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Introduccion
Las enfermedades respiratorias constituyen unas de las cinco causas de morbimortalidad
méas comunes, en este contexto las plantas medicinales han sido y siguen siendo utilizadas
como remedios caseros por la poblacion Nicaragiense junto a otras terapias
complementarias y productos naturales los cuales son comunes debido a los bajos precios

que representan y accesibilidad. Asi mismo en comunidades muy alejadas , con baja

cobertura de salud , la medicina natural sigue siendo una opcién curativa. ¥

Las especies del genero pectis se han estudiado ampliamente por su contenido de citral lo que
confiere diversas propiedades Fitomedicinales, el estudio del contenido de dicho quimiotipo se
ha reportado en otras especies como Eucalipto, Zacate limén, Romero y Menta utilizadas

para afecciones respiratorias principalmente .

Lo anterior conlleva a la necesidad de aumentar el conocimiento de nuestros recursos
naturales. Es por esto que el estudio de la especie vegetal Pectis Capillaris (Limoncillo)
es de interés, por perfilarse como alternativa fitomedicinal al contenido del quimiotipo citral

y el 1,8-cineol en concentraciones equivalentemente a Cymbopogon citratus (Zacate de

@
Limon) y Eucalytus globulus (Eucalipto).

En la presente investigacion el aceite esencial de la especie Pectis fue obtenido por el
método de destilacion por arrastre con vapor de agua, utilizando un Clevenger. La técnica es
ventajosa cuando los compuestos cumplen con las condiciones de ser volatiles, inmiscibles
en agua, tener presién de vapor baja y punto de ebullicion alto. La valoracion cualitativa de
los quimiotipos se realiz6 por cromatografia en capa fina TLC logrando la identificacion de

citral 0.421 cm y 1,8-cineol 0.327 cm en comparacion con la referencia de aceites de

@
estandares de citral y 1,8- cineol y aceites de Cymbopogon citratus, Eucalyptus globulus.
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OBJETIVOS
Objetivo General:

Identificar cualitativamente el contenido de citral y 1,8-cineol en Pectis capillaris utilizando

la técnica de cromatografia en placa TLC.

Objetivos Especificos:

o Evaluar la mezcla adecuada de solventes como fase movil en la determinacion
cualitativa de citral y 1-8 cineol por cromatografia en capa fina (TLC).

o Identificar cualitativamente por TLC los quimiotipos citral y 1-8 cineol en aceite
obtenido por destilacién y extracto organico de la especie Pectis capillaris.

| Griselda Juniette Alduvin Pérez
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MARCO TEORICO
1. ACEITES ESENCIALES®:

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos quimicos organicos,
provenientes de una misma familia quimica, terpenoides.

Los aceites esenciales estdn contenidos en glandulas o vesiculas secretoras inmersas en los
tejidos de las hojas, flores, corteza y semillas de los frutos de muchas especies. Las plantas
pueden producir aceite esencial para muchos y diversos fines; por un lado protegen a la planta
de plagas, enfermedades e inclusive la invasion de otras plantas, para atraer insectos y aves

(polinizantes).

Los aceites esenciales de plantas aromaticas y medicinales presentan bioactividades notables
(propiedades anti fangicas, antibacteriales y antioxidantes), atrayendo la atencién de
importantes sectores de la industria farmacéutica, de perfumes, cosmética y de alimentos,

entre otras, por sus posibles y viables aplicaciones.

1.1 Clasificacién de los aceites esenciales®:

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en diferentes partes de las
plantas: en las hojas (albahaca, eucalipto, hierbabuena, mejorana, menta, romero, salvia, etc.),
en las raices (jengibre, sdndalo, sasafras, etc.), en el pericarpio del fruto (citricos como limon,
mandarina, naranja, etc.), en las semillas (anis, comino, etc.), en corteza (canela, etc.), en las
flores (lavanda, manzanilla, tomillo, rosa, etc.) o en los tallos (perejil, pimienta, etc.). Se

clasifican basandose en criterios como consistencia y origen.

1.2 Clasificacién por consistencia®:

e Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura ambiente.

e Los balsamos son de consistencia mas espesa, poco Volatiles y propensos a sufrir
reacciones de polimerizacion, son ejemplos, el balsamo de copaiba, el balsamo del Perd,

balsamo de Told, Estoraque, etc.
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e Las oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son tipicamente
liquidos muy viscosos o sustancias semisolidas (caucho, gutapercha, chicle, oleorresina de
paprika, de pimienta negra, de clavo, etc.).

1.3 Clasificacion por su origen®:

e Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones fisicas ni
quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son muy costosos.

e Los artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia
con uno o varios de sus componentes, por ejemplo, la mezcla de esencias de rosa, geranio
y jazmin enriquecida con linalol.

e Los sintéticos como su nombre lo indica son los producidos por procesos de sintesis
quimica. Estos son mas econémicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como

aromatizantes y saborizantes.

1.4 Clasificacion segtin estructura®:

e Aciclicos
e Monociclicos
e Biciclicos

CH, OH4C - CH20H

O
HO /
H,C CHj
HaC CH,
Imagen N° 2 Vainillina Imagen N°3 Geraniol
Imagen N° 1 Timol (mandarina)
CH, S CHO
X
COH
H;C \CH3 HaC CH,
H3C CHs Imagen N° 5 1,8-cineol estructura biciclica

0 .
Imagen N°4 Citral Imagen N°6 Geranial
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1.5 Clasificacion segtin grupo funcional ©

e aldehidos

e esteres

o éteres

e cetonas
2. EXTRACCION ¢
Los aceites esenciales se pueden extraer mediante diferentes métodos como: prensado,
destilacion con vapor de agua, extraccion con solventes volatiles, enflurage y con fluidos
super criticos. En el prensado, el material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el
aceite y este es recolectado y filtrado. Este método es utilizado para la extraccion de esencias
citricas.
Cuando se usa vapor saturado, pero la materia prima esta en contacto intimo con el agua
generadora del vapor, se le llama “hidrodestilacion” (Giinther, 1948). Cuando se usa vapor
saturado, pero la materia no esta en contacto con el agua generadora, sino con un reflujo del
condensado formado en el interior del destilador y se asumia que el agua era un agente

extractor, se le denominé “hidroextraccion” (Palomino y Cerpa, 1999).

El término hidrodestilacion, lo definimos como el proceso para obtener el aceite esencial de
una planta aromatica, mediante el uso del vapor saturado a presion atmosférica. El generador
de vapor no forma parte del recipiente donde se almacena la materia prima, es externo y
suministra un flujo constante de vapor. Su presion es superior a la atmosférica, pero el vapor
efluente, que extrae al aceite esencial esta a la presion atmosférica. La materia prima forma un
lecho compacto y se desprecia el reflujo interno de agua debido a la condensacion del vapor

circundante.

El proceso de hidrodestilacion se deben tomar en cuenta las siguientes consideraciones: la
materia prima vegetal es cargada en un hidrodestilador, de manera que forme un lecho fijo

compactado. Su estado puede ser molido, cortado, entero o la combinacién de éstos.

| Griselda Juniette Alduvin Pérez
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El vapor de agua es inyectado mediante un distribuidor interno, préximo a su base y con la
presion suficiente para vencer la resistencia hidraulica del lecho. La generacion del vapor

puede ser local (hervidor), remota (caldera) o interna (base del recipiente).

Conforme el vapor entra en contacto con el lecho, la materia prima se calienta y va liberando
el aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a su alta volatilidad se va evaporando. Al
ser soluble en el vapor circundante, es ‘“‘arrastrado” corriente arriba hacia el tope del
hidrodestilador. La mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fluye hacia un condensador,
mediante un “cuello de cisne” o prolongacion curvada del conducto de salida del
hidrodestilador. En el condensador, la mezcla es condensada y enfriada, hasta la temperatura

ambiental.

A la salida del condensador, se obtiene una emulsion liquida inestable, la cual, es separada en
un decantador dindmico. Este equipo estd lleno de agua fria al inicio de la operacion y el
aceite esencial se va acumulando, debido a su casi inmiscibilidad (baja capacidad para

disolverse) en el agua y a la diferencia de densidad y viscosidad con el agua.

Destilacion por arrastre con vapor de agua o
extraccion  por arrastre, hidrodestilacion,
hidrodifusién o hidroextraccion. Generalmente
es llamado destilacion por arrastre de vapor, sin

embargo, no existe un nombre claro y conciso

para definirlo, debido a que se desconoce TaOen N T aTa0 ae CHevanger
exactamente lo que sucede en el interior del equipo principal

y porque se usan diferentes condiciones del vapor de agua para el proceso. Es asi que, cuando
se usa vapor saturado o sobrecalentado, fuera del equipo principal, es llamado “destilacién por

arrastre de vapor” (Giinther, 1948).

Los usos de los aceites esenciales obtenidos por hidrodestilacion son amplios orientados a la

perfumeria; cosmética e Higiene personal ; alimentos y aditivos.
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La industria farmacéutica requiere de aceites esenciales libres de terpenos, porque se busca
solo los principios activos farmacoldgicos de la planta, cominmente los terpenos y

sesquiterpenos oxigenados, para complementar un medicamento.

En el método de extraccion con solventes volatiles, la muestra seca y molida se pone en
contacto con solventes como alcohol o cloroformo. Estos compuestos solubilizan el aceite
esencial, pero también extraen otras sustancias como grasas Yy ceras, obteniendose al final una
esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio, pues a nivel industrial resulta costoso por el
alto valor comercial de los solventes y porque se obtienen esencias mezcladas con otras

sustancias.

En el método de enflorado, el material vegetal
(generalmente flores) se pone en contacto con una
grasa. La esencia es solubilizada en la grasa que

actla como vehiculo extractor. posteriormente por

otros medios fisico-quimicos se separa la grasa del

. Imagen N° 8
aceite . En general se recurre al agregado de alcohol g

caliente a la mezcla y su posterior enfriamiento para separar la grasa (insoluble) y el extracto
aromatico (absoluto). Esta técnica es empleada para la obtencién de esencias florales (rosa,
jazmin, azahar, etc.), pero su bajo rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la

hacen costosa.

El método de extraccion con fluidos supercriticos,
es de desarrollo méas reciente. EI material vegetal cortado en
trozos pequefios, licuado o molido, se empaca en una camara
de acero inoxidable y se hace circular a través de la muestra un
fluido en estado supercritico (por ejemplo CO2). Las esencias
son asi solubilizadas y arrastradas mientras que el fluido

supercritico, que actla como solvente extractor, se elimina por

descompresion. Imagen N° 9
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Progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura ambiente. Finalmente se obtiene una

esencia cuyo grado de pureza depende de las condiciones de extraccion.

Este procedimiento presenta varias ventajas: alto rendimiento, facil eliminacion del solvente

(que ademas se puede reciclar), no se alteran las propiedades quimicas de la esencia por las

bajas temperaturas utilizadas para su extraccion. Sin embargo el equipo requerido es

relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion

también resistentes a las altas presiones.

2.1 Escala de laboratorio®

El més conocido es el equipo Clevenger (Glinther,
1948) usado en muchos laboratorios y considerado
en varios estandares internacionales como el mas
adecuado para la determinacién del contenido total
del aceite esencial de una planta aromatica. Esta
compuesto de un matraz redondo, donde se
deposita la materia prima molida y una cantidad
conocida de agua pura. Se le calienta
constantemente, el aceite esencial con el agua
presente se evaporan continuamente. Un
condensador va acoplado al matraz y una conexién
en forma de D, permite acumular y separar el
aceite esencial de la mezcla condensada. El agua
floral condensada regresa al matraz por el rebose
de la conexion.

Las ventajas de este equipo son su simplicidad y

flexibilidad para trabajar con aceites de diferente

densidad y naturaleza.

150

Imagen N° 10 Aparato de Clevenger determinado
para extraer aceites esenciales
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Las desventajas radican en la incapacidad de usar los resultados obtenidos para un escalado,
porque el material vegetal no forma un lecho fijo, sino esta en contacto permanente con el

agua; lo cual, no responde al tipo de hidrodestilacién industrial empleado cominmente.

El hecho de estar molido, genera que el aceite se encuentre disponible para su vaporizacion y
“arrastre”, lo cual no ocurre a mayores escalas. El tiempo de extraccion es muy largo
comparado con el usado industrialmente, porque se busca agotar todo el aceite contenido en la

planta y no sirve para establecer el tiempo 6ptimo de operacion.

Existen otros equipos a esta escala, basados en una miniaturizacion de los equipos piloto,
donde el material vegetal forma un lecho fijo, en una columna de vidrio y el vapor de agua es
alimentado continuamente desde un matraz redondo inferior calentado constantemente, que

funciona como un generador.

Sus limitaciones son el uso de materia prima molida; el flujo del vapor condensado a
contracorriente en la columna, que lleva consigo compuestos hidrosolubles y que generan una
recirculacion indeseable, ya que se pueden degradar estos compuestos y afectar la calidad del
aceite obtenido; y la dependencia del flujo de vapor generado con la potencia de la fuente de
energia, lo que le resta flexibilidad en el control de este parametro.

3. CROMATOGRAFIA®

La cromatografia es un método fisico de separacion para la caracterizacion de mezclas
complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia. Es un conjunto de técnicas
basadas en el principio de retencidon selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos
componentes de una mezcla, permitiendo identificar y determinar las cantidades de dichos
componentes. Diferencias sutiles en el coeficiente de particion de los compuestos da como
resultado una retencién diferencial sobre la fase estacionaria y por tanto una separacion

efectiva en funcion de los tiempos de retencion de cada componente de la mezcla.
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La cromatografia puede cumplir dos funciones basicas que no se excluyen mutuamente:

o Separar los componentes de la mezcla, para obtenerlos mas puros y que puedan ser usados
posteriormente (etapa final de muchas sintesis).

e Medir la proporcién de los componentes de la mezcla (finalidad analitica). En este caso,

las cantidades de material empleadas son pequefias.

3.1 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA ©
Historia
La evolucion de la cromatografia en los Gltimos 100 afios se ha caracterizado por una serie de

hitos importantes, cada uno anunciando el comienzo de una rama importante. 22

La cromatografia de adsorcion, descubierta por el botanico ruso Michael Tswett en 1903
apropiada principalmente para la separacion de sustancias lipéfilas, quien encontré que los
pigmentos vegetales podian separarse, a través de una columna de carbonato calcico,
observando que en ésta se formaban zonas amarillas y verdes, sin embargo permanecio

ignorada hasta el afio 1931.

La técnica del TLC se utiliz6 por primera vez de 1937 a 1938 en el Instituto Experimental de
Farmacia de la Universidad Estatal de Kharkov, Ucrania, por Nikolai A. Izmailov, el joven

director de este instituto, y Maria S. Shraiber, su estudiante graduado.

En 1941 Martin y Synge desarrollaron la cromatografia de reparto. Utilizando columnas de
gel de silice, al que se habia incorporado una determinada cantidad de agua. Siendo un
método cromatografico de separacion utilizable para compuestos hidréfilos (albuminoides,

polisacaridos y acidos nucleicos).

Consden, Gordon y Martin sustituyen la sustancia soporte silicagel por tiras de papel y crean
la cromatografia de papel. Luego la cromatografia en capa fina (TLC) sustituyd practicamente

cromatografia en papel como una de las técnicas cromatograficas mas populares de rutina.
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las particulas adsorbentes para

mejorar la consistencia de la capa para el mejor desarrollo de TLC.

En 1951 Justo G. Kirchner comenz6 la era moderna de TLC en el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos y el Laboratorio de Frutas Verduras en el sur de California.
Recubriendo una capa de &cido silicico (utilizando almidon como aglutinante) en tiras de

vidrio, desarrollo placas en modo ascendente.

En esta técnica, las placas manchadas se colocaban en una camara cerrada, sumergiendo un
lado de la placa en el disolvente (la fase mdvil) para luego ascender a través de la accién
capilar llevando con ella los componentes de la muestra que se separan durante su paso en el
plato, a diferencia de sus predecesores que afiadian sélo una gota de disolvente para el

desarrollo.
3.2 Tipos de Cromatografia de capa fina®”

1. Descendente: Aqui la fase movil esta presente en la parte superior, se trata de una caja
saturada de vapor de agua, atravesada por un cajetin semicilindrico lleno con el solvente
organico. Para sujetar el papel introducimos una varilla a lo largo de la caja.

2. El solvente comenzara descendiendo pasando por la zona de muestra y arrastrandola,
consiguiéndose asi la separacion.

3. Ascendente: El solvente se encuentra en la parte inferior de la cubeta y asciende por el

papel haciendo que se separe la muestra.
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\ 9 R
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Cromatografia ascendente Cromatografia descendente

Figura N°12 Cromatografia ascendente utilizada en el experimento

4. Radial: También es llamado como cromatografia Circular, aqui se toma un papel de
filtro circular y la muestra se administra en el centro del papel. Después de secar la
mancha el papel de filtro se ata horizontalmente sobre una placa de Petri que contiene
disolvente. Asi que la mecha del papel se sumerge dentro del solvente. El disolvente se

eleva a través de la mecha y el componente se separan en forma de concentrado zona

circular.

Top View Side View - = == Front lin¢

— Filter paper (or colfee filler}\ 7 0 oot S B S R
b Y
5 2 o @ N
@

’
’

4
Hole for wick wick 4 0
Pencilled circle /
\
Locations for substances to be tested ‘ N
spaced equally around circle o

Figura N° 13 Cromatografia Radial

5. Cromatografia bidimensional se refiere al proceso cromatografico que hace que los
componentes migren primero en una direccion y luego en otra perpendicular a ella; las

dos eluciones se llevan a cabo con eluyentes diferentes.

La cromatografia en capa fina (CCF) es una técnica cromatogréafica que se utiliza en la

valoracion cualitativamente de los quimiotipos presentes en las especies de estudio.
| Griselda Juniette Alduvin Pérez 12
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La fase estacionaria es una capa uniforme de un absorbente mantenido sobre una placa, la
cual puede ser de vidrio, aluminio u otro soporte. En cromatografia en capa fina se utiliza
una placa cromatografica inmersa verticalmente; La placa cromatogréafica consiste en una
fase estacionaria polar (comunmente se utiliza silica gel) adherida a una superficie solida.
Para realizar la CCF, se debe apoyar la placa

cromatografica sobre algun recipiente o camara que contenga la fase liquida de
aproximadamente 1 cm (la distancia entre el principio de la placa y la muestra que se

desea analizar).

Lid
——
/\ tapa N N
f = cubeta de vidrio h 4
I (cubeta cromatografica) Paper (—
{ e e T > Sobvent
‘ +———Front
n . -
| adsorhente S s
1 - " L
, <2} - .. puntos de aplicacién ‘ . =
//' =S 7 de las muestras — —],.

fase mévil (disolvente)

Imagen N° 14 Cromatografia en capa fina

e Los productos a examinar se disolveran, cuando sea posible, en un disolvente organico
que tenga un punto de ebullicién lo suficientemente bajo para que se evapore después
de la aplicacion, lo mas comun es usar acetona. Frecuentemente se emplean
disoluciones al 1 %, de manera que al aplicar 2 ml resulta en la carga 20 mg de
producto sélido. Muchos reactivos de revelado llegan a detectar 0.1 mg de material;
por esto con esta carga puede llegarse a observar un 5 % de impurezas.

« Una vez colocado el toque se deja secar para evaporar el disolvente, de forma que en
la placa solo quedara la muestra a analizar. Se anota en el cuaderno, no solamente en
empleado, sino la identidad del eluyente y la relacion de los dos, 0 mas que se hayan

utilizado.
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La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a otros métodos
cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) ya que el utillaje que precisa es mas
simple. El tiempo que se necesita para conseguir las separaciones es mucho menor y la
separacion es generalmente mejor. Pueden usarse reveladores corrosivos, que sobre papel
destruirian el cromatograma. El método es simple y los resultados son féacilmente

reproducibles, lo que hace que sea un método adecuado para fines analiticos.

3.3 Determinacién de Rf en cromatografia capa fina®”

La retencion se puede explicar en base a la competencia que se establece entre el soluto a
separar y la fase movil por adsorberse a los centros activos polares de la fase estacionaria. Asi,
las moléculas de soluto se encuentran adsorbidas en la fase estacionaria y a medida que se
produce la elucion van siendo desplazadas por la fase movil.

La retencidn y la selectividad en la separacion dependen de los valores respectivos de las
constantes de los diferentes equilibrios quimicos que tienen lugar, que estan en funcion de:

e La polaridad del compuesto, determinada por el nimero y naturaleza de los grupos
funcionales presentes. Los solutos mas polares quedaran mas retenidos puesto que se
adsorben mas firmemente a los centros activos de la fase estacionaria, mientras que
los no polares se eluirdn con mayor facilidad.

e Naturaleza del disolvente. Asi, para un mismo compuesto, un aumento en la polaridad

del disolvente facilita su desplazamiento en la placa.

La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde el origen de la
placa se conoce como Rf, y tiene un valor constante para cada compuesto en unas condiciones
cromatogréficas determinadas (adsorbente, disolvente, tamafio de la cubeta, temperatura, etc.).
Debido a que es précticamente imposible reproducir exactamente las condiciones
experimentales, la comparacién de una muestra con otra debe realizarse eluyendo ambas en la

misma placa.
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Para calcular el Rf se aplica la siguiente expresion:

Rf = distancia recorrida por el compuesto (X) / distancia recorrida por el eluyente (Y).

A B
Polaridad Orden de Tipo de compuesto
clucion e
Menor Menor Alcanos Alquenos R= X
retencion Eteres Frente del =3y
Derivados halogenados disovente X
Aldchidos y cetonas A Ryay= —=
Esteres - B ;
Aminas H o8
Xt Regy =
Alcoholes . AE —?X Y
Fenoles Origenf--a--m—-t-- Riay > Pyg)
v v Acidos carboxilicos
Mayor Mayor retencion B mds polar que A

Imagen N°15

4.DESCRIPCION DE LA PLANTA @

GENERO PECTIS

Pectis es un género de plantas fanerégamas perteneciente a la
familia de las asteraceas. Comprende 208 especies descritas y de
estas, solo 84 aceptadas. Son nativos de las Ameéricas incluido el
Caribe.

., Imagen N°16
4.1 Descripcion®

Son hierbas anuales o perennes, a veces con olor fuerte, glabras a cortamente pubescentes.

Hojas opuestas, simples, angostas, proximalmente setoso-ciliadas, de otro modo enteras,

punteadas en el envés con glandulas pelucidas; sésiles.

Capitulescencias de capitulos solitarios o cimas de pocas a muchas flores; capitulos radiados;
involucros cilindricos a campanulados; filarias 3—13 (raramente mas), en 1 serie, libres, quilla

endurecida en la porcién proximal, en general con margen angosto, hialino, punteado-
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glandulares; flosculos del radio en igual numero que filarias e individualmente abrazados por
ellas, fértiles, amarillos; flésculos del disco pocos a muchos, fértiles, amarillos; corolas
igualmente 5-lobadas o bilabiadas con un labio posterior ancho, 3—4 lobado y un labio anterior
angosto, no lobado; anteras proximalmente subcordadas, apéndice distal muy corto,
redondeado o emarginado; ramas del estilo muy cortas, densamente papilosas. Aquenios
cilindricos, con costillas redondeadas, casi siempre puberulentos, negruzcos; vilano de
escamas, cerdas o aristas bien desarrolladas o reducidas a una corona.

4.2 Taxonomia®

El género fue descrito por Carlos Linneo y publicado en Systema Naturae, Editio Décima 2:
1189, 1221, 1376. 1759. [1] La especie tipo es: Pectis linifolia L.

4.3 Fitoquimica®

Los anélisis de aceites esenciales de este género revelan un alto porcentaje de citral (84.0%),
neral (35.8%) y geranial (48.2%) seguido de limonene (2.7%) y a-pinene (1.9%). Citral fue
determinado a ser el mayor componente del aceite esencial, compone arriba del 80 %. La
presencia de limonene en el aceite esencial es el responsable de la fragancia a limén.

4.4 Propiedades®

El género Pectis tiene actividad:
e Larvicida

e Nematicida

e Vasodilatadora

4.5Usos®

En medicina natural es usado para tratar la presion alta, convulsiones, fiebre, problemas
estomacales, gripe, dolores de cabeza, dolores de musculos, dolores de articulaciones e
inflamaciones, cancer, infecciones de hongos, etc.

También se ha utilizado para tratar el colesterol alto, la gastritis y el estrés relacionado a la
tension nerviosa. Adicionalmente es un efectivo repelente de insectos.

Su efectividad en estudios de laboratorio sugiere que puede tener beneficios en algunas de

estas enfermedades, pero no existe evidencia contundente para asegurar el mismo.
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5. Cymbopogon citratus (Zacate de limon ) ©

5.1 Descripcion

Es una planta herbacea, perenne, aromatica y robusta que se
propaga por esquejes y pertenece a la familia de las Gramineas.
Las flores se reunen en espiguillas de 30-60 cm de longitud

formando racimos. Las hojas son muy aromaéticas y alargadas

como listones, asperas, de color verde claro que brotan desde el

Imagen N°17

suelo formando matas densas. Las flores estan agrupadas en espigas

y se ven dobladas al igual que las hojas.

5.2 Taxonomia®

Cymbopogon citratus fue descrita por (DC.) Stapf y publicado en Bulletin of Miscellaneous
Information Kew 1906: 322, 357. 1906.2. Cymbopogon citratus es una de las plantas
medicinales que se usa durante siglos como principal recurso para prevenir o atajar las
enfermedades del hombre. Actualmente se vende sus hojas molidas y secas en sobres de papel
auto filtrante como té, asi como también se extrae aceite de esta planta para problemas
digestivos y nerviosos. De acuerdo al lugar y pais se conoce por diferentes nombres (té de
limon, pasto de limon, limoncillo, lemongrass, pasto citronella, zacate de limén, hierbalimon,
yerbalimén, malojillo, limonaria, cedrén pasto, hierba luisa (Peru).

Es un género de plantas de la familia de las Poaceas, con cerca de 55 especies originarias de
las regiones célidas y tropicales de Asia es un tipo de pasto perenne. Se conoce como
yerbalimén en Panam4, hierba luisa en Per, Chile, Ecuador y Bolivia, limonaria o cedron en
Colombia, paja cedron en Bolivia, mal ojillo o malojillo en Venezuela, y zacate limén en

Honduras, El Salvador, Costa Rica, Nicaragua y México.

En Repudblica Dominicana se llama limoncillo, en el Noroeste Argentino se lo denomina
cedron pasto. En la parte occidental de Cuba le llaman cafia santa y en la parte oriental
limoncillo o yerba de calentura. En Paraguay Cedron Kapi-i, forma parte de uno de los yuyos

mas populares.
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5.3 Fitoquimica®

Las hemicelulosas y los polisacaridos de pectinas de la pared celular primaria de los pastos

son muy diferentes de los de las deméas espermatofitas, tanto en estructura como en las

particularidades de la composicién de los xiloglucanos. Los polisacaridos son menos

ramificados que en todas las demas familias de plantas, si bien esta afirmacion esta basada en

un muestreo todavia escaso de especies. Las poadceas pueden ser cianogenéticas o no. Cuando

son cianogenéticas, los compuestos cianogenéticos son derivados de la tirosina. Pueden

presentar alcaloides (a veces isoquinolina, pirrolizidina e indol). Raramente puede haber

proantocianidinas y cianidinas, en cantidades traza, y solo en representantes de las subfamilias

Panicoideae y Chloridoideae.

Los flavonoides se han hallado sélo en algunos géneros, Bouteloua Glyceria y Melica, cuando

estdn presentes son quercetina, o kaempferol junto con quercetina. El acido elagico y la

arbutina no se han encontrado en ningln miembro de la familia. Raramente se encuentran

saponinas3 y sapogeninas, asi como también oxalatos libres (por ejemplo en Setaria).

5.4 Propiedades ©

e De ella se obtiene el aceite esencial denominado Citronela .

e Es carminativo, digestivo y para el tratamiento de flatulencia.

e Eninfusidn se utiliza como tonico aromatico y febrifugo.

e Es muy usado como repelente de insectos, particularmente mosquitos

e Pese a este efecto, es por contra, atrayente de las abejas, por lo que se utiliza para
recuperar enjambres.

e Tiene efecto conservante sobre algunos alimentos.

Los componentes activos principales de su extracto, geraniol y citronelol, son antisépticos y le

confieren propiedades fungistaticas e incluso bactericidas.

La hierba limon crece en climas templados y célidos. Requiere para su crecimiento la
presencia de luz. Resiste a las severidades del invierno, ya que soporta lluvias pero no en

exceso. No tolera las nieblas.
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La cantidad de aceite esencial de planta varia de mes en mes en el afio, siendo los meses de
junio, julio y agosto los que méas aceite esencial produce la planta. Esto se debe
principalmente a que el calor y el sol de estos meses hacen que la planta acumule mas aceite

esencial, mientras que en épocas mas humedas el rendimiento de aceite disminuye.

5.5 Usos®®)

Se usa en la cocina asiatica, especialmente en la de Tailandia.

Cientificos de la Universidad de Kyoto, Japon, concluyeron que el aceite esencial de
Cymbopogon citratus demostré plenamente su efectividad contra la bacteria Helicobacter
pylori, sin que dicha bacteria presentase resistencia al tratamiento con este aceite esencial.

Las partes usadas del zacate de limon en Nicaragua por sus propiedades medicinales son las
hojas. Las hojas presentan propiedades digestivas, antiinflamatorias faringea, sedantes,
antiespasmaddica, antiacida y antipirética. La decoccion o la infusion y el aceite esencial de
hierba de limén se usan en caso de afecciones gastrointestinales como la diarrea, vémito y
respiratorios como el asma y bronquitis. Ingerido en forma de té, hecho de las hojas secas o frescas

del mismo utilizado en paises africanos y en Latino América.

6. Eucalyptus globulus (Eucalipto) @

6.1Descripcion:

El Eucalipto o Eucaliptus (Eucalyptus) L'Hér. (del latin
eucalyptus y este del griego soxdlvntog que significa «bien
cubierto» refiriéndose a la semilla en su capsula) es un género

de arboles (y algunos arbustos) de la familia de las mirtaceas.

Existen alrededor de 700 especies, la mayoria oriundas de

Australia. Imagen N° 18

En la actualidad se encuentran distribuidos por gran parte del mundo y debido a su rapido
crecimiento frecuentemente se emplean en plantaciones forestales para la industria papelera,

maderera o para la obtencion de productos quimicos, ademas de su valor ornamental.
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6.1.1Hojas 2
Las hojas jovenes de los eucaliptos son sésiles, ovaladas, grisiceas y de forma falciforme.
Estas se alargan y se tornan de un color verde azulado brillante de adultas;” contienen un
aceite esencial, de caracteristico olor balsamico, que es un poderoso desinfectante natural. En
aromaterapia se emplea por la parte emocional como un estimulante con efecto despejante, y
por la parte fisica como antiviral, expectorante y nasal.
6.2 Propiedades. ‘%

e Las hojas son anticatarrales, balsdmicas y expectorantes.

e Tiene poder antiséptico ademas de febrifugo.

e Reduce los niveles de azucar en el plasma sanguineo.

e Por su poder antiséptico y su agradable aroma se usa en multitud de preparados industriales
para combatir los resfriados.

6.3 Taxonomia™®
El Eucalyptus globulus lo describi6 por primera vez el botanico francés Jacques
Labillardiére en sus publicaciones Relation du Voyage a la Recherche de la Pérouse (1800)
y Novae Hollandiae Plantarum Specimen (1804). El autor recogio este y otros especimenes en
la Bahia de la Recherche durante la expedicion de d'Entrecasteaux en el afio 1792.
6.4 Fitoquimica: ‘%
Los componentes mayoritarios del aceite esencial de Eucalipto son a-pineno, B-pinene, o-
felandreno, 1,8-cineol, limoneno, terpen-4-ol, y globulol.
6.5Usos"!%
El aceite esencial de las hojas de eucalipto es usado como descongestionante y para combatir
infecciones respiratorias. Se utiliza en forma de ungiento, en pastillas, caramelos inhalantes,
infusiones, jarabes o en vaporizaciones. El aceite se usa de forma topica como tratamiento
para dolores musculares y de articulaciones, asi como para tratar el herpes labial. También
sirve como repelente de mosquitos natural, En Nicaragua también lo utilizan molido como

desparasitante para los nifios.
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7. DISENO METODOLOGICO

1. Tipo de estudio: Experimental

2. Universo: Especies de plantas medicinales Zacate limon , Naranja, Eucalipto, Limon,

Orégano que contienen los quimiotipos citral y 1,8-cineol

3. Muestra: Pectis capillaris.

4. Area de Estudio: Laboratorio de farmacognosia de la facultad de ciencias quimicas de

la universidad nacional autonoma de Nicaragua. Laboratorio de control de calidad
Laboratorios ISNAYA.
5. Unidad de Analisis: Aceite esencial de Pectis capillaris.

6. Variables de Estudio : -Quimiotipo

-Constante dieléctrica
-Constante rf
-Andlisis de variable F

7. Operacionalizacion de variables

Operacionalizacion de variables

Variable

Definicién

Escala de medicién

Quimiotipo

Constante
dieléctrica

Constante rf

El quimiotipo es una forma de clasificacion quimica, biologica y
botanica sobre todo de los aceites que hay en una planta y que
designa la molécula con mayor presencia en dicho aceite
0 aceite esencial puroy permite definirlo terapéuticamente de

forma clara y segura.

También conocida bajo el nombre de permitividad relativa, es
cuando nos referimos a un medio de tipo continuo y hace
referencia a una propiedad de tipo macroscopica de un medio
que es dieléctrico, es decir, que no posee conductividad

eléctrica.

Medida de hasta qué punto se le permite viajar el disolvente,
donde los valores se calculan en relacion con el grado de

movimiento del disolvente.

Cualitativa nominal

Cuantitativa

cm
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Varianza f Es una herramienta estadistica que utiliza las varianzas de Cuantitativa
las medias para determinar si son diferente comparandolas
entre los grupos y las varianzas dentro de los grupos, como
una manera de demostrar si los grupos son todos parte de
una poblacion mas grande o poblaciones separadas con

caracteristicas diferente.

8. Procedimiento

8.1 Recoleccion de la muestra: El corte o poda del material vegetal se realiz6 por la mafiana
evitando contaminantes, evitando también procesar la planta con raiz, se etiqueto y se
traslado el material al lugar de procesamiento de las muestras. El lugar geografico de
recoleccion fue en la parte noreste de Nicaragua en el departamento de Esteli.

8.2 ldentificacion del material vegetal: La muestra se traslado al centro de investigacion

Herbario UNAN-Ledn para su clasificacion taxonémica.

8.3 Secado de la muestra: El secado de la muestra se hizo en un horno a una temperatura

entre los 45-50°C corroborando que el peso del material sea contaste.

8.4 Molienda: Para la trituracion y molienda fue preciso tener el material completamente
seco, para este proceso se requiere de un molino convencional. En el laboratorio de
Farmacia Industrial se utilizé un molino de cuchilla Thomas-WILEY. Modelo 4.

8.5 Obtencion del aceite (extraccion) 2

8.5.1 Se utiliza un aparato perfectamente limpio.

8.5.2 Se realiza la valoracion de acuerdo al siguiente procedimiento: Se toma un matraz de

500 ml y se le afiaden 200 ml de agua destilada, luego se coloca en balanza analitica.

8.5.3 Se agrega el contenido de 20 g de las muestras de estudio (zacate de limon y pectis

capllaris) y se toma el peso, luego se agita vigorosamente para lograr cierta disolucion.
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8.5.4 Se coloca en el balon el peso prescrito del zacate de limon y la Pectis capillaris
y se afiaden algunos trozos de porcelana porosa para aumentar la ebullicion. Colocando a

continuacion el conjunto refrigerante (condensador).
8.5.5 Se introduce agua a traves del embudo N, hasta que alcance el nivel B.

8.5.6 Se quita el tapon K y se introduce la cantidad prescrita de xileno R, usando una pipeta

cuyo extremo contacte con la porcion inferior del tubo K.
8.5.7 Se coloca de nuevo el tapon K asegurandose que el orificio coincida con la ranura.

8.5.8 Se calienta a ebullicién el liquido del matraz, ajustando la velocidad de destilacion
entre 2 ml y 3 ml por minuto, salvo que se haya prescrito otra cosa. Para determinar la
velocidad de destilacion se baja el nivel del agua, mediante la llave de tres vias, hasta que

el menisco esté al nivel de la sefial J.
8.5.9 Se cierra la llave y se mide el tiempo que tarda en llenarse el tubo hasta la marca H.

8.5.10 Se abre la llave y se continta la destilacion, modificando el calor para regular la

velocidad de destilacion.
8.5.11 Se mantiene la destilacién durante el tiempo prescrito.

8.5.12 Se interrumpe la calefaccién y después de al menos 10 minutos se lee el volumen de
xileno en el tubo graduado, se introduce en el matraz la cantidad prescrita del jarabe y se
contintia la destilacion tal como se describié anteriormente durante el tiempo y la

velocidad prescritos.

8.5.13 Después de otros 10 min. Se lee el volumen de liquido recogido en el tubo graduado,
restandose el volumen de xileno anotado anteriormente. Esta diferencia representa la

cantidad de aceite esencial en la muestra ensayada.

8.5.14 Se calcula el resultado, expresandolo en mililitros por 100 g de muestra (zacate de

limén y Pectis capillaris).

| Griselda Juniette Alduvin Pérez

Hazel Mayela Benedith Diaz




|dentificacidn cualitativa del contenido de citral y 1.8-cineol en Pectis capillaris utilizando la técnica de cromatografia en placa TLC

9. Extraccion destilacion con arrastre de vapor de agua™

9.1 El equipo de destilacion PYREX debe estar perfectamente limpio.

9.2 Se realiza la valoracion de acuerdo al siguiente procedimiento: Se toma un matraz de 500
ml y se le afladen 200 ml de agua destilada.

9.3 Se agrega el contenido de 40 g de las muestras de estudio (pectis capillaris), luego se

agita vigorosamente para lograr cierta disolucién y se coloca en el baldn el peso prescrito.

9.4 Colocando a continuacion el conjunto refrigerante (bafio de agua fria) en una pana

debajo de la fiola donde se extrajo el aceite.

9.5 Se introduce agua a traves de una manguera al embudo N, hasta que alcance el nivel B 'y

se coloca la manguera de salida de agua del embudo.

9.6 Se calienta a ebullicién el liquido del matraz a una temperatura entre 80-100 °C, se

mantiene la destilacion durante el tiempo prescrito.
9.7 Se lee el volumen de liquido recogido en el tubo graduado.

10. Maceracién *?:
Se pesd 20 gr de la muestra Pectis capillaris que se transfirieron a un beker de 250 se le
adiciond 50 ml de tolueno y se colocé en una cocina eléctrica a una temperatura de 45°C con
agitacion constante durante 30 minutos se dejo enfriar, luego se filtrd y se transfirid a un
embase ambar.
11. Evaluacién de solventes en TLC para la identificacion de compuestos citral y 1-8
cineol ¥
11.1 Se procedié a realizar mezclas de solventes para valorar la mejor fase maévil y evaluar
Fase estacionaria de tolueno : acetato de etilo para la valoracion de citral y 1,8-cineol
utilizando placas de gel de silice 60 F254
a. Fase mdvil: tolueno: acetato de etilo (1:9)
b. Fase movil : tolueno: acetato de etilo (1:1)

c. Fase mavil: tolueno: acetato de etilo (9:1)
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11.2 Preparacion de la fase movil:
Se midieron 10 ml de tolueno y 90 ml de acetato de etilo se colocaron en una fiola se
adiciona 20 ml a una cdmara cromatogréfica de 10 X 5 y se dejé reposar.

11.3 Preparacion de la placa y camara cromatogréfica:
Se cort6 una placa con las dimensiones correspondiente: 6 cm de ancho y 5cm de alto
se dibujo una linea ténue con grafito N°2 a 1 cm del margen inferior de la placa.
11.4 Aplicacion de la muestra y estandar:
v' Con capilares de 10 ul se adiciona aceite de Pectis capillaris, 10 ul de aceite de
Cymbopogon citratus y Eucaliptus globulus por separado sobre la placa (toque) .
v" Se proceden a secar las manchas de siembra con pistola de aire seco.
v Se toman capilares de 10 ul para aplicar aceite de referencia de los estandares del citral,
1,8-cineol por separado ,para realizar el toque.
v" Se proceden a secar las manchas de siembra con pistola de aire seco.

11.5 Realizacion de la cromatografia de capa fina:

v Se coloco la placas dentro de la camara cromatografia se dejé correr la fase mdvil hasta
la altura de 1cm del margen superior de las placas.

v" Posterior al recorrido se calienta la placa a una cocina eléctrica a una temperatura de

110°C por 5 minutos para la activacion de la fluoresceina

11.6 Preparacion del reactivo revelador de vainillina:

11.6.1 Procedimiento 1
Se disolvieron los 5gr de vainillina en los 90ml de etanol.
Por separado se hizo una dilucién del &cido sulfarico al 10%.

11.6.2 Aplicacion del reactivo revelador sobre las placas

Se rociaron las placas con la disolucion de la vainillina seguidamente se roci6 con la
dilucién de acido sulfarico al 10%. Se colocaron en una cocina eléctrica a una

temperatura de 100°C por 10 minutos.
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11.7 Calcular Rf de cada punto recorrido en la placa

Distancia recorrida por la muestra desde el origen
Rf=

Distancia recorrida por el eluyente desde el origen

12. Evaluacion de aceites obtenidos de Pectis capillaris y Cymbopogon citratus ¢*

12.1 Se procedi0 a realizar la mezclas de solventes de la Fase movil de tolueno : acetato de
etilo para la valoracién de citral y 1-8 cineol utilizando placas de gel de silice 60 F254
Fase movil: tolueno: acetato de etilo (1:1)
12.2 Preparacion de la fase movil:
Se midieron 50ml de tolueno y 50 ml de acetato de etilo se colocaron en una fiola se
adiciona 20 ml a una cdmara cromatogréafica de 10X5 y se dejo reposar.
12.3 Preparacion de la placa y camara cromatografica:
Se cort6 una placa con las dimensiones correspondiente: 6cm de ancho y 5¢cm de alto
se dibujo una linea tenue con grafito N°2 a 1 cm del margen inferior de la placa
12.4 Aplicacion de la muestra y estandar:
v' Con capilares de 10 ul se adiciona aceite de Pectis capillaris, 10 ul de aceite de
Cymbopogon citratus y Eucaliptus globulus por separado sobre la placa (toque).
v’ Se proceden a secar las manchas de siembra con pistola de aire seco.
v Se toman capilares de 10 pl para aplicar aceite de referencia de los estandares del citral,
1,8-cineol por separado ,para realizar el toque.
v' Se proceden a secar las manchas de siembra con pistola de aire seco.
12.5 Realizacién de la cromatografia de capa fina:
v Se coloco la placas dentro de la camara cromatografia se dej6 correr la fase movil hasta
la altura de 1cm del margen superior de las placas.
v" Posterior al recorrido se calienta la placa a una cocina eléctrica a una temperatura de
110°C por 5 minutos para la activacion de la fluoresceina
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12.6 Preparacion del reactivo revelador de vainillina:

12.7 Reactivos:
e 5gr de vainillina
e 10ml de acido Sulfdrico.
e 90ml de etanol.

12.8 Procedimiento 1
Se disolvieron los 5gr de vainillina en los 90ml de etanol.
Por separado se hizo una dilucién del &cido sulfarico al 10%.

12.9 Aplicacion del reactivo revelador sobre las placas: Se rociaron las placas primeramente
con la disolucion de la vainillina seguidamente se rocié con la dilucién de acido
sulfarico al 10%. Se colocaron en una cocina eléctrica a una temperatura de 100°C por
10 minutos.

12.10 Calcular Rf de cada punto recorrido en la placa

Distancia recorrida por la muestra desde el origen
Rf=

Distancia recorrida por el eluyente desde el origen

13. Evaluacion de extractos obtenidos de Pectis capillaris y Cymbopogon citratus *

13.1 Se procede a preparar la Fase mavil tolueno : acetato de etilo para la valoracion de
citral y 1-8 cineol utilizando placas de gel de silice 60 F254 Fase movil: tolueno: acetato
de etilo (9:1)

13.2 Preparacion de la fase movil:
Se midieron 90ml de tolueno y 10 ml de acetato de etilo se colocaron en una fiola se
adiciona 20 ml a una camara cromatogréfica de 10x5 y se dejo reposar.

13.3 Preparacion de la placa y camara cromatogréafica:
Se cort6 una placa con las dimensiones correspondiente: 6cm de ancho y 5cm de alto se

dibuj6 una linea tenue con grafito N°2 a 1 cm del margen inferior de la placa
13.4 Aplicacion de la muestra y estandar:
v" Con capilares de 10 ul se adiciona extracto de Pectis capillaris, Eucaliptus globulus y 10
ul de extracto de Cymbopogon citratus por separado sobre la placa (toque) ,

v’ Se proceden a secar las manchas de siembra con pistola de aire seco.
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v Se toman capilares de 10 ul para aplicar aceite de referencia de los estandares del citral,
1,8-cineol por separado ,para realizar el toque

v' Se proceden a secar las manchas de siembra con pistola de aire seco

13.5 Realizacion de la cromatografia de capa fina:

v Se coloco la placas dentro de la camara cromatografia se dej6 correr la fase movil hasta
la altura de 1cm del margen superior de las placas.
v" Posterior al recorrido se calienta la placa a una cocina eléctrica a una temperatura de

110°C por 5 minutos para la activacion de la fluoresceina.
13.6 Preparacion del reactivo revelador de vainillina:

13.7 Reactivos:
e 5gr de vainillina
e 10ml de acido Sulfdrico.
e 90ml de etanol

13.8 Procedimiento 1
Se disolvieron los 5gr de vainillina en los 90ml de etanol.
Por separado se hizo una dilucién del &cido sulfarico al 10%.

13.9 Aplicacidn del reactivo revelador sobre las placas

Se rociaron las placas primeramente con la disolucion de la vainillina seguidamente se
rocio con la dilucion de acido sulfarico al 10%. Se colocaron en una cocina eléctrica a
una temperatura de 100°C por 10 minutos.

13.10 Calcular Rf de cada punto recorrido en la placa
Distancia recorrida por la muestra desde el origen

Rf=
Distancia recorrida por el eluyente desde el origen
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14. Procesamiento de datos :

Los valores obtenidos del calculo de rf de los diferentes ensayos a diferentes polaridades y
relaciones de mezcla de solventes, fueron evaluados para establecer si existen o no diferencias
significativas entre los diferentes resultados , por medio de pruebas de analisis de varianza de
un factor (ANOVA) en Microsoft Excel estadistico y asi obtener criterios sélidos.

15. Material y cristaleria utilizados:

Nombre Funcion Tipo de Marca
material

Aparato de Sirve para la extraccion de aceites Vidrio Pyrex
clevenger esenciales

Aparato de Proceso de separacion basado en la | Vidrio Pyrex
destilacion diferencia de los puntos de ebullicion

de los componentes de una mezcla.
Balon de base Permite contener sustancias asi como | Vidrio Pyrex

circular 500 mi también para calentar dichos
compuestos quimicos.
=EIENPEEREN= Instrumento que sirve para medir la | Metélica Sartorius
masa, es una clase de balanza
utilizada principalmente para medir
valores de precision de lectura desde
0.1a0.1mg.

Beaker Vaso de precipitado, cilindrico que | Vidrio Pyrex
250ml, 500ml. se utiliza para preparar o calentar borosilicado
sustancias y traspasar liquidos.
Camara Separacion para la caracterizaciéon de | Vidrio Pyrex
cromatografia mezclas complejas donde esta debe
de contener una fase mévil que
consiste en un fluido que es
arrastrado a la muestra atraves de
una fase estacionaria.

O aErc Elmigle= i Sirve para calentar sin llama Metalica Fisher
sustancias complejas. Scientific
Embudo Se utiliza para el trasvasijado de Vidrio Pyrex
productos quimicos de un recipiente
a otro, también se utiliza para
realizar filtraciones.
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Espétula Se utiliza principalmente para tomar | Metélica
pequerfias cantidades de compuestos
0 sustancias solidas especialmente
granulares.

Fiola Se utiliza para calentar liquidos Vidrio Pyrex
cuando hay peligro de perdida por
vaporacion.

Molino de Sirve para triturar plantas e hiervas Hierro Thomas-
cuchilla que estén completamente secas wiley
obteniendo como resultado un polvo modelo 4
fino.
Placa silica gel Se le denomina fase estacionaria Silica-gel -
donde se deposita el material a
ensayar con los tubos capilares sobre
una linea de referencia y se coloca
dentro de la cAmara cromatografia
con una mezcla de solventes
organicos (fase movil).

Probeta Tubo de cristal y alargado, cerrado Vidrio Pyrex
por un extremo usado como
recipiente de liquidos el cual tiene
como finalidad de medir el volumen
de los mismos.

Termdmetro Instrumento utilizado para medir la | Vidrio Fisher
temperatura con un alto nivel de Brand
exactitud.
0T ELEEN Tubos pequefios y de corta longitud, | Vidrio Pyrex
didmetro interno del tubo es utilizado
para demostrar los efectos de la
capilaridad.

Varilla de Fino cilindro de vidrio macizo que se | Vidrio Pyrex
agitacion utiliza para mezclar o disolver
sustancias con el fin de
homogenizar.
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15. Esquema de Trabajo

Recoleccion de la muestra

v

Identificacion

hntanira

v

Secado

v

Trituracion

Obtencién de

/ metabolitos de \

Filtracion por Maceracion

Extraccion por destilacion
20 g muestra, 50 ml tolueno,

Clevenger 40 g de muestra 200

3 ., .

45°C de T, Agitacion 30min ml de agua, 80 +2 °C de T, PVP
Caracterizacion cualitativa TLC Caracterizacion cualitativa Aceite
extracto organico esencial
Fase estacionaria: Silica Gelgo Fase estacionaria: Silica Gel
Fas4. Fase movil: Tolueno y Fase movil: Tolueno y Acetato de
Acetato de etilo 9:1, 1:1y 1:9 etilo9:1, 1:1y 1:19

Revelado
v

Caracterizar las manchas

v

Calcular rf

| Griselda Juniette Alduvin Pérez 31

Hazel Mayela Benedith Diaz



|dentificacidn cualitativa del contenido de citral y 1.8-cineol en Pectis capillaris utilizando la técnica de cromatografia en placa TLC

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla N°1 Extraccion de aceite esencial citral:

0.58 ml 0.65 ml 3.5x10° ml 20 g 0.35
0.54 ml 0.60 ml 3x10° ml 20g 0.30
X=3.25x10® X=0.325 %

Nota: ml: mililitros; g:gramos; X: media de los valores

El presente estudio empled el procedimiento de destilacion por arrastre de vapor con la
trampa del aparato de Clevenger y se obtuvo el aceite esencial de la planta Pectis
capillaris. La tabla N° 1. evidencia los resultados en la determinacién del aceite esencial
tomando en cuenta el volumen de predestilacion y un volumen de destilacion, donde se
utilizo el peso de 20 g de muestra para cada matraz. Para la obtencién del volumen total

del aceite esencial se realizé6 mediante una ecuacion matematica.

V aceite esencial= (Vd - Vpred) / muestra x 100

Vd= Volumen de destilacion

Vpred= Volumen de predestilacion

De lo anterior , los volumenes obtenidos en ambos balones se promediaron y se obtiene
el porcentaje de aceite esencial en la planta pectis capillaris que fue de 0.325%. De
acuerdo a referencias bibliogréficas el contenido de aceite esencial de especies
aromaticas es inferior al 1% en especies de origen tropical , a diferencias de especies

aromaticas en Europa cuyos porcentajes pueden oscilar el 5%.
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Caracterizacion Aceite esencial Pectis capillaris

Tabla N° 2 Caracteristicas organolépticas del aceite esencial citral:

Caracteristicas organolépticas Resultados
Color Amarillo ténue
Sabor Acido
Olor Citrico
Apariencia Liquida
Consistencia Oleosa

En la extraccion del aceite esencial citral de la planta Pectis capillaris la Tabla N° 2
evidencia las caracteristicas organolépticas , recién destilados , siendo las caracteristicas
generales de aceites esenciales de incoloros a ligeramente amarillo, posteriormente
pueden sufrir procesos de oxidacién y tomarse de otros colores debido a sus
constituyentes. En caso del citral tiene un color amarillo ténue, desprendiendo un olor
citrico y sabor ligeramente acido a picoso ténue ,en general es un liquido oleoso a
temperatura ambiente.

Caracterizacion Aceite esencial Cymbopogon citratus

Tabla N° 3 Caracteristicas organolépticas del aceite esencial 1,8-cineol:

Caracteristicas organolépticas Resultados

Color Verde ténue

Sabor Herbal

Olor Menta-Trementina
Apariencia Liquida
Consistencia Oleosa

En la extraccion del aceite esencial 1,8-cineol de la planta Cymbopogon citratus la Tabla
N® 3 evidencia las caracteristicas organolépticas, recién destilados, siendo las
caracteristicas generales de aceites esenciales de incoloros a ligeramente amarillo,
posteriormente pueden sufrir procesos de oxidacion y tomarse de otros colores debido a
sus constituyentes. En caso del 1,8-cineol tiene un color verde muy ténue, desprendiendo
un olor de menta a trementina y sabor herbal, en general es un liquido oleoso a

temperatura ambiente.
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Tabla N°4 Valores de rf de diversas fases moviles en diferentes mezclas utilizadas

VALORES DE rf DIVERSAS MEZCLAS DE FASES MOVILES ENSAYADAS
Muestra por Muestra por Muestra por Muestra por Muestra por Muestra por
Destilacion Extraccion Destilacion Extraccion Destilacion Extraccion
FM(A9:B1) FM(A9:B1) FM(AL:B1) FM(AL:B1) FM(A1:B9) | FM(A1:B9)
0.15 0.15 0.25 0.30 0.45 0.46
0.10 0.13 0.29 0.29 0.4 0.45
0.14 0.14 0.27 0.31 0.43 0.44
0.12 0.12 0.25 0.28 0.42 0.46
0.10 0.14 0.26 0.30 0.4 0.44
X:0.122 cm X:0.136 cm X:0.264 cm X:0.296 cm X:0.42 cm X:0.45cm

Nota: rf: factor de retencion ; FM: fase mévil ; A:Tolueno; B:Acetato de Etilo ; X: promedio de los valores
; (1,9): Volimenes ; cm: centimetros

Tabla N° 4.1 Anova de los factores de retencion en diferentes fases méviles
(destilacion) Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
FM A9:B1 5 0.61 0.122 0.00052
FM A1:B1 5 1.32 0.264 0.00028
FM A1:B9 5 2.1 0.42 0.00045
Nota: FM: fase mdvil ; A:Tolueno; B:Acetato de Etilo
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados libertad los critico
cuadrados para F
Entre grupos 0.22217333 2 0.11108667 266.60 1.1368E-10 3.885293
Dentro de los
grupos 0.005 12 0.00041667
Total 0.22717333 14

La presente tabla N°4.1 evidencia los resultados de rf de la fase mavil tolueno: acetato de
etilo utilizadas en diferentes proporciones para muestra obtenida por destilacion de lo cual
se aprecia que el menor recorrido con un promedio de 0.122 cm lo obtuvo la fase movil
Tolueno 9: Acetato etilo 1 existiendo poca afinidad de la muestra por la fase movil y

separacién nula de los componentes en funcion de la polaridad de la mezcla de 2.744 ;
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La mezcla de Tolueno 1: Acetato etilo 1 obtuvo un promedio de rf de 0.264 cm y un valor
de polaridad de 4.2 existiendo mejor recorrido de la muestra en afinidad por la fase movil
pero no una adecuada separacion. La mezcla Tolueno 1: Acetato etilo 9 muestra mejor
recorrido 0.42 cm en funcion del grado de separacion segun la afinidad del analito a la fase
estacionara con una polaridad de 5.656, la diferencias en cuanto a recorrido y separacion
son significativas para las fases 1:9 y 1:1 versus la fase 1:9 dado que el valor F calculado

es mayor que el F critico.

Tabla N° 4.2 Anova de los factores de retencion en diferentes fases moviles
(extraccion).

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
FM A 9:B1 5 0.68 0.136 0.00013
FM A1:B1 5 1.48 0.296 0.00013
FM A1:B9 5 2.25 0.45 0.0001

Nota: A:Tolueno; B:Acetato de Etilo

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados Promedio F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados de de los para F
libertad cuadrados
Entre grupos 0.24652 2 0.12326  1027.16666 3.83606E-14  3.88529383
Dentro de los
grupos 0.00144 12 0.00012
Total 0.24796 14

La presente tabla N°4.2 .evidencia los resultados de rf de la fase mévil tolueno: acetato de
etilo utilizadas en diferentes proporciones , para la muestra obtenida por extraccion 9:1 de
lo cual se aprecia que el menor recorrido con un promedio de 0.136 cm lo obtuvo la fase
movil  Tolueno 9: Acetato etilo 1 existiendo poca afinidad de la muestra por la fase
movil y separacion nula de los componentes en funcion de la polaridad de la mezcla de
2.744 ; La mezcla de Tolueno 1: Acetato etilo 1 obtuvo un promedio de rf de 0.296 cm y
un valor de polaridad de 4.2 existiendo mejor recorrido de la muestra en afinidad por la

fase movil pero no una adecuada separacion.
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La mezcla Tolueno 1: Acetato etilo 9 muestra mejor recorrido en con un promedio de cm

en 0.45 funcidn del grado de separacion segun la afinidad del analito a la fase estacionara

con una polaridad de 5.656, la diferencias en cuanto a recorrido y separacion son

significativas para las fases 1:9 y 1:1 versus la fase 1:9 dado que el valor F calculado es

mayor que el F critico. Se evidencia que el F calculado de destilacion 266.608 < que F

calculado de extraccion 1027.17 de lo anterior se evidencia que el conjunto de datos

obtenidos por extraccion son més relevantes en virtud de datos mas homogéneos y mejor

recorrido obtenido de la muestra a la fase estacionaria.

Tabla N° 5 Grado De Separacion de quimiotipos ,citral , 1-8 cineol presentes en la muestra

Numero de FM(A9:B1) FM(A1:B1) FM(A1:B9)
ensayo
1 1 3 9
2 1 3 10
3 1 3 9
4 1 3 10
5 1 3 10

Nota: FM= fase mévil ; 1: Separacion Nula; 3:Separacion Moderada; 10:Separacion Efectiva

Tabla N°5.1 Grado de separacion de los quimiotipos segln la concentracion de las fases

moviles

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
FM A9:B1 5 5 1 0
FM Al:B1 5 15 3 0
FM A1:B9 5 48 9.6 0.3
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de de los critico para
libertad cuadrados F
Entre grupos 202.533333 2 101.266667 1012.66667  4.1756E-14 3.88529383
Dentro de los
grupos 1.2 12 0.1
Total 203.733333 14

Nota: FM: fase mévil; A:Tolueno; B:Acetato de Etilo
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La tabla N° 5 evidencia el grado de separacion de los compuestos de la muestra ensayada a
razon de una separacion nula , moderada o efectiva , para lo cual la fase mdvil tolueno
:acetato de etilo 9:1 mostro en virtud de su polaridad 2.744 mostro una separacion nula ;
La fase movil tolueno :acetato de etilo 1:1 mostro en virtud de su polaridad 4.2 una
separacion moderada ; La fase movil tolueno :acetato de etilo 1:9 mostro en virtud de su
polaridad 5.656 una separacion efectiva , de lo anterior se realizo una ANOVA para
considerar diferencias significativas estadisticas entre las tres mezclas de la fase movil
ensayadas , mostrando claramente diferencias significativas entre ellas a razon del F
calculado es mayor que el F critico 1012.66667 > 3.885293.

Tabla N° 6 Coeficiente de correlacion de las fases méviles

FM(A9:B1) ¢ FM(AL1:B9) ¢ FM(A1:B1) ¢ | FM(A1:B9) ¢
2.744 5.656 4.2 5.656
0.15 0.45 0.25 0.45
0.1 0.4 0.29 0.4
0.14 0.43 0.27 0.43
0.12 0.42 0.25 0.42
0.1 0.4 0.26 0.4

. =0.981941649 =-0.56343617

Nota: FM= fase movil; = constante dieléctrica; A:Tolueno; B:Acetato de Etilo

Los valores de los coefientes de correlacion de las mezclas de tolueno , acetato de etilo
ensayadas evidencian que son inversamente proporcionales a sus polaridades siendo que la
Fase movil 9 tolueno:1Acetato de etilo mostro una constante dieléctrica de 2.744 vs la
Fase movil 1 tolueno: 9 Acetato de etilo que muestra un valor de 5.656 con un coeficiente
de correlacion de 0.9819 , tendencia a 1 , mostrando una mayor afinidad por el volumen
del solvente tolueno que por la polaridad de la mezcla , siendo que el valor eléctrico del
tolueno individual es 2.38 ; Para el caso de la Fase movil 1 tolueno: 1 Acetato de etilo vs
Fase movil 1 tolueno: 9 Acetato de etilo el valor del coeficiente muestra una tendencia
negativa -0.5634, es decir no existe correlacion a razon de que el valor eléctrico individual
del acetato de etilo 6.02 es aproximadamente el triple del valor del tolueno, lo anterior no
considera la polaridad de la fase estacionaria , Unicamente establece la relacion de las

mezclas y valores individuales de los solventes que lo componen.
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Estudio cromatogréfico

El estudio cromatografico de placa nos dio como resultado que en la muestra de la Pectis
capillaris se encuentran los quimiotipos citral y 1,8- cineol que se comparo con las
muestras de eucalipto y zacate de limon con los estandar, dando rf similares por lo tanto
contiene los quimiotipos presentes donde se demuestra en la tabla N°3 determinando a
su vez si hay diferencia entre los métodos que se utilizaron (destilacion y extraccion).

Tabla N° 7 Estudio cromatogréfico

_ Factor de retencion Muestra  Factor de retencion Muestra por
Especies por destilacion extraccion
Mx (cm) St. 1,8- St. citral Mx (cm) | St 1,8-cineol St. citral
cineol (cm) (cm) (cm)
(cm)
Pectis capillaris 0.45 0.46 0.45 0.47
Pectis capillaris 0.42 0.45 0.4 0.45
Pectis capillaris 0.4 0.42 0.43 0.43
Pectis capillaris 0.45 0.43 0.43 0.41
Pectis capillaris 0.41 0.42 0.42 0.41
Pectis capillaris 0.42 0.45 0.4 0.43
Pectis capillaris 0.37 0.35 0.35 0.35
Pectis capillaris 0.36 0.34 0.34 0.32
Pectis capillaris 0.35 0.34 0.34 0.35
Pectis capillaris 0.36 0.33 0.31 0.33
Pectis capillaris 0.33 0.35 0.33 0.35
Pectis capillaris 0.34 0.33 0.3 0.32
Pectis capillaris 0.32 0.32 0.32 0.33

Nota: Mx= muestra; st.= estandar ; cm: centimetros
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Tabla N° 7.1 Analisis de varianza de un factor para muestra de aceite esencial de
Pectis capillaris obtenida por destilacion, versus aceite de referencia de Cymbopogon

citratus y estdndar del quimiotipo citral

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Muestra de P.
capillaris 6 2.55 0.425 0.00043
Estandar citral 6 2.63 0.43833333 0.000296667

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico

variaciones libertad cuadrados para F
Entre

grupos 0.000533333 1 0.00053333 1.467889908 0.253530465 4.9646027
Dentro de

los grupos 0.003633333 10 0.00036333
Total 0.004166667 11

Se realizo un andlisis de varianza en el método de destilacion de la muestra de Pectis
capillaris Vs. el estdndar de citral, el cual dio como resultado que la varianza de los
valores de rf obtenidos , no es significativa estadisticamente en cuanto al recorrido de la
muestra en comparacion a su estandar y muestra de referencia , utilizando placa de silica
gel Fys4 y fase movil Tolueno 1: Acetato de etilo 9, ya que F calculado < F critico,

1.47<4.96, permitiendo identificar verazmente de forma cualitativa el quimiotipo citral.

Tabla N° 7.2 Analisis de varianza de un factor para muestra de aceite de Pectis
capillaris obtenida por destilacion, versus aceite de referencia de Eucalyptus globulus
y estandar del quimiotipo 1-8 cineol

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Muestra de
P.capillaris 7 2.43 0.34714286 0.00032381
St. 1,8-cineol 7 2.36 0.33714286 0.00012381
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico para
variaciones libertad  cuadrados F

Entre
grupos

Dentro de
los grupos

Total

Se realiz6 un analisis de varianza en el método de destilacion de la muestra de Pectis
capillaris Vs. el estandar de 1-8 cineol , el cual dio como resultado que la varianza de los
valores de rf obtenidos , no es significativa estadisticamente en cuanto al recorrido de la
muestra en comparacion a su estandar y muestra de referencia , utilizando placa de silica
gel Fzs4 y fase movil Tolueno 1: Acetato de etilo 9, ya que F calculado es menor que F
critico , 1.56 < 4.74 , permitiendo identificar verazmente de forma cualitativa el
quimiotipo 1-8 cineol.

Tabla N°7.3 Andlisis de varianza de un factor para muestra de aceite de Pectis capillaris
obtenida por extraccion, versus aceite de referencia de Cymbopogon citratus y estandar
del quimiotipo citral

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Muestra P. capillaris

St. citral

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados  Promedio de Valor
las Suma de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos
Dentro de
los grupos

Total
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Se realiz6 un andlisis de varianza en el método de extraccion de la muestra de Pectis
capillaris Vs. el estandar de citral , el cual dio como resultado que la varianza de los
valores de rf obtenidos , no es significativa estadisticamente en cuanto al recorrido de la
muestra en comparacion a su estdndar y muestra de referencia , utilizando placa de silica
gel Fys4 y fase movil Tolueno 1: Acetato de etilo 9, ya que F calculado es menor que F
critico , 0.8844 < 4.9646 , permitiendo identificar verazmente de forma cualitativa el

quimiotipo citral

Tabla N° 7.4 Andlisis de varianza de un factor para muestra de aceite de Pectis
capillaris obtenida por extraccion, versus aceite de referencia de Eucalyptus globulus y
estandar del quimiotipo 1-8 Cineol

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Muestra P. capillaris 7 2.29 0.32714286 0.00032381
St. 1,8-cineol 7 2.35 0.33571429 0.000195238

ANALISIS DE VARIANZA

Grados  Promedio de Valor
Origen de las Suma de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0.000257143 1 0.00025714 0.990825688 0.339189431 4.74722534
Dentro de los
grupos 0.003114286 12  0.00025952
Total 0.003371429 13

Se realizd un andlisis de varianza en el método de extraccion de la muestra de Pectis
capillaris Vs. el estdndar de 1-8 cineol , el cual dio como resultado que la varianza de los
valores de rf obtenidos , no es significativa estadisticamente en cuanto al recorrido de la
muestra en comparacién a su estandar y muestra de referencia , utilizando placa de silica
gel Fus4 y fase movil Tolueno 1: Acetato de etilo 9, ya que F calculado es menor que F
critico , 0.9908 < 4.7472 , permitiendo identificar verazmente de forma cualitativa el

quimiotipo 1-8 cineol.
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Tabla N°7.5 Analisis de varianza de un factor para muestra de aceite de Pectis capillaris

obtenida por destilacidn, versus aceite de Pectis capillaris obtenida por extraccion.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Mx P. destilacion 6 2.55 0.425 0.00043
Mx P. extraccion 6 2.53 0.42166667 0.000376667

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad  Valor critico
las cuadrados libertad los para F
variaciones cuadrados
3.33333E-

Entre grupos 05 1 3.3333E-05 0.082644628 0.779614298 4.9646027
Dentro de los
grupos 0.00403333 10  0.00040333
Total 0.00406666 11

Se realizo un andlisis de varianza en el método de extraccion vs el método de destilacion
de la muestra de Pectis capillaris considerando los estandares correspondientes citral y 1-
8 cineol, el cual dio como resultado que la varianza de los valores de rf obtenidos , no es
significativa estadisticamente en cuanto al recorrido de la muestra en comparacién a su
estandar y muestra de referencia , utilizando placa de silica gel F,s4 y fase movil Tolueno

1: Acetato de etilo 9, ya que F calculado es menor que F critico , 0.082644 < 4.9646.
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CONCLUSION

Las mezclas de tolueno acetato de etilo 1:9 evidencio ser la mejor fase movil ,
utilizando placas de aluminio de silica gel 60 g54 como fase estacionaria para la
identificacion cualitativa por cromatografia en capa fina de los quimiotipos citral y 1-8
cineol contenidos en aceite de la especie Pectis capillaris obtenido por destilacion o
bien sea obtenida por maceracion acelerada utilizando tolueno como solvente de

extraccion.

RECOMENDACIONES

v' Es necesario fomentar la investigacién de esta especie, que permita transmitir
concienciacion sobre las ventajas que estos presentan, ya que existe escases
bibliogréfica.

v Dado los resultados alcanzados, es procedente elaborar una guia metodologia para
valorar cuantitativamente los aceites esenciales de la especie, integrando los
métodos cualitativos, teniendo el cuidado de respetar todo el procedimiento
empleado.

v' A futuros investigadores interesados en productos naturales indagar sobre la
composicién quimica de la especie Pectis Capillaris.

v Al laboratorio de Andlisis Farmacéutico contar con un HPLC en buen estado
donde los estudiantes puedan realizar un analisis mas completo de compuestos de

interés.
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