE FRAGRANCE OF
POSOQUERIA LATIFOLIA FLOWERS, USING DIFFERENT EXTRACTION
TECHNIQUESH*.

AUTHOR: Oscar Augusto Ariza Galeano#x

KEYWORDS: Posoqueria latifolia, fragrance, acetate cis-hex-3-enyl, absolute

Posoqueria latifolia, a tree native of Central and part of South America, has flowers
with a fragrant aroma that intensifies in the night.

The chemical composition of the fragrance and volatile extracts of Posoqueria
latifolia flowers, was studied, using various techniques, namely, microwave
radiation assisted hydrodistillation (MWHD), supercritical fluid extraction (SFE),
simultaneous distillation-solvent extraction (SDE), and headspace solid-phase
micro extraction (HS-SPME).

A total of 88 compounds were detected at concentrations greater than 0.1%,
86.4% of which were positively identified, finding that oxygenates are responsible
for the fragrance of the flower. Fractions isolated by SPME, SDE and MWHD of
petals of Posoqueria latifolia flowers, were mainly composed of hex-cis-3-enyl and
benzyl acetate, which are of great importance in the flower fragrance. The
absolute and SFE and MWHD extracts contained large relative amounts of
hydrocarbons, including tricosane, C23, 1-pentacosene and pentacosane C25;
some of these compounds have been reported as kairomones used by flowers to
attract insect pollinators.

* Graduation project.
=% [ndustrial University of Santander, Science Faculty, School of Chemistry.
Directors, Elena E. Stashenko and Jairo René Martinez
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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

AE: Aceite(s) esencial(es).

AL: Aldehido(s).

ca.: Aproximadamente.

e.g.: Por ejemplo.

ES: Estere(s).

GC: Cromatografo de gases o cromatografia gases, segun el contexto.
GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

H: Hidrocarburo(s).

HD: Hidrodestilacion

HS: Espacio de cabeza.

HS-SPME: Headspace-Microextraccion en fase solida.

OH: Alcohol(es).

PDMS: Poli(dimetilsiloxano).

PDMS/DVB: [Poli(dimetilsiloxano)]/divinilbenceno

MWHD: Hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas.

P-MWHD: Extraccion de los pétalos asistida por la radiacion de microondas.

PCA: Analisis de componentes principales.

RDA: Retro-Diels-Alder.

S: Sesquiterpeno(s).

SDE: Destilacion-extraccion con solvente simultanea.

SFE: Extraccion con fluido supercritico.
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INTRODUCCION

Las Rubiaceas son una familia de plantas Dicotileddneas, formada por unos 630
géneros y 10.400 especies; tienen hojas opuestas en el tallo, provistas
caracteristicamente de estipulas (apéndices foliares) en la base del peciolo (tallo
foliar), estos ultimos con frecuencia soldados entre si y, a veces, se prolongan en

grandes estructuras foliosas.

[1].

La familia de las Rubiaceas es de distribucién amplia, aunque concentrada en los
tropicos, donde casi todas las especies son lefiosas. Se trata de una familia de
considerable importancia econdmica. En efecto, a ella pertenece, entre otras, el
café, y de ciertas especies se extraen tintes y medicamentos como la quinina y la
ipecacuana. Algunas especies nativas de las regiones templadas, como la
aspérula y el galio, se cultivan como ornamentales, especialmente, en jardines de
rocalla. También se cultivan muchos géneros tropicales por sus flores vistosas y, a
menudo, fragantes como las gardenias y el jazmin de embarcadero (Posoqueria
latifolia). [2].

Posoqueria latifolia es un arbol nativo de América Central y parte de Sur América,
tiene flores que presentan un aroma perfumado que se intensifica en las horas de
la noche. Varias publicaciones presentan estudios de esta especie, en los cuales
se han descrito alcaloides inddlicos [3] y compuestos iridoides [4]. Otro estudio
utilizé la técnica headspace in vivo para determinar la composicién de la fraccion
volatil del aroma de las flores, y encontré que el germacreno-D fue el componente

mayoritario [5].
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En el presente trabajo, se determind la composicion quimica de la fragancia y de
los extractos volatiles de las flores de Posoqueria latifolia, usando las técnicas de
hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas (MWHD), extraccion con
fluido supercritico (SFE), destilacion-extraccion con solvente simultanea (SDE),
microextraccién en fase sélida en el modo headspace (HS-SPME) y la obtencion

del absoluto.

La composicion quimica del aceite y de los extractos se establecid mediante
cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo de masas (GC-MS), se
determinaron los indices de Kovats en columnas capilares, DB-5MS (fase apolar)
y DB-WAX (fase polar), y se estudio la fragmentacion de los componentes de las
mezclas, analizando sus espectros de masas obtenidos por bombardeo con

electrones de 70 eV de energia.

Es de gran importancia determinar la composicion quimica de la fraccion volatil de
la fragancia de las flores, asi como del aceite esencial y de los extractos de SFE y
SDE, para encontrar el posible uso agroindustrial de algunos de sus extractos, o
simplemente para elaborar y formular un perfume con las caracteristicas del

aroma de estas flores.

Se determind la composicidon quimica de dos secciones diferentes de la flor,
obtenidas por MWHD, encontrando que para los pétalos el compuesto mayoritario
es el acetato de cis-hex-3-enilo, y para la flor, incluyendo 3 cm del tubo que la
sostiene, el compuesto mayoritario es el tricosano. Mediante SPME y SDE se
obtiene como compuesto mayoritario el acetato de cis-hex-3-enilo, mientras que

para SFE el componente mayoritario fue el 1-pentacoseno.
La composicion quimica de los extractos muestra la gran cantidad de compuestos

oxigenados, responsables de la fragancia tan agradable que libera la flor, sobre

todo, en las horas de la noche.
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1. MARCO TEORICO

1.1 MARCO DE ANTECEDENTES

Figur 1. Arbol de Posoqueria latifolia en etapa de floracin.
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Posoqueria latifolia es un arbol pequefio, su altura no supera los 7 m, tiene su
habitat preferiblemente a lo largo de los bancos de los rios en tierras bajas. Las
inflorescencias aparecen al final de las ramas y consisten en un racimo de flores
blancas con la corola larga y entubada como se puede observar en la Figura 1.
Durante la noche, las flores liberan un intenso olor floral picante muy agradable [5].
En Colombia es conocido como azuceno [6], jazmin de embarcadero y buqué de
novia. En otros paises, se conoce como guayabo de mico, jazmin de arbol, jazmin

de embarcadero, jazmin de estrella, etc. [7,8].

De la especie Posoqueria latifolia se han reportado tres estudios: en el primero, se
realizd un estudio sobre las hojas en el cual el material de la planta se extrajo por
percolacion con etanol hasta agotamiento; después de la evaporacion del etanol,
el extracto se dividio entre cloroformo y agua para obtener la fraccion A
(cloroformo). La fase acuosa se mezclé con acetato de etilo para obtener las
fracciones B (acetato de etilo) y C (agua). Las fracciones A y B se pasaron por una
columna cromatografica de gel de silice y se encontraron las sustancias

posoquenina y latifonina, respectivamente, que se muestran en la Figura 2 [4].

Figura 2. lIridoides aislados de las hojas de Posoqueria latifolia: A-Posoquenina,
B-Latifonina [4].
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En el segundo, se llevo a cabo el estudio por medio de pruebas screening, que

permitieron determinar en las hojas la presencia de alcaloides inddlicos [3].

En el tercer estudio, se determind la composicion quimica de un extracto obtenido
de una trampa de Porapak, al agregar de 20 a 60 yL de hexano:acetona 10:1. La
trampa de Porapak fue previamente instalada en un sistema en el cual recirculaba
aire que contenia la fragancia emanada in-vivo por la flor de Posoqueria latifolia,
entre 30 y 120 min [5] En este trabajo, se reporta la siguiente composicién

quimica, que aparece en la tabla 1.

Tabla 1. Composicidn quimica, reportada por Kaiser en 2002 [5], de las flores de

Posoqueria latifolia.

Nombre Cantidad relativa, %
Germacreno D 34
Isovaleraldoxima 10
2-Metilbutiraldoxima 9
Benzoato de metilo 6,5
Salicilato de bencilo 2,5
trans -Ocimeno 2,2
Acetato de bencilo 1,5
Eugenol 1,2
Salicilato de metilo 1
Tiglato de bencilo 0,9

1-Nitro-2-metilbutano 0,8
Alcohol bencilico 0,6

El proyecto “Recuperaciéon, sistematizacion y documentacion de las plantas
medicinales utilizadas por las comunidades indigenas de la zona de Acaricuara y
Yapu, Departamento del Vaupés”, reporté que la Posoqueria latifolia tiene

propiedades febrifugas y tonicas [9].
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En estudios previos realizados por Ariza y colaboradores [10], en el Laboratorio de
Cromatografia de la Universidad Industrial de Santander, se ha determinado la
composicion quimica de los extractos de las flores de Posoqueria latifolia
obtenidos por MWHD, SFE y SDE, asi como de la fraccién volatil de las mismas
in-vivo por HS-SPME. En la Tabla 2 se muestra la composicion quimica de los

extractos.

Tabla 2. Composicion quimica de los extractos de Posoqueria latifolia

Cantidad relativa, %

Compuesto
bW H D SFE SC0E H5-SPME
Hexanal = — 41 -
&is - FMetil-hutil aldoima o2 == — .
trans-a-Meti-bLtl aldoima 0,3 == — .
Acetato de ofs -hex-3-enilo —- -— 14 24
Monanal 3.4 == .
Acetato de bencilo 258 = 16 11
Eugenol = _— — 29
Gemacreno D 1,1 — — .
Berzoato de bencilo 258 = 87 =
Salicilato de bencilo 8,7 11 7 —-
Hidrocarbura, ©23 12 8.3 = =
Pentacoseno 13 27 - —_
Octacoseno = 114 — .

1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS VOLATILES

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos que, aparentemente, no
tienen una funcion en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Dichos
compuestos no tienen una relacion directa y aun bien documentada
cientificamente en los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte de solutos,
sintesis de proteinas, asimilacién de nutrientes, o la formacion de carbohidratos, y
lipidos [11,12].
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Generalmente, estos metabolitos se encuentran en un grupo de plantas o en
algunas especies relacionadas, mientras que los metabolitos primarios se

encuentran en todo el reino vegetal [13,14].

Estos compuestos pueden ser divididos en tres grupos: compuestos que tienen

nitrégeno, terpenos y sustancias fendlicas.

A los componentes de los metabolitos secundarios volatiles, obtenidos mediante
técnicas extractivas y de headspace, se les llaman “extractos” y “fracciones
volatiles”, respectivamente. Sin embargo, a la mezcla de sustancias obtenida por
hidrodestilacion, raspado y prensado, en el caso de citricos, se le denomina

“aceite esencial’.

1.2.1 Biosintesis de metabolitos secundarios. Los terpenos son sintetizados a
partir de metabolitos primarios mediante dos mecanismos: Uno de los mejor
estudiados es el del acido mevalonico, donde tres moléculas de acetil-coenzima A
se unen para formar este acido, un intermediario de seis carbonos que sufre una
serie de reacciones, comenzando con la fosforilacion del grupo hidroxilo del
alcohol primario, seguido de la descarboxilacién y deshidratacion, para formar el
difosfato de isopentenilo (IPP) el cual es enzimaticamente convertido al difosfato
de dimetilalilo (DMAPP), estableciendo un equilibrio entre los dos. Estos productos

son el punto de partida para la sintesis de terpenos [15.16].

En otros estudios [15,16], se presentd un segundo mecanismo, que propone que
el IPP también puede ser sintetizado a partir de intermediarios de la glicdlisis u
otras reacciones fotosintéticas que, en conjunto, forman la ruta del metileritritol
fosfato (MEP), la cual ocurre en cloroplastos y otros plastidios. En esta ruta, el 3-
fosfato gliceraldehido y dos atomos de carbono, derivados del piruvato, se
combinan para generar el intermediario MEP, que es, eventualmente, convertido al
IPP y al DMAPP [15,16].
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1.3 FRAGANCIA DE LAS FLORES

Los productos o “metabolitos secundarios” de las plantas comprenden una vasta
serie de compuestos responsables por los “olores caracteristicos”, causticidad y
colores de las plantas; también algunas veces proporcionan a la planta sus
propiedades culinarias, medicinales o venenosas. Estos productos naturales no
parecen tener una funcion directa, aun completamente definida, en el crecimiento
y desarrollo de la planta, en los procesos de fotosintesis, respiracion, en la
asimilaciéon y transporte de nutrientes, entre otros; y, a diferencia de los
metabolitos primarios (aminoacidos, nucleétidos, carbohidratos, lipidos), su
distribucion es restringida en la naturaleza, que en algunos casos se limita a

especies o0 subespecies unicas [13,15, 17,18].

Tanto el color, como la fragancia de las flores, son las principales sefales para
atraer a los insectos polinizadores. Estos compuestos volatiles, constituyentes de
la fragancia, permiten a los insectos reconocer especificamente la planta y
acceder al polen y néctar, una fuente importante de alimento para muchos
insectos [17,19].

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

de muchas especies de plantas aromaticas [17,18].

1.4ATECNICAS DE OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES.
Hoy en dia se encuentran varios procedimientos para obtener aceites esenciales,

desde los sistemas a escala de laboratorio, como MWHD y HD, hasta los

complejos montajes industriales, tales como HD con arrastre con vapor, HD y
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destilacion vapor-agua; todos éstos se emplean para la extraccion del aceite

esencial de las plantas medicinales y aromaticas.

1.4.1 Aceites esenciales. Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles
que se obtienen de plantas por destilacion por arrastre con vapor de agua o
hidrodestilacion, y contienen las sustancias que evocan el aroma propio de las
plantas [26].

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

utilizan para el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades [20-25].

Los aceites esenciales generalmente son mezclas de muchos componentes que

pueden tener la siguiente naturaleza quimica:

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

e Monoterpenos, Cig His;

¢ Monoterpenoides,C1oH1s0, C1oH160, C10H140;

e Sesquiterpenos, CisHz4;

e Sesquiterpenoides, C15H260, C15H240, C15H220.

Los aceites esenciales se pueden hallar en cualquier parte de una planta, por
ejemplo, en las flores (rosa, ylang-ylang, geranio), en la cascara del fruto (naranja,
limén), en las hojas (eucalipto, limonaria, ciprés), en la corteza (canela, cedro), en
las semillas (cardamomo, anis, eneldo) o en las raices (sandalo, valeriana) [25,
26].
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El valor comercial del aceite esencial y su uso dependen basicamente de su
composicion quimica. Las variables que mas notoriamente inciden sobre la
composicion de los aceites esenciales en la planta son: condiciones geobotanicas,
método de cultivo, época de recoleccion, parte de la planta y técnica de obtencion
del aceite [27].

1.4.2 Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas. Esta
importante técnica ha sido incorporada en aplicaciones biolégicas y ambientales,
principalmente, para reducir el tiempo de procesos y reacciones quimicas.
Consiste en la transformacion de la energia electromagnética de las microondas
en energia caldrica, la cual “calienta” moléculas polares en el material vegetal y
acelera la difusién de los compuestos de interés hacia el solvente de extraccién
[28, 29].

Las microondas son radiaciones electromagnéticas entre 1mm y 1m (30 GHz a
300 MHz), cuyo efecto basico es la interaccion con las moléculas de agua,
produciendo un aumento rapido de la temperatura. En este procedimiento, MWHD,
el vapor, después de su contacto con el material vegetal, se condensa
obteniéndose una mezcla de agua y aceite, de la cual se separa, por decantacion,

el aceite. El equipo de MWHD usado en este trabajo, se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Montaje de hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas.

1.5 TECNICAS DE OBTENCION DE EXTRACTOS.

1.5.1 Destilacién con vapor / extraccion con solvente simultdnea. Este
método, introducido por primera vez, por Likens y Nickerson [30], combina
simultaneamente la hidrodestilacion y la extraccion con solvente. EI SDE es

aplicable tanto a matrices fluidas como a no fluidas en suspension acuosa.
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Godefroot y colaboradores [31] disefiaron un equipo de SDE a micro-escala, que
se muestra en la Figura 4, que permite reducir la cantidad de solvente a emplear,
lo que elimina la etapa de concentracidn, necesaria para el analisis cromatografico

posterior.

En este sistema, el material vegetal, junto con una pequefa cantidad de agua, se
introduce en un baldn, cuya capacidad puede variar entre 0.1 y 0.5 L, mientras que
el solvente (2-10 mL) se adiciona a otro balén, ambos estan conectados por vias

diferentes al condensador por donde circula una mezcla refrigerante (0-10°C).

Figura 4. Montaje de destilacidon-extraccion con solvente simultanea.
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Los balones se calientan separadamente hasta lograr punto de ebullicion y los
vapores generados por cada uno de ellos se condensan y caen en la seccién que
tiene forma de “U”, lugar donde ocurre la extraccion de compuestos volatiles del
agua hacia el solvente organico. Luego, agua y solvente regresan a sus balones
respectivos por conductos separados. De esta forma, se llevan a cabo
continuamente la hidrodestilacion y la extraccidn, con una cantidad minima de
solvente, que permite extraer analitos presentes en la matriz, en cantidad

suficiente para su analisis por GC.

1.5.2 Extraccion con fluido supercritico. Se entiende como fluido supercritico
una sustancia o mezcla llevada, mediante operaciones mecanicas, a una
condicion de presién y temperatura por encima de su punto critico. Un fluido
supercritico tiene propiedades tanto de liquido como de gas, otorgandole un gran
poder disolvente y una enorme capacidad de penetracion (difusion) en solidos, lo
que permite el agotamiento rapido y casi total de las sustancias extraibles. De este
modo, los analitos pueden separarse totalmente de manera sencilla de los
extractos, al modificar la presion o la temperatura, hasta que el fluido pase a fase

gaseosa [32-34].

Los siguientes fluidos son usados en SFE: dioxido de carbono (CO), agua (H20),
etano (CzHs), eteno (C2H4), propano (CsHsg), xenon (Xe), oxido nitroso (N2O), entre

otros. El CO; es el de uso mas frecuente en la industria [32-34].

La SFE presenta las siguientes ventajas: los extractos obtenidos tienen mayor
frescura y aroma natural, se usan temperaturas moderadas o bajas y se evita la
degradacion térmica de componentes; el extracto esta libre de solvente; hay
mayor presencia de agentes activos; el rendimiento por extraccion es mas alto; los
extractos se obtienen libres de contaminantes bioldgicos; el proceso es “amigable”

con el ambiente; las variables del proceso son flexibles y los equipos pueden ser
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operados automaticamente [32-34].

Otra de las ventajas de la SFE consiste en que el fluido se puede eliminar
facilmente y el solvente se puede reciclar; las temperaturas bajas utilizadas para la
extraccion no cambian quimicamente los componentes del extracto. Sin embargo,
el equipo utilizado es relativamente costoso, ya que son necesarias bombas de

alta presion y sistemas de extraccion resistentes a las altas presiones [32, 34].

= = ‘ i

Figura 5. Equipo Soxhlet de alta presién (J & W Scientific) para la SFE con CO..

La SFE de laboratorio de Cromatografia es una técnica relativamente sencilla: el
material vegetal cortado en trozos pequenos, licuado o molido, se empaca en una

camara de acero inoxidable, que se muestra en la Figura 5, a través de la cual se
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hace circular un fluido en estado supercritico (e.g., CO3), que actua como solvente
de extraccion y permite separar los componentes volatiles del material vegetal. El
fluido, luego, se descomprime progresivamente, hasta alcanzar la presion y la
temperatura ambiente. Se obtiene un extracto, cuyo grado de pureza depende de
las condiciones de extraccion (60°C y 1100 psi de COy) [32, 34].

1.5.3 Microextraccién en fase sélida en el modo headspace. Las técnicas mas
conocidas para la extraccion de compuestos organicos volatiles y semi-volatiles de
una muestra solida o liquida son: headspace dinamico o purga y trampa (P&T),
para concentracion de volatiles; extraccion liquido-liquido; extraccion en fase
sélida y extraccion con fluido supercritico. Sin embargo, estos métodos presentan
varios inconvenientes, entre los cuales se destacan su excesivo costo y tiempos
prolongados de preparacién de la muestra, asi como la pérdida de volatiles

durante la etapa de concentracion [35].

Una nueva técnica de preparacion de muestras, que permite eliminar la mayoria
de los anteriores inconvenientes, es la microextraccion en fase solida (SPME),
desarrollada por Pawliszyn y colaboradores en 1989 [36]; no requiere disolventes
0 aparatos complicados. Permite obtener compuestos volatiles y no volatiles, a
partir de muestras solidas, liquidas o gaseosas, para su analisis por GC, GC-MS o

cromatografia liquida de alta eficiencia, HPLC.

Esta técnica también se usa para el analisis de compuestos en muestras acuosas,
tales como hidrocarburos aromaticos, compuestos organicos volatiles
halogenados, hidrocarburos poliaromaticos, bifenilos policlorados, pesticidas,

compuestos nitrogenados, fenoles y sus derivados, entre otros [36, 37].
Pawliszyn y colaboradores [36,37] demostraron que el tiempo de extraccion puede

ser sustancialmente reducido cuando se utiliza SPME en el modo headspace,

debido a que la difusién de los analitos en la fase vapor es mucho mas rapida que
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en la fase acuosa. El equilibrio de los analitos entre la fase gaseosa y la fibra
polimérica se alcanza en pocos minutos, mientras que por el método de inmersion
en solucion acuosa se requieren periodos de muestreo mucho mas prolongados.
Cuando la fibra recubierta de polimero se introduce directamente en la matriz
acuosa, la fibra debe agitarse intensamente, disminuyendo asi el tiempo para

alcanzar el equilibrio.

i" -

Figura 6. Montaje de microextraccion en fase soélida en el modo headspace, HS-

SPME. Muestreo in-vivo de los volatiles de flores.

La técnica de microextraccion en fase sdlida involucra la extraccion de analitos
organicos especificos directamente desde la solucién o desde su espacio de
cabeza, dentro de un vial cerrado o un sistema en el cual se pueda aislar de la
mejor manera posible la fase vapor, como en el montaje para realizar SPME in-

vivo (Figura 6), con una fibra de silice fundida recubierta con un material
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adsorbente, por ejemplo, poli(dimetilsiloxano) (PDMS) o poli(acrilato). Después de
alcanzar el equilibrio, la fibra que contiene los analitos adsorbidos, es removida del
sistema de muestreo y los analitos se desorben térmicamente en el puerto de
inyeccion de un GC. La fibra es reusable, con una vida util de mas de 50

inyecciones, aspecto que reduce considerablemente costos de analisis [36, 37].

1.5.4 Absolutos y concretos. Diferentes procesos de extraccién pueden ser
usados para obtener ingredientes de perfumes: extraccion etandlica, expresion,
enfleurage, destilacion, extraccion con solventes; este ultimo es el proceso
convencional mas utilizado para producir fragancias de flores porque permite
evitar su degradacion, obteniéndose, ademas, un producto con caracteristicas

organolépticas similares al material natural.

Figura 7. Equipo de ultrasonido (EMA, E30 H, Elmasonic utilizado para extraer el

concreto.
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Se denomina “concreto” a un extracto de una planta aromatica, obtenido con un
disolvente no polar; dentro de los mas usados estan el hexano, éter de petrdleo,
acetona, acetato de etilo, butano. En este trabajo se utilizé el hexano como
solvente; la posterior eliminacién del solvente a baja temperatura y vacio, dio
como resultado un producto semisdlido que contenia no solamente la porcién
aromatica de la planta (terpenos, aldehidos, etc.), sino también parafinas, metil
ésteres de acidos grasos, productos oleosos, cerosos, clorofila, pigmentos, resinas
y otros compuestos de alto peso molecular, que le proporcionan la consistencia
sélida [38].

Una vez obtenido el concreto, se hace una extraccidon con etanol a una
temperatura de ca. 40 °C. Posteriormente, se procede a un enfriamiento entre -2 y
0 °C, quedando una parte insoluble en el etanol, que se denomina resinoide, y una
parte soluble que se separa por filtracion a presién reducida y, preferiblemente,
manteniendo la temperatura en 0 °C, a la que, después de eliminarle el etanol a

baja temperatura y con la ayuda de presién reducida, se le denomina absoluto.

Estas dos formas de extractos tienen amplia aplicacion en la industria
perfumistica, fundamentalmente, para la perfumeria fina, por otorgar al producto
final una mayor fijacion y caracteristicas olorosas mas similares al producto natural
[39].

También tienen uso en las industrias alimenticias y farmacéutica. Las ventajas que
tienen son la facilidad de dosificacion, la posibilidad de homogeneizar la calidad, la
carencia de problemas por contaminacién microbiana y, por ende, una mayor
estabilidad. Y con respecto a los aceites esenciales, en algunas ocasiones suelen
preferirse por contener no solamente los componentes volatiles de la planta, sino
también otros compuestos que hacen el sabor, la textura, la solubilidad y de

acuerdo con sus caracteristicas organolépticas.
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1.6 ANALISIS INSTRUMENTAL

1.6.1 Cromatografia de gases. El analisis por GC permite separar una mezcla en
sus componentes individuales, que posteriormente entran uno por uno a la fuente

ionica del espectrémetro de masas, o a cualquier otro dispositivo de deteccidn.

El éxito de la aplicacién de la GC al estudio de los aceites esenciales ha sido
posible gracias al desarrollo de columnas capilares, que permiten separar las
mezclas multicomponente de las sustancias de diversa polaridad o isomeria
(monoterpenos, sesquiterpenos, etc.). Las fases estacionarias mas usadas para
el analisis por GC de los aceites esenciales son CARBOWAX 20M
[poli(etilenglicol), fase polar] y OV-101 (DB-1, HP-1, SP-30) [poli(dimetilsiloxano),
fase apolar [40].

El tiempo de retencion no constituye un parametro totalmente confiable para el
analisis cualitativo porque depende de muchas variables experimentales, tales
como: tipo de columna, flujo de gas de arrastre, cantidad de muestra inyectada,
etc. Kovats [41] propuso un sistema de indices de retencion que sirve como base
para el analisis cualitativo de los componentes de mezclas complejas
(identificacion tentativa). El sistema de los indices de retencion de Kovats se basa
en una comparacién entre la posicion del pico de un analito en el cromatograma y
los picos correspondientes a hidrocarburos lineales, uno de los cuales eluye antes
del componente de interés y el otro después, utilizando la siguiente relacidn
matematica para calcularlos, en el caso de que sea una corrida cromatografica
con programacion de temperatura:

I[k=100*n+100*[(tx-t)/(tn-th)]
donde :
Ik : indice de Kovats.

n: numero de carbonos del hidrocarburo patrén que eluye antes del analito de
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interés.

tx: tiempo de retencion del analito de interés.

t,: tiempo de retencidn del hidrocarburo patron que eluye antes del analito de
interés.

tn: tiempo de retencion del hidrocarburo patron que eluye después del analito de

interés.

1.6.2 Espectrometria de masas. La espectrometria de masas es un método de
analisis rapido y sensible que permite obtener la maxima cantidad de informacion

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

El espectro de masas es una grafica que relaciona las masas de los iones
especificos (mas exactamente, valores de la relacion masa/carga del ion, m/z) con
sus respectivas concentraciones en la corriente idnica total (TIC), producida por la
ionizacion y la fragmentaciéon de las moléculas del analito en la camara de

ionizacion.

El espectro de masas suministra informacion sobre la masa molecular,
composicion elemental de una sustancia (cuando se utiliza MS de alta resolucion)

y, en algunos casos, permite establecer la estructura espacial de la molécula.

Los espectros de masas de terpenos, principales constituyentes de los aceites
esenciales, son muy parecidos en la mayoria de los casos; es por eso que su
identificacion por la MS esta basada principalmente en las diferencias cuantitativas
(intensidades de los iones) [42,43]. Sin embargo, se han podido encontrar criterios
experimentales (relacion de las intensidades de los iones moleculares y
caracteristicos, MS de la colision activada, energia cinética liberada durante las
transiciones metaestables, etc.) para la identificacion de terpenos (basicamente

monoterpenoides) a través de sus espectros de masas.
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En varios trabajos [40], la identificacién de sesquiterpenos se realiza con base en
los espectros de masas y los indices de Kovats. La estructura de un sesquiterpeno
se considera establecida solo si coinciden sus espectros de masas e indices de
Kovats para dos fases estacionarias, polar y apolar, con los de la sustancia patron
y con los de las bases de los espectros de masas (patrones de fragmentacién) e

indices Kovats de estos componentes [37,40-44].

1.6.3 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. El
acoplamiento de un cromatégrafo de gases con un espectrometro de masas
permite hacer un analisis rapido y seguro de mezclas complejas, determinando
simultdneamente cuantos y cuales son los constituyentes y en qué proporcion se
encuentran en la mezcla. Este método es altamente sensible y con él se logra

detectar componentes en cantidades del orden de picogramos.

El sistema moderno de GC-MS consta de tres bloques principales: cromatdgrafo
de gases, espectrometro de masas y sistema de datos, cuyo componente mas
importante es una computadora. El sistema de datos computarizado realiza la
conversion de las senales procedentes del espectrometro de masas en
cromatogramas y espectros de masas normalizados, permitiendo obtener la

informacién estructural de cada uno de los componentes de la mezcla [43-46].

1.7 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA).

El analisis de componentes principales (PCA) es una técnica estadistica de
sintesis de la informacién, o de reduccién de la dimension, i.e. numero de
variables que se manejan; es decir, ante un banco de datos con muchas variables,
el objetivo sera reducirlas a un numero menor, sin perder, en lo posible, la

informacion.
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Los nuevos componentes principales o factores seran una combinacién lineal de

las variables originales, independientes entre si.

Un aspecto clave en el PCA es la interpretacion de los factores, ya que no viene
dada a priori, sino que sera deducida tras observar la relacién de los factores con
las variables iniciales (requeriria, entonces, estudiar tanto el signo como la
magnitud de las correlaciones). Esto no siempre es facil, y es de vital importancia

la experiencia del analista sobre la materia de investigacion [47].
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Se llevaron a cabo las siguientes actividades, para realizar la parte experimental

de este trabajo; a saber:

Recoleccidon de material vegetal;

Identificacién taxondmica de la planta;

Extraccion por MWHD del aceite esencial de las flores y pétalos de Posoqueria

latifolia;

Obtencion por SDE y SFE de los extractos de las flores Posoqueria latifolia;

Obtencion del concreto y absoluto de las flores Posoqueria latifolia;

Obtencion por HS-SPME de la fraccion volatil de la fragancia de las flores

Posoqueria latifolia;

Analisis por CG-MS de los diferentes extractos y fracciones;

Identificaciéon de los metabolitos secundarios utilizando Ik, MS y bases de

datos;

Analisis estadistico de los componentes principales y grupos funcionales, de

acuerdo con la técnica de extraccion empleada.

39



2.1 RECOLECCION DE MATERIAL VEGETAL.

Teniendo en cuenta el momento en que Posoqueria latifolia expele mayor olor
perceptible, sus flores se recolectaron entre las 6 de la tarde y 8 de la noche, de
arboles ubicados en jardines de la Calle 512 con Carrera 29 en el barrio La Victoria

y de la Universidad Industrial de Santander, de la ciudad de Bucaramanga.

Los procesos de extraccidon se realizaron inmediatamente después de la
recoleccion, para evitar cualquier influencia sobre la composicién quimica que

ejerce de la oxidacion visible que presenta, con el tiempo, la flor recolectada.

2.2 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA.

La identificacién se llevé a cabo en el Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional de Colombia (Bogota), cuyos pliegos testigos
quedaron almacenados en el Herbario Nacional Colombiano (COL, Bogota),
identificados con los numeros de voucher COL 512080 y 512081.

+ Familia: Rubiaceae
« Género: Posoqueria

+ Especie: latifolia

2.3 EXTRACCION POR MWHD DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS FLORES DE
Posoqueria latifolia

Para este caso, las flores se picaron en pedazos de ca. 1 cm?, se pesaron ca. 300

g Yy se sometieron a extraccién en un equipo de destilacion tipo Clevenger, con

calentamiento por radiacion microondas en un horno doméstico LG electronics,
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modelo MS-1242ZK, Seoul, Corea del Sur, durante 30 min (3x10 min) a una
potencia ca. de 60 Watt.

Debido a la poca cantidad de aceite que se obtuvo, éste se disolvié dentro del
Dean-Stark con diclorometano (1 mL), y la mezcla se agregd a un vial para su

posterior analisis por CG-MS.

2.4 EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO.

Para este andlisis las flores se picaron en pedazos de ca. 1 cm?, se pesaron (10
g), se introdujerdn al equipo Soxhlet de alta presiéon (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.), se instal6 el balén en la parte inferior del Soxhlet y se puso en el sistema
de SFE; después se peso hielo seco (300 g), que se adicionaron al sistema de
SFE. Luego, el sistema se sell6 herméticamente, se coloco el extractor en un bafo
de agua tibia ca. a 60 °C, hasta que la presion llegé a 1100 psi, que se mantuvo
constante durante 2 h; después el Soxhlet se sacé del bafio de agua tibia,
colocandolo en un bafio de agua fria hasta que la presion bajé a 500 psi. Por
ultimo, se despresurizé lentamente hasta presion atmosférica, se abrié y se tomé
el balén con el extracto, se le agrego diclorometano (1 mL) y se paso la mezcla a

un vial para su posterior analisis por CG-MS.
2.5 DESTILACION-EXTRACCION SIMULTANEA CON SOLVENTE.

En este procedimiento se pesaron las flores previamente picadas (20 g), se
adicionaron a un balén de fondo redondo de 50 mL, presionandolas contra el
fondo con una varilla de vidrio; luego, se agregaron 15 mL de agua permitiendo
mojar todo el material vegetal; posteriormente, se instalé el balon en el sistema de
SDE, se agregaron 2 mL de diclorometano a un balén de fondo redondo de 5 mL,
y se coloco en el montaje de SDE; después se anadié ca. 1 mL de diclorometano

al cuerpo del montaje para que éste hiciera sifon; posteriormente, se calentaron de
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manera simultanea los dos balones hasta lograr ebullicion, 2 h después de que se

vio la primera gota de agua en el dedo frio.

Mas tarde, el sistema se dejé enfriar y el solvente en el balon de 5 mL se paso6 a
un tubo de ensayo para concentrar con nitrégeno gaseoso hasta 1 mL, que

finalmente fue transferido a un vial para su respectivo analisis por CG-MS.

2.6 OBTENCION DEL ABSOLUTO

Para la obtencion del concreto se utilizé un equipo de ultrasonido marca ELMA E
30 H (ELMA, Alemania) en el cual se instalé un frasco que contenia flores de

Posoqueria latifolia (20 g) en 100 mL de hexano.

La muestra permanecid 30 min en ultrasonido, después se filtr6 y concentro
utilizando un roto-evaporador marca Buichi, modelo R-205 (Laboratoriums-Technik
AG, Suiza) a una presion de 330 mbar y 40 °C. Cuando quedaban menos de 10
mL, la mezcla se transfirié a un tubo de ensayo para eliminar el solvente con flujo
de nitrégeno, al residuo obtenido después de eliminar el solvente, se le agregaron
15 mL de etanol absoluto; la mezcla se agité con una barra magnética durante 20
min, y se procedié a ponerla en una nevera. 24 h después la mezcla fue filtrada al
vacié utilizando un embudo Buchner (Schott Duran, Alemania). Por ultimo, se
evaporo el alcohol hasta llegar a 2 mL, se tomdé una alicuota de 200 pL, que se

aford con diclorometano (1 mL) para analizar por CG-MS

2.7 MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA EN EL MODO HEADSPACE.
Este procedimiento se realizé usando una fibra de PDMS/DVB (65 um) (Supelco

Inc., Bellefonte, EE.UU.).

Se llevo a cabo la extraccion de volatiles a 22 + 1°C de la fase vapor de la planta
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in vivo, colocada en un dispositivo especial para SPME in vivo (Véase Figura 6),
Los tiempos de pre-equilibrio y de exposicion de la fibra fueron de 15 y 30 min,
respectivamente. Las sustancias extraidas por la fibra se desorbieron
térmicamente a 250°C, durante 10 min, en un puerto de inyeccion del GC-MS,

usando un liner de volumen reducido especial para SPME.

Por ultimo, se llevd a cabo la extraccion de volatiles a 40 + 1°C del espacio de
cabeza de un vial para SPME de 10 mL, en el cual se adicionaron 2 g de flores de
Posoqueria latifolia; el tiempo de equilibrio fue de 15 min y el tiempo de exposicidon
de la fibra, de 30 min. Las sustancias extraidas fueron térmicamente desorbidas a
250°C, durante 10 min, en un puerto de inyeccién del GC-MS, usando un liner de

volumen reducido especial para SPME.

2.8 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A
DETECTOR DE MASAS.

El analisis de las muestras se realizd en un cromatografo de gases Agilent
Technologies 6890 Plus (HP, Palo Alto, California, EE.UU), equipado con un
puerto de inyeccidn split/splitless (1:30) (250°C), un inyector automatico Agilent
7863, un sistema de datos HP MS ChemStation (Version D.0200.275), todo esto

acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5973.

Las temperaturas de la camara de ionizaciéon y de la linea de transferencia se

mantuvieron a 230 y 285 °C, respectivamente.

Se utilizé una columna capilar apolar de silice fundida, DB-5MS (J & W Scientific,
Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 um (df), con fase
estacionaria 5%-fenil-poli(metilsiloxano) y una columna capilar polar de silice
fundida DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU) 60 m x 0.25 mm (d.i.) x

0.25 um (ds), con fase estacionaria de poli(etilenglicol).
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La identificacion de los compuestos se realizO comparando sus espectros de
masas con los de las bases de datos (Adams; Wiley 138), y con base en los

indices de retencion de Kovats, medidos en columnas de diferente polaridad.

2.9 ANALISIS DE CLUSTER Y DE COMPONENTES PRINCIPALES.

Se determinaron, por medio de PCA, la relacion entre los compuestos principales
de las flores de Posoqueria latifolia y las diferentes técnicas de extraccién, asi
como relacién entre grupos funcionales de los compuestos extraidos y las técnicas
de extraccion; también, se realizd un analisis clister de los grupos funcionales de

los compuestos extraidos y las técnicas de extraccion.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

Las flores de Posoqueria latifolia presentan oxidacién rapida al picarlas, por lo
cual, se hizo necesario realizar, en el menor tiempo posible, las extracciones
después de este proceso; de esta manera, se evitaron problemas en la
reproducibilidad de los resultados, por la eventual “aparicion” o “desaparicion” de

algunos compuestos.

La identificacion de los componentes de los extractos obtenidos se hizo con base
en los criterios cromatografico (tiempos de retencidn, indices de Kovats) y
espectrométrico, comparando los espectros de masas con los de las bases de
datos Adams, Willey 138 y NIST, lo que permitié la identificacién del 90 % del total

de los compuestos.

Los analisis se hicieron por triplicado, se calcul6é para cada compuesto el error con
un intervalo de confianza de un 95 %, utilizando el reporte de datos segun

Student, con un valor de t=1,92 y dos grados de libertad.

En el Anexo 1, Tabla 1-1, se reportan los componentes de la fragancia de las
flores, obtenidos por diferentes técnicas de extraccién, asi como sus indices de

Kovats tedricos y experimentales de las columnas apolar y polar.
En la Tabla 3 se observa la composicion general de las flores clasificada por

clases de compuestos. En ésta, se observa cuantos compuestos fueron aislados

por cada clase.
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Se puede observar que los métodos con los cuales se logré aislar mayor niumero
de compuestos oxigenados fueron MWHD, SDE, P-MWHD, con 22, 32 y 33
compuestos respectivamente, mientras que los métodos que permitieron aislar
mas hidrocarburos fueron: extraccion del absoluto, MWHD y P-MWHD, con 17, 19,
y 20 compuestos presentes, respectivamente. También se observa que la
metodologia que aisl6 mas compuestos fue la de P-MWHD; ademas, se observa
que si se compara el numero de compuestos aislados por HS-SPME, la
metodologia in vitro presenta mayor niumero de compuestos, lo cual permite
realizar una mejor comparacion de la composicion quimica de este método con

los otros empleados para caracterizar la flor.

En general, se observa que todas las metodologias tienen diferente distribucioén en

la cantidad y clase de compuestos aislados.

Tabla 3. Composicion general por clases de compuestos aislados por las

diferentes técnicas de extraccion.

Tipo de compuesto Numero de compuestos aislados
MWHD P-MWHD SFE SDE — HS-SPMF - Absoluto
in vivo in vitro
Hidrocarburos: 19 20 9 7 5 5 17
Sesquiterpenos: 7 8 2 1 5 5 2
Alifaticos 12 12 7 6 0 0 12
Comp, Oxigenados: 22 33 11 32 8 12 10
Alcoholes 4 3 5 6 4 1 4
Aldehidos 9 10 1 11 0 1 1
Esteres 10 20 5 16 4 10 5
Comp. nitrogenados: 2 2 2 3 2 3 2
Oximas 2 2 2 2 2 2 2
Compuestos nitro 0 0 0 1 0 1 1
Total de compuestos 43 55 22 42 15 20 29

En el Anexo 3, se pueden observar algunas de las estructuras de los

compuestos aislados de las flores por diferentes técnicas de extraccion. En este
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anexo no se muestran algunas moléculas simples, como el nonanal, tricosano,

etc., que si se encuentran mencionadas en la Tabla 1-1 del Anexo 1.

3.1 ANALISIS POR CG-MS DEL EXTRACTO DE LAS FLORES DE Posoqueria
latifolia OBTENIDO POR MWHD.

Al realizar MWHD de las flores de Posoqueria latifolia, se observa que la cantidad
de AE obtenido fue muy pequena y, al enfriarse el sistema, el aceite se adhiri6 a
las paredes del condensador tipo Dean-Stark; luego, se presentd la necesidad de
recogerlo con diclorometano, la solucidon se transfirio al vial, para su posterior
analisis por CG-MS. Es por eso, que cuando se menciona la técnica MWHD, en
este trabajo, se refiere a la obtencion de un extracto y no al AE.
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Figura 8. Cromatograma tipico del extracto, obtenido por MWHD, de las flores de
Posoqueria latifolia. Columna apolar DB-5MS (60), split 1:30, detector selectivo de
masas (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 1-1

del Anexo 1.
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En la Figura 8 puede observarse el cromatograma del extracto obtenido por
MWHD, éste contiene 48 picos, reportados en la Tabla 1-1 del Anexo 1, de los
cuales se identificaron positivamente el 87,5%, encontrando como componentes
principales nonanal, biciclosesquifelandreno, salicilato de bencilo, tricosano,

pentacoseno y pentacosano (83).

Tabla 4. Compuestos mayoritarios (>1%) en el extracto obtenido por MWHD y

analizado en la columna apolar, de las flores de Posoqueria latifolia.

Indices de Kovats

pico N° Compuesto Columna apolar  Columna Cantidad relativa, % +o
Lit[ 411  Exp polar
8  cis-3-Hexenol 859 860 — 1.1 + 1,0E-01
19  Acetato de cis-hex-3-enilo 1005 1004 1320 1,80 + 1,5E-01
28 Nonanal 1101 1106 1397 3,3 + 3,7E-01
30 Acetato de bencilo 1162 1165 1736 1,8 + 3,9E-01
46  trans-B-Cariofileno 1419 1433 1605 1,5 + 5,3E-01
47  Benzoato de isoamilo 1441 1446 1925 1,3 +  4,7E-01
52  Biciclosesquifelandreno 1493 1494 1719 10 + 1,4E+00
53  Hidrocarburo, Cy5 1500 1499 1500 1,5 + 1,1E-01
71 Benzoato de bencilo 1760 1780 1943 2,2 + 6,0E-01
72 Hexadecanal 1811 1818 2143 3,9 + 8,3E-02
73  Salicilato de bencilo 1864 1886 2406 8 + 1,2E+00
75  Octadecanal 2017 2022 1,4 + 1,2E-01
76  Geranil linalool - 2026 - 3,0 + 3,3E-01
77  Hidrocarburo, C,4 2100 2098 2100 1,2 + 2,4E-01
80  9-Tricoseno 2271 2271 2317 2,4 + 5,3E-01
81  Hidrocarburo, Cy3 2300 2299 2300 14 + 2,1E+00
82  Hidrocarburo, Cy4 2400 2399 2400 1,3 + 3,0E-01
83  1-Pentacoseno* 2488 2474 - 13,4 + 9,8E-01
84  Hidrocarburo, Cys 2500 2500 2500 10 + 1,8E+00
86  Hidrocarburo, >Cs 2794 2,0 + 5,9E-01

* identificacion tentativa

Nota: El corredor de error para los valores promedios determinados fue calculado para un intervalo
de confianza del 95%, segiin la regla de Student (i = promedio % t*s/Vn). T=2,92; n=2; s :
desviacién estandar

En la Tabla 4 se puede apreciar la cantidad relativa de los compuestos que se

encuentran en cantidades > 1%, representando el 83.7% de la composicién total
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del extracto de las flores de Posoqueria latifolia obtenido por MWHD. La
cuantificacién corresponde a la integracidén de picos cromatograficos obtenidos por

CG-MS en la columna apolar.

En la Tabla 1-1 del Anexo 1 se aprecia la composicion quimica del extracto,
donde se pueden observar todos los compuestos en cantidades > 0,1%. En esta
tabla, se puede notar la presencia de cis-3-metil-butilaldoxima y de trans-3-metil-
butilaldoxima, compuestos nitrogenados encontrados en las flores de Posoqueria

latifolia, que se mencionan en el trabajo de Kaiser [5].

En la Tabla 4, el componente mayoritario es tricosano, un hidrocarburo lineal que
pertenece a un subgrupo de feromonas, que producen las plantas llamado

kairomonas, que se generan en las plantas para atraer insectos polinizadores [48].
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Figura 9. Distribucién de compuestos por clases en el extracto de las flores de

Posoqueria latifolia, obtenido por MWHD.

49



En la Figura 9 se observa que el extracto obtenido por MWHD esta compuesto
principalmente por hidrocarburos (H) con 49% de la composicion total; los ésteres
(ES) 17%, teniendo como principal representante el salicilato de bencilo, con ca.
8,0 %; sesquiterpenos (S), ca. 13,3%, con el biciclosesquifelandreno que
contribuye el 9,7%; los aldehidos (AL) ca. 10%, siendo el nonanal el compuesto
mayoritario que aporta el 3,3%; alcoholes (OH) con un 4,8% contribuyendo con un
3,0% el geranil linalool. Entre OTROS figuran los compuestos nitrogenados y

tambien los no identificados, con 1,6%.

Los ésteres, sesquiterpenos y aldehidos contribuyen en gran parte con el olor de
las flores, mientras que el alto contenido de hidrocarburos explica por qué, al
enfriarse el sistema de MWHD, el aceite se pega a las paredes del Dean-Stark,

parcialmente, solidificandose.

3.2 ANALISIS POR GC-MS DEL EXTRACTO DE LOS PETALOS DE LAS
FLORES DE Posoqueria latifolia, OBTENIDO POR MWHD.

Al igual que en el caso anterior, al realizar MWHD para los pétalos, no se extrajo
suficiente aceite, por lo cual, éste se recuperé desde el Dean-Stark con
diclorometano. Por eso, se refiere al producto obtenido como “extracto”; sin
embargo, visiblemente se logra observar una mayor cantidad de aceite que la que

se obtiene de las flores completas.

En el cromatograma mostrado en la Figura 10, se puede observar 65 picos
>0.1%, de los cuales se identificaron positivamente el 89,2%, y se encontraron
como componentes principales: acetato de cis-hex-3-enilo (12%), salicilato de
bencilo (9,9%), 1-pentacoseno (8,0%), tricosano (7,8%), biciclosesquifelandreno
(7,4%), pentacosano (6,0%), benzoato de bencilo (5,3%), nonanal (5,1%), y

acetato de bencilo (4,1%).
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En la Tabla 5, se puede observar la cantidad relativa (%), de los compuestos en
cantidades > 1%, en el extracto obtenido por MWHD, de los pétalos de las flores.
Los ésteres tienen gran contribucion en la composicién total, conformando, de esta
manera, el principal grupo de compuestos, lo que se ve reflejado en un incremento
en los compuestos mas volatiles, tal como el acetato de cis-hex-3-enilo,
compuesto mayoritario en el extracto (12%) de la composicién total, mientras que
se aprecia una disminucion del hidrocarburo C,3 en el extracto, de 14% (flor total)
a 7,7% (pétalos).
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Figura 10. Cromatograma del extracto de los pétalos de las flores de Posoqueria
latifolia, obtenido por MWHD Columna apolar DB-5MS (60), split 1:30, detector
selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en
la Tabla 1-1 del Anexo 1.

En la Tabla 1-1 del Anexo 1, se pueden observar la cantidad relativa (>0.1%) e
identificacion de componentes del extracto de los pétalos de las flores de

Posoqueria latifolia. Se observa la presencia de cis-3-metil-butil aldoxima (0,19%)
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y trans- metil-butil aldoxima en trazas, asi como el 1-nitro-2-metil-butano, también
reportados por Kaiser (2002) [5], como compuestos responsables de la fragancia

de las flores.

Tabla 5. Cantidad relativa (>1%) del extracto de los pétalos de las flores de

Posoqueria latifolia obtenido por MWHD.

Indices de K owits

pico N  om puesto f;élz‘;l]ﬂ& agiji C;lulmnarna Cantidad relativa, % 45
19 Acetato de cis-hex-3-enilo 1005 1004 1320 12 + 21EHO
20 Acetato de hexilo 1012 1011 12746 137 + 40E0Z
28 Monanal 1101 1106 1397 ] + 1 7EHO
30 Acetato de bencilo 1Me2 1165 1736 4 = 1, 1EH0
31 Salicilato de rmetilo 1192 1193 1785 22+ GBAEM
42 Eugenaol 1259 1356 2181 12 + 245EM
A5 Hrans-B-Cariofileno 1419 1433 1605 3 + BOEM
47 Benzoato de isoamilo 1441 144B 1925 20 + 51E-M
52 Biciclosesquifelandreno 1493 14584 1719 7 + 1ZEHI0O
53 Hidrocarburo, Cys 1500 1499 1500 12 + 3RE-M
25 o-Farnesgeno 1509 1505 1753 12 + 2 ABE-M
71  Benzoato de bencilo 1760 17380 1943 5 + 1 5EHO
72 Hexadecanal 1811 1818 2143 2 + 1 3EHI0
73 Zalicilato de bencilo 1864 1886 2406 9585 £+ 32pE0Z
76 Geranil linalool 2025 103 + 15E02
81 Hidrocarbura, Cyg 2300 2299 2300 g + 18EHIO
83  1-Pentacoseno™ 2488 2474 a + 1 REHIO
84 Hidrocarburo, Cas 2500 2500 2600 B+ 1BEHD

* identificacidn tentativa

Mota: El cotredor de ervor para losvalores prom edios determinados fue caloulado para un intervalo
de confianza del 95%, seqinla regla de Student (p= promedio + t*s.-"-q"nj. T=29,n=2;35:
desiacidn estdndar

En la Figura 11, se observa que el extracto de los petalos obtenido por MWHD
esta compuesto por ésteres con (42%), acetato cis-hex-3-en-ilo contribuye con un
12%; hidrocarburos (26%), siendo componente principal el 1-pentacoseno (8%);
sesquiterpenos (13%), entre ellos, el mayoritario- biciclosesquifelandreno (7%);

aldehidos (11%), entre ellos el nonanal aporta (5%); alcoholes (1,9%), con el

52



eugenol (1,2 %) como compuesto principal; y, por ultimo, el grupo de “OTROS” (
4,4 %).
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Clase de compuestos

Figura 11. Distribucion por clases de compuestos, presentes en el extracto de los

pétalos de las flores de Posoqueria latifolia, obtenido por MWHD.

3.3 ANALISIS POR GC-MS DEL EXTRACTO DE LAS FLORES DE Posoqueria
latifolia, OBTENIDO POR SDE.

En el perfil cromatografico (Figura 12) obtenido por SDE se puede observar la
fraccion mas volatil de las flores de Posoqueria latifolia. Se identificd positivamente
un 95% de los compuestos presentes. Se encontré una variedad de componentes
que no se aislaron por MWHD, a saber: cis-2-pentenol, hexanal y cis-3-hexenol;
también se detectaron el acetato de cis-hex-3-enilo, el acetato de bencilo, el

salicilato de metilo, benzoato de bencilo y el salicilato de bencilo.

En la Tabla 6, se reportan compuestos en cantidades relativas >1%. Se observa,
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que el componente mayoritario es acetato de cis-hex-3-enilo (10%), seguido de
benzoato de bencilo (9,4%); también se destacan los ésteres como una clase de
compuestos mayoritarios. Cabe mencionar que en la Tabla 1-1 del Anexo 1,
aparecen la identificacion y la cantidad relativa (>0.1%) de los compuestos

presentes en el extracto de las flores de Posoqueria latifolia, obtenido por SDE.
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Figura 12. Cromatograma del extracto de las flores de Posoqueria latifolia,
obtenido por SDE. Columna apolar DB-5MS (60), split 1:30, detector selectivo de

masas (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 1-1
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del Anexo 1.

Es de destacar que por esta técnica de extraccion, se pudieron aislar compuestos
muy volatiles, incluyendo el 1-nitro-2-metil-butano, trans-3-metil-butil aldoxima y la

cis-3-metil-butil aldoxima, tal como se puede apreciar e la Tabla 1-1 del Anexo 1.
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Indices de K ovits

pico M Cotnpesto L’_‘.,Dlmnna apolat Columna C antidad relativa, % 45
Lit[ 411 Exp polar
2 cis-2-Pentenol 773 772 13 + 2BEM
4 Hexanal a0l a5 37 + 31E01
a cis-3-Hexenol tafals ae0 24 + 3RED01
11 Acetato de isopentilo tatatal aa1 1124 31 + 42EM
14 Acetato de cis-2-pentilo 913 914 172 + 3IREM
16 Acetato de cis-3-de pentilo 920 924 13 + ZAEM
17 Benzaldehido 963 967 1529 13 +  42E01
19 Acetato cis-hewx3-enilo 1005 1004 1320 10 + ZAEO
20 Acetato de hexilo 1012 1011 1275 30 + 17E01
23 Alcohol bencilico 1032 1036 1.2 + 10E01
24 Fenil acetaldehidao 1042 1047 30 + SAE02
28 Monanal 1101 1106 1397 19 +  30E01
24 Bencil nitrilo 1140 1141 1.2 + 10E01
an Acetato de bencilo 162 1165 1736 13,41 + 159E02
il Salicilato de metilo 1192 1198 1785 9,00 + 4pE02
39 trahs-2-trahs-4-Decadienal 1317 1320 1818 1,02 + 87E02
42 Eugenal 1359 1356 2181 25 +  Z0E01
47 Benzoato de isoamilo 1441 144R 1925 1,31 + F3E02
48 Acetato de cinamilo 1446 1448 2166 3.0 + ZAEM
B3 Oxido de cariofileno 1881 1599 200R 73 + G7EM
71 Benzoato de bencilo 1760 1780 1843 936 + 22E02
73 Salicilato de bencilo 1864 1886 2406 23 + 35E01
g1 Hidracarburo, Cag 2300 2299 2300 2.2 + 17E0

Nota: Bl corredor de error para los valares promedios determinados fue caloulado para un intervalo de

confianza del 95%, segin la regla de Student (= promedio t*sWm). T =292, n=2; s - desviacidn esténdar

Tabla 6. Compuestos principales del extracto obtenido por SDE de las flores de

Posoqueria latifolia.

En la Figura 13 se observa que el extracto obtenido por SDE esta compuesto por
ésteres (63%), con componente principal, el acetato de cis-hex-3-enilo (10%);
hidrocarburos (4,9%), con compuesto mayoritario el hidrocarburo Cas (2,2%);
sesquiterpenos (5,5%), entre ellos el compuesto 6xido de cariofileno (5%);
aldehidos (14.8%), con el hexanal en cantidad relativa 3,7 %; alcoholes (8,7%) v,
por ultimo, el grupo de “OTROS” (2,3%), donde entran compuestos nitrogenados y

algunos no identificados.
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Figura 13. Distribucion de clases de compuestos presentes en el extracto de las

flores de Posoqueria latifolia, obtenido por SDE.

3.4 ANALISIS POR GC-MS DEL EXTRACTO DE LAS FLORES DE Posoqueria
latifolia, OBTENIDO POR SFE.

El perfil cromatografico tipico de la fraccién de los compuestos semivolatiles de las
flores de Posoqueria latifolia obtenido por SFE, aparece en la Figura 14. En el
extracto se identificaron positivamente un 81% de los constituyentes y se
encontraron, entre otros, el 2-metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenol, el salicilato de

bencilo, el hidrocarburo Cy3, 1-pentacoseno* y el hidrocarburo Cos.

En la Tabla 7 aparecen la identificacion y la cantidad relativa(>0.1%) de los
componentes presentes en el extracto obtenido por SFE. En esta tabla se puede
observar que el 1-pentacoseno es el compuesto principal (25 %), seguido del

pentacosano (22 %).
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Figura 14. Cromatograma tipico del extracto obtenido por SFE de las flores de
Posoqueria latifolia. Columna apolar DB-5MS (60), split 1:30, detector selectivo de
masas (El, 70 eV). La identificacion de los compuestos se reporta en la Tabla 1-1

del Anexo 1.

Tabla 7. Cantidad relativa(>0.1%) de los compuestos presentes en el extracto de

las flores de Posoqueria latifolia obtenido por SFE.

Indices de Kovats

picoN Compuesto leolumna apolar  Columna Cantidad relativa, % *+c
Lit[ 41] Exp polar

30 Acetato de bencilo 1162 1165 1736 0,35 + 2,2E-02
31 Salicilato de metilo 1192 1198 1785 0,32 + 3,3E-02
42 Eugenol 1359 1356 2181 0,4 + 1,3E-01
45 Acido cinamico 1454 1424 24 + 7,8E-01
46 trans -B-Cariofileno 1419 1433 1605 0,7 + 2,8E-01
62 Metoxieugenol 1579 1585 0,60 + 5,8E-02
67 N.I. -— 1697 0,5 + 1,6E-01
70 2-Metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenol* -— 1765 4 + 1,2E+00
71 Benzoato de bencilo 1760 1780 1943 3 + 1,0E+00
73 Sallicilato de bencilo 1864 1886 2406 9 + 2,0E+00
76 Geranil linalool -— 2026 0,24 =+ 3,5E-02
78 N.I. 2130 2132 2.1 + 8,2E-01
80 9-Tricoseno 2271 2271 2317 0,34 + 1,7E-02
81 Hidrocarburo, Cy3 2300 2299 2300 7.4 + 8,3E-01
82 Hidrocarburo,C»4 2400 2399 2400 0,55 7,7TE-02
83 1-Pentacoseno* 2488 2474 258 + 5,1E-01
84 Hidrocarburo,Cs5 2500 2500 2500 23 + 1,5E+00
85 Hidrocarburo,>C,5 2730 6 + 1,8E+00
86  Hidrocarburo,>Cys 2794 13+ 1,9E+00

* identificacion tentativa

Nota: El corredor de error para los valores promedio determinados fue calculado para un intervalo de
confianza del 95%, segiin la regla de Student (p = promedio % t*s/vn). T =2,92; n = 2; s : desviacion
estandar 57




Por su aporte a la fragancia de la flor, entre los compuestos de interés se
observan el salicilato de bencilo (9.2 %) y el benzoato de bencilo (2.8%). También

se encontrd el 2-metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenol, un derivado fendlico.

En la Figura 15 se observa que el extracto obtenido por SFE, esta compuesto por
ésteres (12.8 %), siendo el salicilato de bencilo (9.2 %) el compuesto mayoritario;
hidrocarburos (75 %), entre ellos el principal compuesto fu el 1-pentacoseno (25,8
%); sesquiterpenos (1 %); aldehidos (0,15 %); alcoholes (5.2 %); y por ultimo,
OTROS (5.3 %).
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Figura 15. Distribucion por clases de compuestos en el extracto obtenido por SFE

de las flores de Posoqueria latifolia.
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3.5 ANALISIS DE LA FRACCION VOLATIL DE LAS FLORES DE Posoqueria
latifolia, OBTENIDA POR HS-SPME in vivo.

En la Figura 16 se puede observar la presencia de tres picos cromatograficos
correspondiendo en su orden de elucién, a: acetato cis-hex-3-en-1-ilo; el acetato
de bencilo y el tercero, eugenol. Es de observar que esta fraccion volatil se analizé
en una columna apolar de 30 m, por lo cual los tiempos de retenciéon de los
compuestos son mucho mas cortos, que los observados en los cromatogramas de
las Figuras 8, 10,12 y 14.
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Figura 16. Cromatograma de la fraccion volatil las flores de Posoqueria latifolia,

obtenido por HS-SPME in vivo. Columna apolar DB-5MS (30), split 1:30, detector
selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacién de los compuestos se reporta en
la Tabla 8.
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En la Tabla 8 se aprecia la composicion quimica de la fraccion volatil de las flores
de Posoqueria latifolia, obtenida por HS-SPME in vivo, compuesta basicamente
por tres compuestos, que son, en gran parte, los responsables del olor tan
agradable que tiene de noche esta flor. Sin embargo, debido a que este muestreo
se hizo en un arbol, que se encontraba a 20 min del laboratorio donde se hacia el
analisis, no fue posible explorar las diferentes variables que afectan la adsorcion
de los compuestos sobre la fibra, para determinar las condiciones adecuadas,
para obtener una mejor composicion de éste extracto, tal como se observa con

otras técnicas de extraccion.

Dentro de las investigaciones pendientes figura el analisis de la fragancia de flores
por SPME, para conseguir composiciones similares a las de los extractos aislados
por otras técnicas, con el propdsito de estandarizar la técnica HS-SPME in vivo
como analisis primario (screening), antes de la obtencion de otro tipo de extractos

a partir de las flores.

Tabla 8. Cantidad relativa (%) e identificacion de componentes de la fraccion

volatil in vivo de las flores de Posoqueria latifolia obtenidos por HS-SPME.

Indices de K owvits

ploo H° C ompuesto Columna apolar Cantidad relativa, % do
Lit[ 41] Exp
B cig-3-metil-butil aldoxima 354 Caiatel 0925 + BREODZ
g trans-F-metil-butil aldoxima 858 o6g 0o2s  + 77E-02
10 Hexanol aro a73 0,71 + 15E-M
19 Acetato cis-hex-3-enilo 1005 1004 5] + 1.1E+HI0
24 Fenil acetaldehido 1042 1047 039 + 1,2E-O1
28 Monanal 1101 1106 02% + 3EE-02
30 Acetato de bencilo 11B2 1165 82 + 1,3E-M
a1 Salicilato de metilo 1192 1198 037 + B7E-O02
42 Eugenol 1359 1356 20 + 13EH0
483  Acetato de cinamilo 1445 1443 20 + 2EE-M
50  o-Humuleno 1455 1459 026 + 3J5E02
52  Biciclogesguifelandreno 1436 1494 013 += 24E02
56 Biciclogermacreno 1600 1607 027 + 4&3E02
87  &-Cadinena 1523 1527 04 + 89E-02
62  Oxido de cariofileno 1581 1599 0G1 + 5 4E-02

Mota: El corredor de error para los walores prom edios determinados fue caloulado para
un intervalo de confianza del 5%, seginla regla de Student (p = promedio £ t*s ).
T=202n=2s: desviacion estdndar
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En la Figura 17 se puede apreciar la distribucién por clases de compuestos, en la
fraccion volatil de flores obtenidas por HS-SPME. Los ésteres conforman 71 % de
la mezcla, siendo el acetato de cis-hex-3-enilo componente principal (59.6 %); los
alcoholes alcanzan 20.7 % de la mezcla, con el eugenol como mayoritario (20 %),
los aldehidos (0.25 %); los sesquiterpenos (1.9 %), y no se detectaron

hidrocarburos en la fraccion volatil, aislada por HS-SPME.

El analisis muestra la importancia del acetato de cis-hex-3-enilo y del eugenol,

como contribuyentes importantes al olor emanado por la flor, en las horas de la

noche.
80,00 - .
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AL: Aldehidos
s 60,00+ S: Sesquiterpenos
< OH: Alcoholes
> 50,00 - .
= OTROS: Nitrogenados y
T 40,00 - no identificados
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) 30,00 -
s
S 2000
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Figura 17. Distribucion por clases de compuestos de la fraccion volatil de las

flores de Posoqueria latifolia obtenida por HS-SPME in vivo.
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3.6 ANALISIS DE LA FRACCION VOLATIL DE LAS FLORES DE Posoqueria
latifolia, OBTENIDA POR HS-SPME in vitro.

En el cromatograma de la Figura 18 se pueden observar 22 picos, entre los
cuales los siguientes son de mayor intensidad: acetato de cis-hex-3-enilo, el
acetato de bencilo y el trans-f-cariofileno. Al comparar este cromatograma con el
obtenido de la fraccion volatil aislada por HS-SPME in vivo, se puede observar la

presencia de mas compuestos, aislados de las flores por HS-SPME in vitro.

En la Tabla 9 se aprecia la composicién de la fraccion volatil de las flores de
Posoqueria latifolia, obtenida por HS-SPME in Vitro, los componentes registrados
se encuentran en cantidades > 0.1%. En esta fraccion, se identifico el 91% de los
compuestos; el componente mayoritario es el acetato de cis-hex-3-enilo (47 %),
seguido de el trans-B-cariofileno (11 %) y el acetato de bencilo (10 %).
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Figura 18. Cromatograma de la fraccién volatil de las flores de Posoqueria latifolia
obtenida por HS-SPME in vitro. Columna apolar DB-5MS (30), split 1:30, detector
selectivo de masas (El, 70 eV). La identificacién de los compuestos se reporta en

la Tabla 9.
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Si se compara la composiciéon de la fracciéon volatil, obtenida por SPME in vivo
con, la de SPME in vitro, se observa que la primera la conforman, casi en un 90%,
tres compuestos: acetato de cis-hex-3-enilo, eugenol y acetato de bencilo;
mientras que para la fraccion volatil obtenida por HS-SPME in vitro, estos tres

compuestos solo aportan ca. 59% del total del extracto.

En la fraccion volatil obtenida por HS-SPME in vitro se registraron compuestos
entre los cuales figura el trans-pB-cariofileno, el salicilato de metilo y el acetato de

hexilo, entre otros.

Tabla 9. Cantidad relativa (%) e identificacion de los componentes de la fraccion

volatil de las flores de Posoqueria latifolia obtenida por HS-SPME in vitro.

Indices de Kowits

pico H® C om puesta Columna apolar polar Cantidad relativa, % to
Liff 41] Exp _ _

12 Acetato de Z-metil butilo 851 ge3 35 + 84E-M
13 2-Mitro metil butano a90 a0s 08 + 2Z21E-M
14 Acetato cis-pen-2Z-ehilo 913 G914 os7y  + 18E-02
15 Acetato de pentilo 15 o7 05 + 1.8E-M
18 M. 959 02 + E3E-M
19 Acetato cis-hex-3-enilo 1005 1004 47 + 12EHI0
20 Acetato de hexilo m12 10M 72 + 25E-M
27 Metil benzoato 093 100 139 £+ &FEE-02
a0 Acetato de bencilo 1162 1165 10 + 238E-
31 Salicilato de metilo 1192 1198 (] + 559E-M
32 M. 1202 18 + 2E8E-M
34 trans- 2-Decenal 1264 1268 05 + 14E-M
35 HI. 1293 0B85 £+ 3 3E-02
42 Eugenaol 1358 1361 08 + 1J0E-M
A5 trans-Cariofileno 1419 1422 107 £ 27E-M
50  ao-Humuleno 1455 1456 os + 1,0E-01
52  Bidclosesguifelandreno 1486 1484 1.1 + 18E-01
55 g-Farneseno 1509 14045 15 + 27E-M
58 8-Cadineno 1523 1527 03 + EBZE-M
71 Benzoato de bencilo 1760 1780 15 + 25E-M
73 Salicilato de bencilo 1864 1886 14 + 14E-M

Mota: El corredor de error para los valores prom edios determinados fue calmalado
pataunintervalo de conflanza del 95%, segin la regla de Student (p = promedio +
prenie) T=202p=72 ¢ desviacion estdndar
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La gran diferencia entre estas dos métodos se ve marcada, en parte, por dos
factores; uno es el calentamiento al que se someten las flores por HS-SPME in
vitro, lo que permite que pasen al espacio de cabeza compuestos que se
encuentran en la flor, y el otro es el hecho de que las flores se picaron lo que
produce su oxidacion, en este proceso pueden ocurrir reacciones que aumentan o
disminuyen la cantidad de metabolitos secundarios en la flor, lo que al parecer
influye en la presencia de eugenol. Lo anterior se presume debido a que en los
extractos de MWHD y SDE se realizaron con este mismo proceso, el porcentaje
del eugenol es bajo (0.5-2.5 %) comparado con el que se observa en el extracto

obtenido por SPME in vivo.
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Figura 19. Distribucion por clases de compuestos presentes en la fraccion volatil

de las flores de Posoqueria latifolia, obtenida por HS-SPME in vitro.

En la Figura 19, se observa, que los ésteres constituyen el 70.9% de la
composicion total, entre ellos se destacan compuestos mayoritarios, a saber;
acetato de cis-hex-3-enilo (47 %) y acetato de bencilo (10 %). También, se

observa un aporte importante de los sesquiterpenos (14.7 %).
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3.7 ANALISIS DEL ABSOLUTO DE LAS FLORES DE Posoqueria latifolia

En el cromatograma (Figura 20) del absoluto de las flores se pueden observar 27
picos (> 0.1%), entre los cuales los mayoritarios son el 1-pentacoseno* y el 2-
metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenol, se observa que en su mayoria, el absoluto esta
compuesto por hidrocarburos > Cyy, lo que no es raro, si se compara con la
composicion quimica del absoluto de las flores de Osmanthus sp, en el cual los
hidrocarburos y acidos grasos conforman el 68,7% de la composicion total [48], o
con el aceite esencial obtenido de las flores frescas de Spartium junceum L, que
contiene tricosano (22.9%), tetracosano (8.9%) y pentacosano (16.1%),

constituyendo el 48% del total de su composicion quimica [49].

83
70
85
73
81
71 a4 88
62
42 \ 78
'J_,L,,,,Lﬁkkl,,,,,H“L#M—Lﬁ‘%“l,“l,w,,,,,,
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00

Figura 20. Cromatograma del absoluto de las flores de Posoqueria latifolia,
Columna apolar DB-5MS (60), split 1:30, detector selectivo de masas (El, 70 eV).

La identificacién de los compuestos se reporta en la Tabla 10.

En la Tabla 10, se muestran los componentes presentes en el absoluto de las

flores de Posoqueria latifolia, en cantidades relativas > 0.1%. Se puede observar
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que el componente principal es el 1-pentacoseno, seguido de el 2-metoxi-4-(3-

hidroxihexil)-fenol (13 %), el cual puede influir en el aroma del absoluto. En

general, el absoluto se caracterizé por la presencia de hidrocarburos (> 50%), y

compuestos oxigenados como ésteres (20 %), que son responsables de su aroma

floral.

Tabla 10. Cantidad relativa (%) e identificacién de los compuestos presentes en el

absoluto de las flores de Posoqueria latifolia.

Indices de E ovidts

pico H*° C o e sto . Columna apolar rflaa?it:r:,a;n
Lit[ 41] Exp

5 cis-3-Metil-butil aldoxima 854 tatala) 0,11

o trans-1soveraldehido oxima tatats] b iape] oos
19 Acetato de cis-hex-3-enilo 1005 1004 0,14
28 Monanal 1101 1106 013
30 Acetato de bencilo 1152 1165 046
el Salicilato de metilo 1192 1198 055
42 Eugenol 1359 1356 28

45 Acido cinamico 1454 1424 0E1

A5 trans-p-Cariofileno 1419 1433 059
49 trans-lsoeugenol 1451 1455 1,38
52  Biciclosesguifelandreno 1486 1484 025
G2 hletaxieugenal 1679 1585 243
70 Z-Metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenaol 1765 132
1 Benzoato de bencilo 1760 1780 33

73 Salicilato de bencilo 1864 1886 74

Ir Hidrocarburao, Ty 2100 2093 043
78 ML 2130 2132 483
79 Hidrocarburo, Cog 2200 M97 0Es
ad 9-Tricoseno 2271 2271 o77
a1 Hidrocarburo, Ty 2300 2299 554
a2 Hidrocarburo, Cay 2400 2399 049
a3 1-Pentacoseno® 2488 2474 26,19
84  Hidrocarburo, Cog 2500 2500 4 51
a5 Hidrocarburo, =Cas 2730 13,09
85 Hidrocarburo, »Cag 2794 13

a7 Hidrocarburo, »Cag 2970 046
as Hidrocarburo, =Cag 3183 74

*identificacidn tentativa
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En la Figura 21 se aprecia la composicién quimica del absoluto, segun las clases
de compuestos presentes, i.e. los hidrocarburos (66 %), entre ellos, el principal
compuesto es el 1-pentacoseno (26 %); los alcoholes (20 %), el principal
compuesto el 2-metoxi-4-(2-hidroxihexil)-fenol (13 %); los ésteres (12 %), el
salicilato de bencilo (7 %) fue mayoritario; y los otros compuestos contribuyendo

con el 1% de la composicion total.
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Figura 21. Distribucion por clases de compuestos del absoluto de las flores de

Posoqueria latifolia.

3.8 ANALISIS POR GC-MS DE LOS EXTRACTOS DE Posoqueria latifolia.
La identificacion de los componentes presentes en los extractos de la Posoqueria
latifolia se llevd a cabo empleando indices de retencion de Kovats, calculados

usando tiempos de retencion de patrones de hidrocarburos lineales (C1p — Cg5), y

los espectros de masas (MS), obtenidos por impacto de electrones (70eV).
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Intensidad

Los espectros de masas obtenidos de cada componente de los extractos fueron
comparados con los de las bases de datos NBS 75K (75.000 espectros), WILEY
138K (138.000 espectros), y NIST (250.000 registros). También se efectudé un

analisis “manual’ de las rutas de fragmentacion de compuestos.

Se reviso la homogeneidad de cada pico cromatografico, o que permitié obtener
los fragmentogramas de masas caracteristicos para cada compuesto. A
continuacion, se presenta el anadlisis de algunos MS tipicos, obtenidos
experimentalmente, de compuestos presentes en los extractos de Posoqueria
latifolia.

3.8.1 Fragmentacion de aldehidos. Varios aldehidos forman parte de la
composicion quimica de las flores de Posoqueria latifolia y, aunque se encuentran
en pequefias proporciones, tienen importancia en su fragancia caracteristica. A
modo de ejemplo, en la Figura 22, se observa el espectro de masas del fenil

acetaldehido.
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Figura 22. Espectro de masas del fenil acetaldehido. El, 70 eV.

Este aldehido exhibe en su MS el ion molecular en m/z 120 (23%). La

fragmentacion del fenil acetaldehido se caracteriza por la ruptura bencilica
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acompafada de la formaciéon de los fragmentos (M-H)" en m/z 119 (2%) y (M-
HCO)" en m/z 91 (100%), este Ultimo confirma la presencia del grupo aldehido en
la molécula, y es un fragmento tipico en los espectros de masas de aldehidos

aromaticos.
El catién bencilico en m/z 91 (100%) decae por la eliminacién de una molécula de

acetileno (CzH.) con formacion de CsHs™ en m/z 65 (21%), tal como aparece en el

Esquema 1.

M 'z 120 (23%) mz 119 (=< 1%) \\

i = HCD . ".’_,f

me'z 65 (THY)

Esquema 1. Ruta de fragmentacion del fenil acetaldehido. El, 70 eV.

3.8.2 Fragmentacion de los ésteres. La transposicion de McLafferty y diferentes
transposiciones de hidrégeno son procesos tipicos, que se observan durante la
fragmentacion de los ésteres; en el caso de los ésteres alifaticos es comun

observar la pérdida de los respectivos acidos.

En la Figura 23, se presenta el espectro del acetato de cis-hex-3-enilo que como
la mayoria de los ésteres (acetato), no presenta su ion molecular; se observan tres
picos importantes, a saber, en m/z 82 (80%), m/z 67 (100%) y en m/z 43 (80%);

las rutas de fragmentacion se muestran en el Esquema 2. Se puede observar, que
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la formacion del cation en m/z 43 (80%) se debe a la pérdida del fragmento

CsH110, en forma de radical.
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Figura 23 Espectro de masas del acetato cis-hex-3-en-1-ilo. El, 70 eV.
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Esquema 2. Ruta de fragmentacion del acetato cis-hex-3-en-ilo, El, 70 eV
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La formacién del ion en m/z 82 (80%) se debe al reordenamiento McLafferty por la
transposicion de un hidrogeno al oxigeno del grupo carbonilico, desplazando los
enlaces para al fin trasformarse en acido acético, y dejar un fragmento estabilizado
por dos dobles enlaces, que decae, luego, generando un cation en m/z 67 (100%)
por la pérdida de un radical CHs.

3.9.3 Fragmentacion de los sesquiterpenos. Los espectros de masas de estos
compuestos se caracterizan, en muchos casos, por la presencia de una sefial
intensa en m/z 161, que corresponde al ion (M-C3H7)". La naturaleza ciclica de
sesquiterpenos imparte cierta estabilidad a sus iones moleculares [50]; casi para
todos los sesquiterpenos se puede observar la formacién del ion M™ en el
espectro.
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Figura 24. Espectro de masas del biciclosesquifelandreno. IE, 70 eV.

En la Figura 24 se muestra el espectro de masas del biciclosesquifelandreno, en
el que se observa el ion molecular M* en m/z 204 (17%) de intensidad media, que
decae por la pérdida del radical isopropilico, o que genera el ion de pico base (M-

CsH7)", en m/z 161; a partir de éste se generan, por reacciones monomoleculares

71



consecutivas de tipo retro Diels-Alder (RDA), los iones en m/z 133 y 105 (15 y

42%, respectivamente). En el Esquema 3 se presenta la ruta de fragmentacion.

H S 7
- C3Hy RDA HoCo. RDA | +
—_— — o C
[[]
- CH;
- B 'z 161 (100%) m'z 133 (15%) m'z 105 (42%)
47 miz 204 {1 7% ' ’
W™ mz 204 (17%0) 0
Biciclosesguilelandreno S
RDA RDA
— - o
o # 0 :
' vz 119 (15%) miz 79 (20%)

A

* RIDA f/_(
_h' JJC +
P HoC

'z 91 (349%)

Esquema 3. Ruta de fragmentacion del biciclosesquifelandreno. El, 70 eV.

3.9.4 Fragmentacion de alcoholes. Los alcoholes tienen como caracteristica la
pérdida de 18 unidades debido a la salida del H,O. Normalmente, el ion molecular
no se observa en los espectros de masas, pero en el caso del 2-metoxi-4-(2-
hidroxihexil)-fenol el ion molecular si aparece debido a la estabilizacion producida
por el anillo aromatico. En la Figura 25 se puede observar el espectro de masas

de este compuesto, cuyo ion molecular es m/z 224 (61 %).
El 2-metoxi-4-(2-hidroxihexil)-fenol, se identificod, tentativamente, como un derivado

del eugenol que aparece en cantidades relativamente altas (13% y 4%) en el

absoluto y en el extracto de SFE de las flores. En la Figura 25 se aprecia el
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espectro de masas; los picos mas intensos corresponden al del ion molecular m/z
224 (61 %), iones fragmento en m/z 164 (65 %), m/z 149 (40 %), y, como pico
base, el ion m/z 137. En el Esquema 4 se visualiza la ruta de fragmentacion
propuesta.

137

46000
44000
42000
40000
38000

36000

34000
32000 164
30000 @ 224

28000
26000
24000
22000
20000
18000 149
16000
14000
12000
10000 43
8000
6000
4000
2000
o

Intensidad

122
91

104
| M.\ . m\.l\‘ .5“! . l“ L ‘\'H . .“ 184 “

"
t T T T T T T
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

77

n
+
40 50

55 65
I “.H‘ \‘h . "
60

m/z-—->

Figura 25. Espectros de masas de 2-metoxi-4-(2-hidroxihexil)-fenol, IE, 70 eV.

Esquema 4. Ruta de fragmentacion del 2-metoxi-4-(2-hidroxihexil)-fenol. El, 70 eV
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En el espectro del 2-metoxi-4-(2-hidroxihexil)-fenol se observa el ion molecular,
que se encuentra estabilizado por el anillo aromatico y el grupo metoxi. Al perder
CsH7 en forma de radical, se genera el fragmento en m/z 181. Los iones en m/z
149 y 164 se forman a partir de la deshidratacion del ion molecular y por pérdida
sucesiva de radicales C4Hg y de C3H7, respectivamente. El ion m/z 164 se puede
formar por la deshidratacion del ion en m/z 181. Por ultimo, el ion m/z 137 se

forma por la pérdida del radical CsH10O del ion molecular.

3.9.5 Fragmentacion de hidrocarburos. En los hidrocarburos el ion molecular
suele aparecer, en ocasiones, con una intensidad baja. Su espectro presenta un
conjunto de picos separados por 14 unidades de masa, siendo normalmente los
picos mas intensos que corresponden a los fragmentos C; (m/z 43) y C4 (m/z 57).
La presencia de sustituyentes genera la rotura de enlaces en los puntos de
ramificacion, aumentando asi las intensidades de los iones secundarios o

terciarios formados por escision de estos enlaces.
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Figura 26. Espectro de masas del tricosano, Cys. El, 70 eV.

El tricosano, un hidrocarburo lineal de 23 carbonos, genera ion molecular en m/z
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324, que aparece en la Figura 26. El ion en m/z 309(< 1%) se origina por la
pérdida de un radical CHzdel ion molecular. Posteriormente, se observa la pérdida
consecutiva de 28 unidades debidas a la salida de moléculas neutras de CyHyg,
como es caracteristico de lo hidrocarburos lineales. Adicionalmente, aparecen los
iones complementarios en m/z 57, 71 y 85, correspondientes a C4, Cs5 y Ce,
respectivamente. En el Esquema 5 se observa la ruta de fragmentacion de este

hidrocarburo

+

4 e L + -'L-.'_'_‘“
CHy~(CHylp-CH3 — 113 o CH3;~(CHg)pgCHy ———t CH;~(CHy)15-CH,
M* Yz 324 (9%) m'z 309 (= 1%) m'z 281 (2%)
Tricosano

+ -C + -1 +

l-cgg
NN Cslly

ClH;-({CH3)19-CH2 —— (lI;-{CH3)47-CH> — (11;-(CH3)45-CH32
'z 295 (2%) m'z 267 (4%) miz 239 (= 5%)

Esquema 5. Ruta de fragmentacion del tricosano. El, 70 eV

3.9 COMPARACION ENTRE LAS DIFERENTES TECNICAS DE EXTRACCION
UTILIZANDO DIFERENTES ANALISIS ESTADISTICOS.

La Figura 27 muestra la distribucion de clase de compuestos, obtenidos por
diferentes técnicas de extraccidén. Se observa que los ésteres estan >11.8% por lo
que tienen gran importancia en la fragancia de los flores de Pososqueria latifolia,
las técnicas que permitieron aislar en mayor proporcion ésteres son SDE, HS-
SPME in vivo y HS-SPME in vitro, las cuales son usadas para determinar volatiles

en las plantas.

También se aprecia claramente que los hidrocarburos se extraen en mayor grado
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por técnicas SFE, MWHD, y estan presentes en el absoluto, y, en menor

proporcién, por la técnica de hidrodestilacion P-MWHD.

H: Hidrocarburos
ES: Esteres

S: Sesquiterpenos
AL: Aldehidos
OH: Alcoholes
OTROS: Compuestos
nitrogenados y no
identificados

ABSOLUTO

OTROS
SPME in vitro

SPME in vivo

Figura 27. Clases de compuestos quimicos, aislados de flores de Posoqueria

latifolia por diferentes técnicas de extraccion.

En general, lo que se puede observar, es que la la técnica HS-SPME
preferencialmente extrae compuestos mas volatiles; en el absoluto (extraccion con
solvente) presenta compuestos mas pesados, asi como en el extracto SFE. La
hidrodestilacion asistida por microondas extrae componentes en cuanto a su

polaridad y peso molecular mas uniformemente.
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3.9.1 Andlisis de clusters. En el analisis de cluster se observan las agrupaciones
de las diferentes técnicas. En la Figura 28, se pueden observar las agrupaciones
segun las clases de compuestos. La matriz analizada se encuentra en el Anexo 2
(Tabla 2-1), se observa una agrupacién entre SFE y el absoluto, ambas técnicas

permiten aislar hidrocarburos en cantidades mas altas, que otros métodos.

Otra agrupamiento se observa entre las técnicas SPME in vivo y SDE, ambas
aislan ésteres y alcoholes en cantidades prevalentes, estas dos técnicas, a su

vez, se relacionan con SPME in vitro, y P-MWHD.

SPME in vivo 1

SDE 7

SPME in vitro b

P-MWHD

SFE

ABSOLUTO

MWHD 7

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

Linkage Distance

Figura 28. Analisis de cluster, usando las clases de compuestos para diferentes

técnicas de extraccion.
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De igual manera, se realiz6 el analisis de cluster, teniendo en cuenta todos los
compuestos encontrados. La matriz con la que se efectuo el analisis se encuentra
en el Anexo 2 (Tabla 2-2). Se debe tener en cuenta que ante la presencia de
tantas variables, se dificulta determinar cuales variables o relaciones de éstas son

las que generan los agrupamientos.

MWHD 1

P-MWHD ]

SDE 1

SFE _

ABSOLUTO 1

SPME in vivo i

SPME in vitro ]

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Linkage Distance

Figura 29. Analisis de cluster, usando los compuestos aislados por diferentes

técnicas de extraccion.

En la Figura 29 se observan tres agrupaciones importantes, entre los métodos de
P-MWHD y SDE, nuevamente entre SFE y el absoluto, y, por ultimo se agrupan

las técnicas de SPME. En la Tabla 1-1 del Anexo 1 se constata, que para el
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acetato de cis-hex-3-en-ilo, las cantidades relativas son similares para las técnicas
agrupadas, e.g. para P-MWHD y SDE, vy, asi, respectivamente, para los otros

grupos.

La relacidon que se observa entre las técnicas P-MWHD, SDE, SFE; y el absoluto

se debe a que contienen cantidades relativamente altas de salicilato de bencilo.

3.9.2 Andlisis de componentes principales PCA. En la Figura 31 se aprecian
las agrupaciones de las diferentes técnicas de extraccion, representadas en un
plano cartesiano conformado por dos factores que representan el 81.75 % de la
informacién procesada. Para obtener los agrupamientos fue necesario tomar a la
variable “OTROS” como suplementaria, en la Tabla 2-3 del Anexo 2, se puede
observar la influencia de ésta sobre cada uno de los factores que representan la

informacion total.

En la Figura 30 se observan 4 grupos; el primero conformado por los métodos de
MWHD y P-MWHD, el segundo por SPME-in vitro y SDE, el tercero por SFE vy el
absoluto, y, por ultimo, la técnica SPME in vivo que se encuentra aislada de las

demas.

En la Tabla 2-4 del Anexo 2, se pueden observar las contribuciones de las
variables a los diferentes factores. En esta tabla el Factor 1 esta influenciado
mayormente por dos variables; sesquiterpenos (S) e hidrocarburos (H); sin
embargo, la diferencia entre la influencia de estas dos variables respecto a las
otras no es muy grande, por lo que en general para este caso, todas las variables
afectan los factores. En la misma tabla también se destaca que las variables que

mas afectan al factor 2 son los ésteres (ES), alcoholes (OH) e hidrocarburos.
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Figura 30. Analisis de componentes principales de acuerdo con varias clases de

compuestos aislados por diferentes técnicas de extraccion.

Para el caso de la Figura 31 es interesante observar la influencia sobre los
factores 1y 2, y apreciar que las técnicas se desplazan hacia la parte positiva del
Factor 1, si aumenta la cantidad de hidrocarburos y de alcoholes, explicando asi el
desplazamiento hacia la derecha del de SFE y el absoluto. También se aprecia un
leve desplazamiento hacia la derecha del Factor 1 de la técnica SPME in vivo,
debido a la gran cantidad de alcoholes que forma parte de la composicion de este
extracto. El desplazamiento de las técnicas hacia la izquierda del Factor 1, es
debido a la presencia de aldehidos (AL), sesquiterpenos (S) y ésteres (ES), lo que
explica el fuerte desplazamiento de SPME in vitro, SDE y P-MWHD hacia la

izquierda, el hecho que el desplazamiento de SPME in vitro sea mayor que las
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otras dos técnicas, es porque ésta contiene en su composicion el 94% de ésteres

y sesquiterpenos.

Las técnicas que se desplazan hacia el eje positivo del Factor 2, son las que
tienen cantidades altas de ésteres y alcoholes, lo que explica el fuerte
desplazamiento de SPME in vivo hacia este polo, debido a que el 91.6% de su
composicion total es de esta clase de compuestos, mientras que las técnicas que
se desplazan hacia la izquierda son las que tienen mayor cantidad de
hidrocarburos, sesquiterpenos y aldehidos, por lo que las técnicas que se
desplazan hacia la izquierda del factor 2, son: SFE, P-MWHD y de P-MWHD.

También se hizo el analisis de PCA con compuestos aislados por las diferentes
técnicas de extraccion. En la Figura 31 se pueden observar cuatro grupos; el
primero; conformado por P-MWHD y MWHD; el segundo, SFE y absoluto; el
tercero, las técnicas de HS-SPME;y por ultimo, SDE que se encuentra distanciada

de las demas técnicas.

Tabla 2-5 del Anexo 2 se muestra la influencia de las variables sobre las
coordenadas para cada factor. En la Tabla 2-6 del Anexo 2 se observa la
contribucién de las variables a los factores. Como se observa en estas tablas, no
hay variables que influyan considerablemente mas que otras, por lo que se dice
que toda la composicion quimica afectan los agrupamientos que se presentaron

para este analisis.

Las agrupaciones se observan respecto al tipo de extraccion, e.g. las técnicas de
extraccion SFE y el absoluto se agruparon en el cuadrante inferior izquierdo, estas
dos técnicas son extracciones con solvente. La técnica de extraccion SDE que se
encuentra separada de las utiliza destilacion y extraccion simultanea, lo que puede

explicar su posicion en el plano.
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Figura 31. Analisis de componentes principales de los casos usando las variables
que son todos los compuestos presentes en los extractos aislados por las

diferentes técnicas de extraccion empleadas.
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4. Conclusiones

Por primera vez se realizé el estudio de la composicion quimica de los extractos
obtenidos de flores de Posoqueria latifolia, utilizando 6 diferentes técnicas de
extraccion, a saber: hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas,
destilacion-extraccion simultanea con solvente, extraccion con fluido supercritico,
micro extraccion en fase sodlida in vivo, microextraccion en fase sdlida in vitro y la

obtencion del absoluto con un solvente.

En total se detectaron 88 compuestos en concentraciones mayores de 0.1%, de
los cuales se logro identificar el 86.4%), usando criterios cromatografico (indices de

retencion de Kovats) y espectroscoépico (espectros de masas).

En la Tabla 1-1 del Anexo 1 se puede ver que los compuestos cis-3-metil-butil
aldoxima, trans-3-metil-butil aldoxima, acetato de cis-hex-3-en-1-ilo, acetato de
bencilo, salicilato de metilo y el eugenol, son compuestos comunes para los

extractos obtenidos por todas las técnicas de extraccidon usadas.

Usando la técnica de HS-SPME se establecié que el compuesto mayoritario de la
fragancia de la flor es el acetato de cis-hex-3-en-1-ilo seguido del acetato de

bencilo participando en cantidades relativas de 45y 8%, respectivamente.

En los extractos de MWHD, SFE y en el absoluto, se encuentran hidrocarburos
lineales saturados e insaturados en cantidades apreciables, algunos de ellos son
kairomonas, que sintetiza la flor para atraer a los insectos polinizadores.

En los extractos de la flor de Posoqueria latifolia no se detecto el D-germacreno,

reportado por Kaiser(2002), pero si el biciclosesquifelandreno que posee el
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espectro de masas muy parecido.

En diferentes extractos obtenidos de la flor de Posoqueria latifolia, se encuentran
en cantidades importantes compuestos oxigenados, tales como ésteres, aldehidos
y alcoholes, responsables de la fragancia floral frutal de esta flor, por lo cual los
extractos podrian ser utilizados en las industrias cosméticas o de alimentos, para

dar nuevos tonos o sabores a los productos.
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5. Recomendaciones

Estudiar organolépticamente el absoluto y los aceites de los pétalos y de la flor
completa, por parte de expertos catadores para determinar el posible uso en

los productos de las industrias de cosméticos o de alimentos, o en ambas..

Estudiar los extractos de las hojas para determinar su posible actividad

biolégica, debido a la presencia de iridoides, reportados por Stobod (1980).

Estudiar mas a fondo el proceso de obtencion del absoluto de las flores de
Posoqueria latifolia utilizando diferentes solventes, temperaturas de extraccion,
condiciones de evaporacién de los solventes y filtracion, para mejorar la

cantidad producto.
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Anexo 1,
Tabla 1-1. Cantidad relativa (%) e identificacién de los compuestos presentes en la fragancia de las flores de

Posoqueria latifolia, obtenidos por diferentes técnicas de extraccion.

N° pico (Figuras Ik

9,11,13,15,17, Compuesto MWHD MWHD-PETALOS SFE SDE SPME in vivo SPME in vitro ABSOLUTO
(apolar)
19,21, 23)
1 trans -2-Pentenol 770 0,70 + 5,9E-02
2 cis -2-Pentenol 772 1,3 = 2,6E-01
3 Isoveraldehido 790 0,50 + 7,8E-02
4 Hexanal 806 1,0 + 1,9E-01 3,7 + 3,1E-01
5 Acetato de butilo 819 0,31 + 6,6E-02
6 cis -3-Metil-butil aldoxima 855 0,247 + 14E-03 0,19 + 24E-02 013 + 13E-02 037 + 60E-02 095 + 66E-02 020 = 5/1E-02 0,11
7 trans -2-Hexenal 858 0,44 + 3,8E-02
8 cis -3-Hexenol 860 1.1 + 1,0E-01 049 + 6,0E-02 24 + 3,8E-01
9 trans -3-Metil-butil aldoxima 869 0,22 + 2,3E-02 TRAZAS TRAZAS TRAZAS 095 + 7,7E-02 0,23 * 2,3E-02 0,08
10 Hexanol 873 0,27 + 3,5E-02 0,52 + 3,2E-02 0,7 + 1,5E-01
11 Acetato de isopentilo 881 0,38 + 9,2E-02 3,1 £ 4,2E-01
12 Acetato de 2-metil butilo 883 0,16 + 3,4E-02 2,0 + 8,4E-01
13 2-Metil-nitrobutano 908 0,15 = 3,3E-02 TRAZAS 7 + 1,1E+00
14 Acetato de cis -pen-2-en-1-ilo 914 0,22 + 4,5E-02 1,2 * 3,6E-01 0,39 = 1,8E-02
15 Acetato de pentilo 917 0,24 + 2,0E-02 1,4 + 1,8E-01
16 Acetato de cis -pen-3-en-1-ilo 924 1,3 *= 2,8E-01
17 Benzaldehido 967 04 + 1,2E-01 1,3 * 4,2E-01
18 N.I. 989 049 + 4,2E-02 1,4 + 6,3E-01
19 Acetato de cis -hex-3-en-1-ilo 1004 1,8 + 1,5E-01 12+ 2,1E+00 0,11 + 76E-02 10,1 + 2,8E-01 60 + 11E+00 50 = 1,2E+00 0,14
20 Acetato de hexilo 1011 1,37 + 4,0E-02 30 + 1,7E-01 40 + 2,9E-01
21 2,4-Heptadienal 1013 0,21 = 2,1E-02 09 + 1,9E-01
22 1,3-Hexadieno, 3-etil-2-metil 1034 0,23 + 4,2E-02 0,61 = 9,5E-02
23 Alcohol bencilico 1036 1,2 + 1,0E-01
24 Fenil acetaldehido 1047 03 + 1,11E-01 027 + 3,2E-02 0,15 + 6,2E-02 3,04 + 34E-02 04 =+ 1,2E-01
25 2-Octenal 1070 0,22 + 7,1E-02 03 + 1,5E-01 0,7 + 1,7E-01
26 Oxido de linalol 1074 0,30 + 2,6E-02
27 Benzoato de metilo 1100 0,35 + 7,3E-02 0,13 = 5,6E-02
28 Nonanal 1106 3,3 + 3,7E-01 5 + 1,7E+00 19 + 3,0E-01 025 + 36E-02 056 =+ 85E-02 0,13
29 Bencil nitrilo 1141 1,2 * 1,0E-01 08 + 1,7E-01
30 Acetato de bencilo 1165 1,8 + 3,9E-01 4 + 1,1E+00 0,35 + 22E-02 1341 + 19E-02 88 + 13E-01 91 <+ 28E-01 0,46
31 Salicilato de metilo 1198 063 =+ 411E-02 22 + 84E-01 032 + 33E-02 90 + 48E-02 037 =+ 67E-02 26 + 59E-01 0,55
32 N.I. 1205 0,68 + 4,3E-02 06 + 1,2E-01 1,1 + 28E-01
33 Acetato de octilo 1209 0,23 + 5,4E-02
34 trans - 2-Decenal 1263 0,76 = 9,6E-02 049 + 4,1E-02 0,795 + 7,4E-03
35 N.I. 1293 0,35 + 8,1E-02
36 trans -2-cis -4-Decadienal 1295 0,19 + 4,7E-02 042 + 1,9E-02 052 + 2,9E-02
37 Isobutanoato de bencilo 1300 0,21 + 8,2E-02
38 Acetato de nonanilo 1308 0,097 + 5,2E-03
39 trans -2-trans -4-Decadienal 1320 05 + 1,2E-01 096 =+ 24E-02 1,02 + 8,7E-02 0,7 £ 1,4E-01
40 N.I. 1342 0,24 + 7,3E-02 0,38 + 3,3E-02
41 Butanoato de bencilo 1349 0,18 + 8,5E-02 0,81 + 6,9E-02
42 Eugenol 1356 0,50 + 43E-02 12 + 25E-01 04 + 13E-01 26 + 20E-01 20 + 1,3E+00 6 + 1,1E+00 2,8
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Tabla 1-1 Continuacion.

43
44

45

Benzoato de butilo
Isovalerato de bencilo
Acido cinamico

trans -B-Cariofileno
Benzoato de isoamilo
Acetato de cinamilo
trans- Isoeugenol
a-Humuleno
y-Muroleno
Biciclosesquifelandreno
Hidrocarburo Cy5
Tiglato de bencilo
a-Farneseno
Biciclogermacreno
y-Cadineno
8-Cadineno

Salicilato de isopentilo
N.I.

Benzoato de cis -hex-3-en-ilo
Metoxieugenol

Oxido de carifileno
N.I.

N.I.

Salicilato de cis -hex-3-en-1-ilo
N.I.

Hidrocarburo, C7
Pentadecanal
2-metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenol*
Benzoato de bencilo
Hexadecanal
Salicilato de bencilo
Hidrocarburo, C1g
Octadecanal

Geranil linalool
Hidrocarburo, C»;

N.I.

Hidrocarburo, Cy,
9-Tricoseno
Hidrocarburo, Cy3
Hidrocarburo, Cy,4
1-Pentacoseno*
Hidrocarburo, Cys
Hidrocarburo, >Css

1377
1397
1424
1433
1446
1448
1455
1469
1486
1494
1499
1501
1505
1507
1520
1527
1550
1554
1577
1585
1599
1609
1620
1676
1697
1700
1715
1765
1780
1818
1886
1898
2022
2026
2098
2132
2197
2271
2299
2399
2474
2500
2730

0,6

1,5
1.3
0,3

0,2

10
1,5

0,8
0,5

0,19

0,3
0,4

0,4
0,33
0,32
0,22

0,915
0,4

2,2
3,87

0,97
14
3,0
1,2

0,24
0,7
24

1,3

13,4
10

09

H+ H+ =+ I+ + H+ 1+

H+

H+ H+

H oW

+ 1+

+ H+ + + H+

+

H+

W

+

1,0E-01

5,3E-01
4,7E-01
3,0E-01

1,4E-01

1,4E+00
1,1E-01

2,2E-01
1,6E-01

1,1E-02

1,5E-01
2,1E-01

2,4E-01
5,0E-02
7,2E-02
6,4E-02

8,8E-03
1,1E-01

6,0E-01
8,3E-02
1,2E+00
6,7E-02
1,2E-01
3,3E-01
2,4E-01
8,1E-02
1,8E-01
5,3E-01
2,1E+00
3,0E-01
9,8E-01
1,8E+00
1,8E-01

0,41 = 5,4E-02
0,95 + 6,2E-02
3,1 + 6,0E-01
20 + 5/1E-01
09 + 25E-01
TRASAS

04 + 1,7E-01
03 + 14E-01
7 + 1,2E+00
1,2 = 3,6E-01
0,49 + 6,6E-02
12 = 28E-01
04 + 1,5E-01
0,112 + 6,0E-03
0,7 1,3E-01
06 + 2,0E-01
0,58 =+ 9,9E-02
04 + 29E-01
0,34 = 4,5E-02
0,27 = 1,9E-02
03 + 14E-01
06 * 4,1E-01
05 £ 1,5E-01
0,3 + 2,0E-01
5 + 1,5E+00
2 + 1,3E+00
9,85 + 3,6E-02
04 + 3,0E-01
1,03 + 1,5E-02
0,93 =+ 4,5E-02
03 + 1,2E-01
06 + 1,3E-01
8 + 1,8E+00
06 + 1,6E-01
8 + 1,6E+00
6 + 1,8E+00
0,38 =+ 3,4E-02

2,4
0,7

0,60

0,5

0,24

21

0,34
7.4
0,55
25,8
23

+ I+

I+

+

+

H+

+

+

+ H+ O+

H+

7,8E-01
2,8E-01

5,8E-02

1,6E-01

1,2E+00
1,0E+00

2,0E+00

3,5E-02

8,2E-01

1,7E-02
8,3E-01
7,7E-02
5,1E-01
1,5E+00
1,8E+00

0,51

1,31
3,0

73

9,36

53

2,2

0,80

5,9E-02

3,3E-02
2,8E-01

8,7E-01

2,2E-02

3,9E-01

1,7E-01

2E-01

2,0

0,26

0,13

0,27

0,64

0,61

I+

I+

H+

+

+

2,6E-01

3,5E-02

2,4E-02

5,3E-02

8,9E-02

5,4E-02

0,22
0,34
0,64
0,55

0,5
1,4
0,7

1,5
1,4

H+ + + I+

H+ H+ H+

H+

H+ 1+

3,8E-02
2,7E-02
2,3E-02
8,0E-02

1,0E-01

4,7E-01
1,8E-01

2,7E-01

3,2E-01
6,2E-01

2,5E-01
1,4E-01

0,61
0,59

1,38

0,25

2,43

13,2
3.3

0,43
4,83
0,68
0,77
5,94
0,49
26,19
4,51

13,09
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Tabla 1-1 Continuacion.

86 Hidrocarburo, >Cy5 2794 2,0 + 5,9E-01 1,0 + 3,6E-01 1,3
87 Hidrocarburo, >C,s 2970 0,46
88 Hidrocarburo, >Css 3183 74

* Identificacion tentativa
Nota: El corredor de error para los valores promedios determinados fue calculado para un intervalo de confianza del 95 %, segin la regla de Student (i = promedio + t¥s/vn). T =2,92; n =2; s : desviacion estindar
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Anexo 2. Tablas del andlisis de estadistico

Tabla 2-1. Matriz de las técnicas versus los tipos de compuestos para el analisis
estadistico.

TECNICA OTROS OH AL S ES H
SPME in vivo 1,90 20,71 0,63 1,90 70,90 0,00
SPME in vitro 43 0,8 0,5 14,7 79,7 0,0
SDE 2,25 8,73 14,81 5,50 63,11 4,88
SFE 5,31 5,23 0,15 0,97 12,80 75,23
MWHD 1,67 4,88 10,65 13,31 17,43 49,24
P-MWHD 4,36 1,94 11,86 13,09 42,07 26,26
ABSOLUTO 0,8 19,81 0,13 0,84 11,85 66,09
OH: Alcoholes, AL: Aldehidos, S: Sesquiterpenos, ES: Esteres, H: Hidrocarburos, OTROS:
Compuestos nitrogenados y no identificados.

Tabla 2-2. Matriz de las técnicas los compuestos para el analisis estadistico

P- SPME in SPME in
Compuesto MWHD MWHD SFE SDE vivo vitro ABSOLUTO

trans -2-Pentenol 0,00 0,00 0,00 0,70 0,00 0,00 0,00
cis -2-Pentenol 0,00 0,00 0,00 1,26 0,00 0,00 0,00
Isoveraldehido 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00
Hexanal 0,00 0,95 0,00 3,66 0,00 0,00 0,00
Acetato de butilo 0,00 0,00 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00
cis -3-Metil-butil aldoxima 0,25 0,19 0,13 0,37 0,95 0,20 0,11
trans -2-Hexenal 0,00 0,00 0,00 0,44 0,00 0,00 0,00
cis -3-Hexenol 1,10 0,49 0,00 2,44 0,00 0,00 0,00
trans -3-Metil-butil aldoxima 0,22 0,00 0,00 0,00 0,95 0,23 0,08
Hexanol 0,27 0,00 0,00 0,52 0,71 0,00 0,00
Acetato de isopentilo 0,00 0,38 0,00 3,07 0,00 0,00 0,00
Acetato de 2-metil butilo 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 2,01 0,00
2-Metil-nitrobutano 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 6,52 0,00
Acetato de cis -pen-2-en-1-ilo 0,00 0,22 0,00 1,17 0,00 0,39 0,00
Acetato de pentilo 0,00 0,00 0,00 0,24 0,00 1,39 0,00
Acetato de cis -pen-3-en-1-ilo 0,00 0,00 0,00 1,27 0,00 0,00 0,00
Benzaldehido 0,00 0,39 0,00 1,35 0,00 0,00 0,00
N.1. 0,00 0,00 0,00 0,49 0,00 1,38 0,00
Acetato de cis -hex-3-en-1-ilo 1,80 12,00 0,11 10,12 59,65 50,20 0,14
Acetato de hexilo 0,00 1,37 0,00 3,01 0,00 4,00 0,00
2,4-Heptadienal 0,00 0,21 0,00 0,90 0,00 0,00 0,00
1,3-Hexadieno, 3-etil-2-metil 0,00 0,23 0,00 0,61 0,00 0,00 0,00
Alcohol bencilico 0,00 0,00 0,00 1,18 0,00 0,00 0,00
Fenil acetaldehido 0,26 0,27 0,15 3,04 0,39 0,00 0,00
2-Octenal 0,22 0,33 0,00 0,70 0,00 0,00 0,00
Oxido de linalol 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00
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Tabla 2-2. Continuacion.

Benzoato de metilo
Nonanal

Bencil nitrilo

Acetato de bencilo
Salicilato de metilo

N.I.

Acetato de octilo

trans - 2-Decenal

N.I.

trans -2-cis -4-Decadienal
Isobutanoato de bencilo
Acetato de nonanilo
trans -2-trans -4-Decadienal
N.I.

Butanoato de bencilo
Eugenol

Benzoato de butilo
Isovalerato de bencilo
Acido cinamico

trans -B-Cariofileno
Benzoato de isoamilo
Acetato de cinamilo
trans- Isoeugenol
a-Humuleno
y-Muroleno
Biciclosesquifelandreno
Hidrocarburo C;5

Tiglato de bencilo
a-Farneseno
Biciclogermacreno
y-Cadineno

0-Cadineno

Salicilato de isopentilo

N.I.

Benzoato de cis -hex-3-en-ilo
Metoxieugenol

Oxido de carifileno

N.I.

N.I.

Salicilato de cis -hex-3-en-1-ilo
N.I.

Hidrocarburo, C7

Pentadecanal

2-metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenol*

Benzoato de bencilo
Hexadecanal
Salicilato de bencilo
Hidrocarburo, Cg
Octadecanal
Geranil linalool

0,00
3,26
0,00
1,82
0,63
0,00
0,00
0,76
0,00
0,19
0,00
0,00
0,53
0,00
0,00
0,50
0,00
0,64
0,00
1,52
1,29
0,34
0,00
0,21
0,00
9,68
1,46
0,00
0,81
0,49
0,00
0,19
0,00
0,32
0,44
0,00
0,40
0,33
0,32
0,22
0,00
0,91
0,40
0,00
2,24
3,87
8,01
0,97
1,38
3,01

0,00
5,06
0,00
4,00
2,16
0,68
0,23
0,49
0,35
0,42
0,21
0,10
0,96
0,00
0,18
1,20
0,41
0,95
0,00
3,06
2,00
0,88
0,00
0,39
0,30
7,30
1,22
0,49
1,16
0,41
0,00
0,11
0,68
0,63
0,58
0,00
0,38
0,34
0,27
0,28
0,00
0,56
048
0,29
5,35
2,32
9,85
0,00
0,40
1,03

0,00
0,00
0,00
0,35
0,32
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,44
0,00
0,00
2,44
0,73
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,60
0,00
0,00
0,00
0,00
0,55
0,00
0,00
3,95
2,81
0,00
9,21
0,00
0,00
0,24

0,35
1,88
1,22
13,41
9,00
0,56
0,00
0,79
0,00
0,52
0,00
0,00
1,02
0,24
0,81
2,63
0,00
0,51
0,00
0,00
1,31
2,97
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
7,28
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
9,36
0,00
5,34
0,00
0,00
0,00

0,00
0,25
0,00
8,85
0,37

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
20,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,04
0,00
0,26
0,00
0,13
0,00
0,00
0,00
0,27
0,00
0,64
0,00
0,00
0,00
0,00
0,61
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,13
0,56
0,83
9,15
2,56
1,12
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,65
0,38
0,00
5,84
0,00
0,00
0,22
0,34
0,64
0,55
0,00
0,45
1,40
0,66
0,00
0,00
0,89
0,00
1,48
2,87
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,45
1,35
0,00
0,00
0,00

0,00
0,13
0,00
0,46
0,55
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,80
0,00
0,00
0,61
0,59
0,00
0,00
1,38
0,00
0,00
0,25
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,43
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
13,20
3,30
0,00
7,40
0,00
0,00
0,00




Tabla 2-2. Continuacion.

Hidrocarburo, C,;
N.1.

Hidrocarburo, Cy,
9-Tricoseno
Hidrocarburo, Cy,3
Hidrocarburo, Cy,
1-Pentacoseno*
Hidrocarburo, Cy5
Hidrocarburo, >C,5
Hidrocarburo, >C,5
Hidrocarburo, >C,5
Hidrocarburo, >C,s

1,16

0,24

0,68

2,41

13,83
1,26
13,45
10,13
0,95

2,02

0,00

0,00

0,93
0,00
0,29
0,62
7,70
0,55
7,98
6,00
0,38
0,96
0,00
0,00

0,00
2,12
0,00
0,34
7,44
0,55

25,79

22,66
5,90
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
2,19
0,00
0,80
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,43
4,83
0,68
0,77
5,94
0,49
26,19
4,51
13,09
1,30
0,46
7,40

Tabla 2-3 Coordenadas de los factores de las variables por correlaciones de los

tipos de compuestos

CLASES Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5
OH 0,614789 0,656798 0,330507 0,285291 -0,005056
AL -0,549948 -0,409742 0,726573 -0,041734  -0,004318
S -0,813712 -0,419540 -0,232042 0,328631 -0,004085
ES -0,720309 0,677040 -0,099562 -0,111536  -0,020485
H 0,781681 -0,617690 -0,082060 -0,014424  -0,022190
*OTROS -0,269109 -0,292243 -0,550337 -0,637634 0,206596

OH: Alcoholes, AL: Aldehidos, S: Sesquiterpenos, ES: Esteres, H: Hidrocarburos, OTROS:
Compuestos nitrogenados y no identificados.

Tabla 2-4 Contribucién de las variables a los factores por correlaciones de los

tipos de compuestos

CLASES Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5
OH 0,152873 0,267076 0,154366 0,399407 0,026277
AL 0,122327 0,103942 0,74602 0,008547 0,019163
S 0,267807 0,108973 0,07609 0,529976 0,017154
ES 0,209854 0,283791 0,014008 0,061048 0,431298
H 0,247138 0,236218 0,009516 0,001021 0,506108

OH: Alcoholes, AL: Aldehidos, S: Sesquiterpenos, ES: Esteres, H: Hidrocarburos, OTROS:
Compuestos nitrogenados y no identificados.
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Tabla 2-5 Contribucion de las variables a los factores, por correlaciones de todos

los compuestos.

Compuesto Factor 1. Factor 2. Factor 3. Factor 4. Factor 5. Factor 6.
trans -2-Pentenol 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
cis -2-Pentenol 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
Isoveraldehido 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
Hexanal 0,018029 0,015864 0,004973 0,000883 0,000049 0,000046
Acetato de butilo 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
cis -3-Metil-butil aldoxima 0,002725 0,000599 0,002854 0,047892 0,062915 0,007965
trans -2-Hexenal 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
cis -3-Hexenol 0,008451 0,004551 0,000600 0,051331 0,030468 0,000008
trans -3-Metil-butil aldoxima 0,000021 0,005505 0,008416 0,049751 0,038777 0,014791
Hexanol 0,007394 0,000662 0,000272 0,066146 0,027856 0,006615
Acetato de isopentilo 0,020877 0,012073 0,006133 0,000015 0,000214 0,000018
Acetato de 2-metil butilo 0,002771 0,002046 0,042170 0,003930 0,032811 0,000037
2-Metil-nitrobutano 0,001485 0,002460 0,044952 0,004657 0,030126 0,000041
Acetato de cis -pen-2-en-1-ilo 0,024026 0,010332 0,000018 0,001473 0,004102 0,000057
Acetato de pentilo 0,004504 0,001337 0,039294 0,003736 0,034233 0,000040
Acetato de cis -pen-3-en-1-ilo 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
Benzaldehido 0,017402 0,016612 0,004733 0,001212 0,000128 0,000053
N.I. 0,008728 0,000357 0,032196 0,003197 0,035293 0,000043
Acetato de cis -hex-3-en-1-ilo 0,003030 0,003725 0,041001 0,008692 0,017586 0,007889
Acetato de hexilo 0,013668 0,002839 0,022195 0,010392 0,017886 0,000152
2,4-Heptadienal 0,018724 0,015003 0,005245 0,000569 0,000004 0,000039
1,3-Hexadieno, 3-etil-2-metil 0,015438 0,018795 0,004008 0,002495 0,000584 0,000076
Alcohol bencilico 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
Fenil acetaldehido 0,021319 0,010546 0,006826 0,002012 0,000002 0,000041
2-Octenal 0,007811 0,028545 0,004291 0,000010 0,000240 0,000092
Oxido de linalol 0,022892 0,008783 0,007060 0,000369 0,001137 0,000004
Benzoato de metilo 0,027203 0,005560 0,000071 0,000013 0,009371 0,000016
Nonanal 0,004904 0,033292 0,000939 0,001225 0,000564 0,000878
Bencil nitrilo 0,025774 0,002724 0,002834 0,000472 0,019211 0,000028
Acetato de bencilo 0,024186 0,002951 0,010060 0,004467 0,002378 0,004833
Salicilato de metilo 0,022499 0,012222 0,000541 0,001076 0,003040 0,000265
N.I. 0,004639 0,003907 0,035230 0,024427 0,008496 0,000286
Acetato de octilo 0,004972 0,014264 0,002980 0,035056 0,024457 0,000344
trans - 2-decenal 0,000198 0,033392 0,003286 0,008894 0,006637 0,000071
N.I. 0,004972 0,014264 0,002980 0,035056 0,024457 0,000344
trans -2-cis -4-Decadienal 0,002647 0,035327 0,001741 0,001970 0,000700 0,000195
Isobutanoato de bencilo 0,004972 0,014264 0,002980 0,035056 0,024457 0,000344
Acetato de nonanilo 0,004972 0,014264 0,002980 0,035056 0,024457 0,000344
trans -2-trans -4-Decadienal 0,002770 0,030516 0,005758 0,004648 0,005769 0,000335
N.1. 0,015058 0,000023 0,021430 0,002291 0,033225 0,000043
Butanoato de bencilo 0,018746 0,014974 0,005254 0,000560 0,000004 0,000038
Eugenol 0,001851 0,006325 0,008587 0,024782 0,054763 0,018476
Benzoato de butilo 0,004972 0,014264 0,002980 0,035056 0,024457 0,000344
Isovalerato de bencilo 0,002320 0,037276 0,000027 0,000501 0,000372 0,000254
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Tabla 2-5. Continuacion.

Acido cinamico

trans -B-Cariofileno
Benzoato de isoamilo
Acetato de cinamilo
trans- isoeugenol
a-Humuleno
y-Muroleno
Biciclosesquifelandreno
Hidrocarburo Cys
Tiglato de bencilo
a-Farneseno
Biciclogermacreno
y-Cadineno
©-Cadineno

Salicilato de isopentilo
N.I.

Benzoato de cis -3-hexilo
Metoxieugenol

Oxido de carifileno
N.I.

N.I.

Salicilato de cis -hex-3-en-1-ilo

N.I.
Hidrocarburo, C47
Pentadecanal

2-metoxi-4-(3-hidroxihexil)-fenol*

Benzoato de bencilo
Hexadecanal
Salicilato de bencilo
Hidrocarburo, Cq
Octadecanal
Geranil linalool
Hidrocarburo, C,;
N.IL.

Hidrocarburo, C,,
9-Tricoseno
Hidrocarburo, C,3
Hidrocarburo, C,,4
1-Pentacoseno*
Hidrocarburo, Cys
Hidrocarburo, >C,s
Hidrocarburo, >C,s
Hidrocarburo, >C,s
Hidrocarburo, >C,s

0,000441
0,016991
0,000347
0,019486
0,000771
0,002306
0,000637
0,016869
0,016647
0,004972
0,008013
0,014890
0,001605
0,001324
0,004972
0,012928
0,015385
0,001047
0,021939
0,016322
0,016638
0,015376
0,000295
0,016279
0,015817
0,001212
0,006304
0,013543
0,008784
0,008991
0,013456
0,014874
0,020256
0,001570
0,014893
0,017240
0,018925
0,022166
0,008824
0,007632
0,001958
0,018335
0,000771

0,000771

0,010382
0,014048
0,037468
0,006698
0,007594
0,001441
0,000725
0,017332
0,019012
0,014264
0,010971
0,011919
0,002728
0,003567
0,014264
0,021247
0,021377
0,011286
0,010161
0,020438
0,019156
0,021382
0,005292
0,016189
0,021105
0,011510
0,018267
0,012291
0,006276
0,004137
0,009916
0,010143
0,012663
0,013100
0,000501
0,003615
0,005232
0,002799
0,005430
0,000960
0,012380
0,003626
0,007594

0,007594

0,008994
0,000576
0,002422
0,000019
0,017397
0,060539
0,050426
0,000722
0,000379
0,002980
0,028268
0,001904
0,044082
0,052710
0,002980
0,001709
0,001045
0,023390
0,006439
0,000659
0,000400
0,001048
0,006179
0,000103
0,000888
0,024246
0,019300
0,007152
0,021885
0,000511
0,000047
0,000107
0,000596
0,027407
0,011039
0,004270
0,011980
0,007563
0,031080
0,010989
0,027760
0,005701
0,017397

0,017397

0,009350
0,015951
0,002105
0,010891
0,014712
0,000105
0,011054
0,005048
0,003315
0,035056
0,004199
0,021230
0,004043
0,000234
0,035056
0,004843
0,000153
0,018798
0,001477
0,000630
0,003003
0,000161
0,003377
0,010438
0,000005
0,020811
0,010336
0,007385
0,020230
0,051064
0,029849
0,025382
0,000702
0,017888
0,000334
0,019224
0,001876
0,005474
0,010278
0,001030
0,018488
0,003035
0,014712

0,014712

0,000219
0,001970
0,001079
0,022038
0,004375
0,000821
0,020994
0,003429
0,001259
0,024457
0,007285
0,008068
0,031194
0,015547
0,024457
0,004283
0,000413
0,003883
0,000153
0,000090
0,001106
0,000423
0,000332
0,005105
0,000077
0,003337
0,000017
0,019451
0,003373
0,030171
0,016684
0,014469
0,004056
0,004368
0,018945
0,025891
0,013407
0,016136
0,005984
0,001059
0,004309
0,017357
0,004375

0,004375

0,118014
0,000565
0,000347
0,004824
0,087663
0,004069
0,000100
0,000328
0,000112
0,000344
0,000312
0,002713
0,000035
0,000743
0,000344
0,000268
0,000200
0,038885
0,000111
0,000152
0,000115
0,000200
0,167501
0,000061
0,000181
0,030896
0,000050
0,000098
0,018861
0,000009
0,000006
0,000889
0,011533
0,013107
0,058361
0,001661
0,008012

0,003668
0,007658
0,130793
0,012408
0,032999
0,087663
0,087663
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Tabla 2-6 Coordenadas de los factores de las variables, por correlaciones de

todos los compuestos.

Compuesto Factor 1. Factor 2. Factor 3. Factor 4. Factor 5. Factor 6.
trans -2-Pentenol 0,818316  0,466578 -0,318935  -0,054917 -0,088955  0,003994
cis -2-Pentenol 0,818316  0,466578  -0,318935  -0,054917  -0,088955  0,003994
Isoveraldehido 0,818316 0466578 -0,318935  -0,054917  -0,088955  0,003994
Hexanal 0,726213  0,627070  -0,267670  0,084902  0,018412  0,014274
Acetato de butilo 0,818316 0466578  -0,318935  -0,054917  -0,088955  0,003994
cis -3-Metil-butil aldoxima 0,282335 -0,121833  0,202792 -0,625395  0,661779  0,187748
trans -2-Hexenal 0,818316 0466578 -0,318935  -0,054917  -0,088955  0,003994
cis -3-Hexenol -0,497198  0,335883  -0,092963  -0,647462  -0,460535  -0,005947
trans -3-Metil-butil aldoxima 0,024514  -0,369392  0,348213  -0,637419  0,519550  0,255854
Hexanol 0,465072  0,128078  -0,062648  -0,734981  0,440348  0,171102
Acetato de isopentilo 0,781468  0,547042  -0,297253  0,011220  -0,038571  0,008926
Acetato de 2-metil butilo 0284691  -0,225188  0,779473 0179152  -0,477915  0,012873
2-Metil-nitrobutano 0,208453  -0,246926  0,804770  0,195025 -0,457937  0,013394
Acetato de cis -pen-2-en-1-ilo  0,838331 0,506073  -0,016114 0,109670  -0,168971 0,015924
Acetato de pentilo 0,362962  -0,182062  0,752417  0,174667  -0,488155  0,013300
Acetato de cis-pen-3-en-1-ilo  0,818316  0,466578  -0,318935  -0,054917  -0,088955  0,003994
Benzaldehido 0,713467 0641685 -0,261124  0,099486  0,029799  0,015315
N.I. 0,505284  -0,094009  0,681081  0,161583  -0,495661  0,013790
Acetato de cis-hex-3-en-1-ilo 0297705 -0,303852  0,768585 -0,266436  0,349885  0,186858
Acetato de hexilo 0,632301  0,265280  0,565485  0,291327  -0,352853  0,025931
2,4-Heptadienal 0,740078  0,609812  -0,274890  0,068184  0,005404  0,013075
1,3-Hexadieno, 3-etil-2-metil  0,672011  0,682548 -0,240313  0,142735  0,063786  0,018362
Alcohol bencilico 0,818316 0466578  -0,318935  -0,054917  -0,088955  0,003994
Fenil acetaldehido 0,789700  0,511273  -0,313601  -0,128199  0,003428  -0,013450
2-Octenal 0477995  0,841153  -0,248650  -0,008901  -0,040877  0,020147
Oxido de linalol 0,818316  0,466578  -0,318935  -0,054917  -0,088955  0,003994
Benzoato de metilo 0,892039  0,371251  -0,032034  0,010412  -0,255407  0,008424
Nonanal -0,378742  0,908407  0,116335  0,100018  0,062669  0,062335
Bencil nitrilo 0,868297  0,259867  0,202054  0,062066 -0,365686  0,011208
Acetato de bencilo 0,841129  0,270455  0,380702  -0,190993  0,128661  0,146253
Salicilato de metilo 0,811251  0,550413  -0,088281  0,093758  -0,145462  0,034259
N.I. 0,368366  0,311188  0,712445  0,446637 -0,243192  0,035546
Acetato de octilo -0,381363  0,594608  0,207222  0,535065  0,412606  0,039046
trans - 2-decenal 0,076180  0,909780 -0,217579  -0,269512  -0,214948  0,017782
N.I. -0,381363  0,594608  0,207222  0,535065  0,412606  0,039046
trans -2-cis -4-Decadienal 0,278281  0,935760 -0,158394  0,126836  0,069805  0,029399
Isobutanoato de bencilo -0,381363  0,594608  0,207222  0,535065  0,412606  0,039046
Acetato de nonanilo -0,381363  0,594608  0,207222 0535065  0,412606  0,039046
trans -2-trans -4-Decadienal 0,284673  0,869713  0,288033  0,194821  -0,200401  0,038504
N.I. 0,663691  0,024022  0,555663  0,136774 -0,480916  0,013742
Butanoato de bencilo 0,740518  0,609240 -0,275120  0,067639  0,004980  0,013035
Eugenol 0,232683  -0,395950  0,351736  -0,449871  0,617423  0,285953
Benzoato de butilo -0,381363  0,594608  0,207222  0,535065  0,412606  0,039046
Isovalerato de bencilo -0,260482 0961228  -0,019793  0,063938  0,050858  0,033535
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Tabla 2-6. Continuacion.

Acido cinamico 0,113552  -0,507297 _ -0,359980  0,276336  -0,039024  -0,722693
trans -B-Cariofileno -0,704986  0,590103  0,091069  0,360926  0,117107  -0,049984
Benzoato de isoamilo -0,100756  0,963700  0,186787  0,131125 -0,086671  0,039175
Acetato de cinamilo 0,754989  0,407459  0,016387  -0,298230  0,391674  0,146119
trans- isoeugenol -0,150173  -0,433855  -0,500647  0,346624  -0,174514  0,622870
a-Humuleno -0,259737  0,189008  0,933931  0,029283  0,075612  0,134202
y-Muroleno 0,136534  -0,134069  0,852366  0,300452  -0,382283  0,021080
Biciclosesquifelandreno -0,702457  0,655446  0,101983  -0,203043  -0,154489  0,038082
Hidrocarburo Css -0,697818  0,686483  0,073857  -0,164538  -0,093635  0,022268
Tiglato de bencilo -0,381363  0,594608  0,207222  0,535065 0412606  0,039046
a-Farneseno -0,484148 0521484 0638178  0,185172  -0,225194  0,037185
Biciclogermacreno -0,659976  0,543544  0,165640  -0,416391  0,236991  0,109584
y-Cadineno 0,216677  -0,260035  0,796944  0,181704  -0,465985  0,012425
3-Cadineno 0,196792  -0,297349  0,871452  0,043729  -0,328977  0,057356
Salicilato de isopentilo -0,381363  0,594608 0207222  0,535065  0,412606  0,039046
NI -0,614961  0,725712  0,156896  0,198878  0,172663  0,034412
Benzoato de cis -3-hexilo -0,670860  0,727930  0,122685  0,035396  0,053629  0,029732
Metoxieugenol -0,174975  -0,528913  -0,580513  0,391813  -0,164408  0,414838
Oxido de carifileno 0,801098 0501850  -0,304592  -0,109811  -0,032637  0,022117
N.I. -0,690972  0,711764 0097476  -0,071740  -0,025052  0,025971
NI -0,697627  0,689068  0,075945  -0,156598  -0,087751  0,022602
Salicilato de cis-hex-3-en-1-ilo  -0,670653  0,728002  0,122872  0,036229  0,054238  0,029759
NI -0,092885  -0,362164  -0,298362  0,166062  0,048102  -0,860987
Hidrocarburo, C+7 -0,690061  0,633472  0,038529  -0,291959  -0,188505  0,016463
Pentadecanal -0,680213  0,723280  0,113142  -0,006261  0,023098  0,028334
2-metoxi-4-(3-hidroxihexil}-feno  -0,188308  -0,534130  -0,591037  0,412262  -0,152400  0,369776
Benzoato de bencilo 0429430 0672885 -0,527323  0,290535  -0,010783  -0,014816
Hexadecanal -0,629412  0,551951  0,321001  -0,245590  -0,367970  0,020807
Salicilato de bencilo -0,506899  0,394426  -0,561526  0,406467  -0,153241  -0,288916
Hidrocarburo, Cqg -0,512836  0,320226  -0,085846  -0,645772  -0,458284  -0,006205
Octadecanal -0,627380  0,495777  -0,025919  -0,493727  -0,340786  0,005150
Geranil linalool -0,659615  0,501424  -0,039345  -0,455284  -0,317358  -0,062725
Hidrocarburo, Cy; -0,769753  0,560257  -0,092628  -0,075735  -0,168034  0,225923
NI -0,214313  -0,569830  -0,628383  0,382207  -0,174379  0,240850
Hidrocarburo, Ca, -0,660042  0,111383  -0,398801  -0,052260  -0,363154  0,508217
9-Tricoseno -0,710140  0,299356  -0,248021  -0,396224  -0,424533  0,085741
Hidrocarburo, Cys -0,744044  0,360131  -0,415448  -0,123764  -0,305500  -0,188307
Hidrocarburo, Cy4 -0,805237  0,263382  -0,330090  -0,211438  -0,335145  -0,127416
1-Pentacoseno* -0,508056  -0,366885  -0,669170  0,289725  -0,204088  -0,184101
Hidrocarburo, Cys -0,472504  -0,154244  -0,397898  0,091723  -0,085840  -0,760818
Hidrocarburo, >Cas -0,239314  -0,553964  -0,632426  0,388564  -0,173184  0,234340
Hidrocarburo, >Cos -0,732354  0,299778  -0,286600  -0,157447  -0,347594  0,382152
Hidrocarburo, >Cas -0,150173  -0,433855  -0,500647  0,346624  -0,174514  0,622870
Hidrocarburo, >Cys -0,150173  -0,433855  -0,500647  0,346624  -0,174514  0,622870
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Anexo 3. ESTRUCTURAS DE LOS DIFERENTES COMPUESTOS
ENCONTRADOS POR LAS TECNICAS DE EXTRACCION UTILIZADAS

AN N/ e

trams-2-Pentenol cis-2-Pentenol soveraldehido
M\/\\\O \”/ S
Hexanal acelatodebutilo o cis-3-etil -butil aldosxima

Ry

OH
HO\N/\)\

trams-3-Iuletil-butil aldox e

PN N N

trams-2-Hezxenal cis -3-Heszeniol

H ezzannl Acetato de 3-metil-butilo Acetato de 2-rnetil -butilo
\/l\/ O 0
N J\ )k
0/\/’\\/ O/\\N
2 -Wetil -nitrobutans Acetato derams-pent-2-endlo Acetato de pentilo

S O

102



Figura 3-1, Continuacion.

O
0 ’\’\z\, /
—0

Acetato de hexilo cis,Cis-2,4-Heptadienal ~ 1,3-Hexadieno, 3-etil-2-metil
O,
\ O\/\/\/\/
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Figura 3-1. Continuacion.
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Figura 3-1. Continuacion.
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