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M) Estructura de la substancia M.

La substancia M ha sido aislada del extracto clorofodrmico e
identificada en base a sus datos analiticos como la S,7,4'-(0H)3—

flavanona o naringenina:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-45.

i

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-46.

Espectroscopia L-NMR: figura IV-44.

Substancia M: 5,7,4'-(0H),-flavano-
na (naringenina).

> Hi0

DMSO

FIGURA IV-44: Espectro lH-NMR (80 MHz, d-DMSQ) de la substancia M.
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FIGURA IV-45: Espectros UV-visible INLE ‘ : TT1 14
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Datos espectrales: A en nm, i = inflexidn.

MeOH: 2231 286 3271
NaOMe: 244 322
AlCl,: . 308 368
AlCl, + HCl: 305 365
_ NaOAc: 2481 282i 321
NaODAc + H,B0,: 287 322i
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FIGURA IV-46: Espectro EI-MS y fragmentacion de la

substancia M.
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N) Estructura de la substancia N.

El compuesto N ha sido aislado tanto del extracto cloroférmico
como del extracto etéreo, e identificado como la 3,5,7,4'—(0H)4~

flavona, a partir de los siguientes datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-48.

i

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-49.

Espectroscopia L-NMR: figura IV-47.

4, 0H substancia N: 3,5,7,4'-(0H), -fla-
4
O vona (kempferol).
3

< pMso

B 12w 10 9 8 7 6 H a 3 2 1 ° pom

FIGURA IV-47: Espectro 'H-NMR (80 MHz, d-DMSO) de la substancia N.
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FIGURA IV-48: Espectros UV-visible

de la substancia N.
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FIGURA IV-49: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia N.

- 120 -



) Estructura de la substancia M.

La substancia N ha sido aislada, también, de los extractos
cloroformico y etéreo, e identificada como la 5,7,3’,4'—(OH)4~fla—

vanona o eriodictiol en base a los datos analiticos siguientes:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

[}

Espectr_oscopia UV-visible: figura IV-51.

[ -

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-52.
Espectroscopia lH-NMR: figura IV-50.

1

OH Substancia N: 5,7,3',4'-(01—{)4-1’13-
vanona (eriodictiol).

H-8 ><
H-6
DM
W2 a0
H-sl ><
H-6’
H-3(|
) ) H-Z
12 n o 9 8 7 6 5 s 'S 1 o ppm

FIGURA IV-50: Espectro lH-NMR (80 MHz, d-DMSQ) de la substancia N.
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FIGURA IV-51: Espectros UV-visible
de la substancia N.
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FIGURA IV-52: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia R.
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0) Estructura de la substancia 0.

La substancia 0 ha sido aislada del extracto etéreo en canti-
dad inferior al miligramo y no ha sido posible registrar su espec-
tro de lH—NMR.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.
- Espectroscopia UV-visible: figura IV-53.
- Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-54.

El comportamiento cromatografico de la substancia 0 indica
que se trata de una flavona relativamente apolar, substiluida en

6 y/u 8 ya que no se revela.

El espectro UV-visible muestra una estructura de 5-OH-flavona
que posee el anillo B momosubstituido (banda II no desdoblada en el
espectro metandlico) por un hidroxilo libre en &' (AXI en NaOMe
respecto al MeQOH de 40 nm) y el anillo A substituido en 7 por un
metoxilo (AXI en NaOAc respecto al MeOH de 40 nm) y en 6 y 8 por

un hidroxilo y metoxilo, respectivamente (AII en MeOH 2 292).

El EI-MS presenta un M™ a m/z 330 (C17H1407), que confirma
que se trata de una trihidroxidimetoxiflavona. Los fragmentos B;',
(Bl+H)+, BE y (82-28)+ a m/z 118, 119, 121 y 93, respectivamente,
apuntan hacia un anillo B monohidroxilado. El anillo A contiene
dos hidroxilos y dos metoxilos, como lo demuestran los fragmentos
Al—lS (m/z 197) y Al—43 (m/z 169). La elevada intensidad del frag-
mento a M-15 (m/z 315), superior a la del idn molecular, es

caracteristica de la existencia de un metoxilo en la posicion 8.

Por lo tanto, la estructura de la substancia 0 queda estable-
cida como la de la 5,6,4'—(OH)3—7,8-(OMe)2-flavona o timusina.

5
6 4 ,0H Substancia 0: 5,6,4'-(0H),-
O 7,8-(0Me),-flavona (timusina).
CH;0 3
>
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FIGURA IV-53: Espectros UV-visible ¥ . ‘ £ TT LT
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FIGURA IV-54: Espectro EI-MS y fragmentacidon de la substancia O.
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P) Estructura de la substancia P.

La substancia P ha sido aislada, también, del extracto etéreo.

Datos analiticos:
- Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.
- Espectroscopia UV-visible: figura IV-55.
- Espectrometria de masas (EI-MS) :figura IV-56.
- Espectroscopia L NMR: figura IV-58.
- EspectroscopialBC—NMR: figura IV-57 (espectro normal y experi-

mento SEFT).

Tanto el comportamiento cromatografico de la substancia P
como los espectros UV-visible EI-MS y de lH-NMR , indican que se
irata de 1la 3,5,7,4‘-(OH)4—flavanona. No obstante, el espectro de

H-NMR presenta un grupo de sefiales, que integran tres protones,
entre 4,3 y 5,8 ppm, y que aparentemente no coinciden con las de
los protones H-2 y H-3 de dihidroflavonoles, los cuales suelen
aparecer como dobletes (J = 11 Hz, aprox.) en la zona comprendida
entre 4,5 y 5,3 ppm. Esto nos llevo a registrar los espectros de
13C-NMR normal y SEFT, que corroboraron la estructura inicialmente
prdpuesta.

La irreqgularidad observada en la zona mencionada del espectro
l-H-NMR se debe a la sefial del protdn del 3-OH y al acoplamiento de
éste con el H-3.

Substancia P: 3,5,7,4'-(0H), ~flavanona
(dihidrokempferol).
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FIGURA IV-58: Espectro lH-NMR (80 MHz, d-DMSQO) de la substancia P.
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Q) Estructura de la substancia Q.

La substancia Q ha sido aislada del extracto etéreo e iden-
tificada como la 5,3',4'-(OH)3-7~OMe—flavona o 7-0-Me-luteolina, a

partir de los siguientes datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.
- Espectroscopia UV-visible: figura IV-59

- Especrometria de masas (EI-MS): figura IV-60

Substancia Q: 5,3',4'-(0H);-7-0Me-flavona
(7-0-Me-luteolina)
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FIGURA IV- 59: Espectros UV-visible ‘\ I o I
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FIGURA 1V-60: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia Q.
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R) Estructura de la substancia R.

El compuesto R ha sido aislado, también, del extracto etéreo.
En base a sus datos analiticos se ha identificado como la 5,7,3',4'-

(OH)4-flavona o luteolina:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

'

Espectroscopia UV-visible: figura IV-62.

i

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-63.

Espectroscopia 1H—NMR: figura IV-61.

Substancia R: 5,7,3',4’-(OH)4-
flavona (luteolina).
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FIGURA IV-61: Espectro lH»NMR (80 MHz, d-DMSO) de la substancia R.
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FIGURA IV-62: Espectros UV-visible T 11T il RREE
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S) Estructura de la substancia S.

La substancia S ha sido aislada del extracto etéreo e iden-
tificada como la 3,5,7,3',4'-(0H)5-flavanona o~“taxifolina a par-

tir de los siguientes datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

- Espectroscopia UV-visible: figura IV-65.

- Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-66.
- Espectroscopia LR figura IV-64.

OH Substancia S: 3,5,7,3‘,4‘-(0H)5-
flavanona (taxifolina).

H, 0Pt >3 DMSO

H-8, H-6

H-5°
f j S0 | H-3 S
-«MM W

s
L

9 8 7 6 5 4 3 2 "y iw‘ppm

FIGURA 1IV-64: Espectro lH-NMR {80 MHz, d-DMSQ) de la substancia S.
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FIGURA IV-65: Espectros UV-visible

de la substancia S.
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FIGURA 1IV-66: Espectro EI-MS y fragmentacion de la
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T) Estructura de la substancia 1.

La substancia T ha sido aislada, también, del extracto etéreo
e identificada en base a sus datos analiticos como la 5,6,7,3',4'-
(OH)S-flavona 0 6-0H-luteolina:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-7.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-68.

Espectrometria de masas (EI-MS): figura IV-69.

Espectroscopia lH—NMR: figura IV-67.

Substancia T: 5,6,7,3',4'-(0H)5-
flavona (6-0OH-luteolina).

9 8 7 6 5 4 3 2 1 O ppm

FIGURA IV-67: Espectro lH-NMR (80 MHz, d-Me,C0) de la substancia T.
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‘MeOH

FIGURA IV-68: Espectros UV-visible

de la substancia T.
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FIGURA 1V-69: Espectro EI-MS y fragmentacion de la substancia T.
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U) Estructura de la substancia U.

La substancia U ha sido aislada a partir del extracto "aceta-

to de etiloc + butanol”.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico; tabla IV-8.

Espectroscopia UV-visible: figura IV-72.
Espectrometria FAB-MS: figura IV-73.

Espectroscopia Ly N figura IV-70.
13C—NMR: figura IV-71.

Espectroscopia

El comportamiento cromatografico de la substancia U,

corresponde al de un heterdsido polar.

El estudio de U por espectroscopia UV-visible indica
que se trata de un 5,7-(0H).-flavonoide (AAI en AlCl,+HCl respecto
al MeOH de 52 nm y AXII en NaOAc respecto al MeOH de 9 nm) mono-
substituido en el anillo B (banda II en MeQOH no desdoblada) por un
hidroxilo libre en 4' (AXI en NaOMe respecto a MeOH de 67 nm). Ello
sugiere una estructura tipo C-heterdsido, confirmada por la

no liberacién de aglicon tras hidrolisis de U.

El peso molecular de 594 ((M-H)  a m/z 593) observado en el
FAB-MS apunta hacia una apigenina di-C-glicosilada, en la que los

dos azucares son dos hexosas.

El espectro de lH~-NMR corrobora la ausencia de protones en 6
y 8. En él1 se aprecia el proton H-3 (6,7 ppm), un anillo B p-di-
substituido, y doce protones osidicos (entre 3,5 y 5 ppm, aproxi-

madamente).

La identificacion de los azucares en los C-heterdsidos se
realiza a partir del espectro lBC-NMR. En efecto, en el caso de U,
éste muestra las sefiales correspondientes a dos moléculas de glu-
cosa unidas directamente a los carbonos 6 y 8 del flavonoide, los

cuales aparecen desplazados a 108 y 105,2 ppm, respectivamente.
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Todo ello confirma que la substancia U es la 6,8-di-C-gluco-

sil-apigenina o vicenina-2.

Substancia U: 6,8-di-C-glucosil-apigenina
(vicenina-2).

< DMSO

B 12 u 1 9 8 7 6 S 4 3 2 1 ° pom

FIGURA 1IV-70: Espectro lH~NMR (80 MHz, d-DMSO) de la substancia U.
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FIGURA IV-72: Espectros UV-visible
de la substancia U.
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FIGURA IV-73: FAB-MS de iones negativos de la substancia U.

- 148 -




V) Estructura de la substancia V.

La substancia V ha sido aislada del extracto "acetato de eti-

lo + butanol".

Datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla IV-8 (heterdsido) y tabla
IV-9 (aglicon).

-- Espectroscopia UV-visible: figura IV-78 (heterosido) y figura
: IV-79 (aglicon).

- Espectroscopia Ly NR: figura IV-74

- Espectroscopia L2C-NMR: figura IV-75

- Espectrometria FAB-MS: figura IV-77

- Thermospray: figura IV-76

El aglicén liberado por la hidrdlisis de la substancia V es
la luteolina, lo que se deduce tanto de sus caracteristicas

cromatograficas como espectroscopicas UV-visible.

El estudio por espectroscopia UV-visible de V revela la
existencia de una cadena osidica unida al hidroxilo de la posicidn
7. Sin embargo; después de hidrélisis de V durante 2 h con
HC1 2N aq., no se detecta ningin azlicar por cromatografia en capa
fina. Teniendo en cuenta, también, el elevado Rf de este heterosi-
do en capa fiha de celulosa eluida con H,0, posiblemente se

trate de un glucurédnido.

Efectivamente, tras hidrolisis con HCl 2N ag. durante 1 h,
el andlisis del hidrolizado sefiala la existencia de acido glucuro-
nico.

13

Los espectros de lH-NMR, C-NMR, FAB-MS y Thermospray confir-

man que la substancia V es la 7-0-glucuronil-luteolina.

6" s

COOH 0 4+ OH

Substancia V: 7-0-glu-
curonil-luteolina.

HO
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FIGURA 1IV-75: Espectro ~“C-NMR (20,14 MHz, d-DMSO) de la substancia V.
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FIGURA 1IV-76: Thermospray-MS'-de iones positivos de la substancia V.
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FIGURA IV-77: FAB-MS de iones negativos de la substancia V.

- 151 -



FIGURA 1IV-78: Espectros UV-visible s RZ , T L
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W) Estructura de la substancia W.

El compuesto W se ha aislado, también, del extracto "acetato

de etilo + butanol".

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla 1IV-8 (heterdsido) vy
tabla IV-9 (aglicon).

-Espectroscopia UV-visible: figura IV-83 (heterdsido) y figura
IV-84 (aglicon).

Espectroscopia L NMR: figura IV-80.

Espectroscopia 130 nmR: figura IV-81.

Espectrometria FAB-MS: figura IV-82.

1

El andlisis cromatografico y espectroscopico de W y sus pro-
ductos de hidrolisis permite concluir que su estructura es

la de la 7-0-glucosil-luteolina.

Substancia W: 7-0-glucosil-luteolina.
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FIGURA IV-80: Espectro lH—NMR (80 MHz, d-DMSO) de la substancia W.
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FIGURA 1IV-81: Espectro 3C—NMR (20,14 MHz, d-DMSQ) de la substancia W.
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FIGURA IV-82: FAB-MS de iones negativos de la substancia W.
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X) Estructura de la substancia X.

La substancia X ha sido aislada del extracto "acetato de

etilo + butanol”.

Datos analiticos:

Comportamiento cromatografico: tabla IV-8 (heterosido) y tabla
IV-9 (aglican).

Espectroscopia UV-visible: figura IV-87 (heterdsido) y figura
1v-88 (aglicon).

Espectroscopia Ly R figura IV-85S.
L3c_\MR: figura Iv-86.

Espectroscopia

El aglicon liberado por hidrolisis de X es la luteolina,
identificada por sus caracteristicas cromatograficas y espectros-

copicas UV-visible.

El estudio de X por espectroscopia UV-visible indica
la presencia de una cadena osidica unida al hidroxilo de la

posicion 7.

El espectro de lH-NMR revela la existencia de dos azdcares
(H-1" y H-1"" a 5,1 y 5,3 ppm) y un grupo acetilo (CH,CO- a 1,8
ppm) en la molécula del heterdsido.

Este hecho queda confirmado por el espectro 13C—NMR en

el que se observan, por un lado, las seflales debidas a los dos
C del grupo acetilo (169,90 y 20,24 ppm) y, por otro, las corres-
pondientes a los azlGcares, de los cuales s6lo ha podido ser

identificado uno, como xilosa.

OH
XILOSA
AZUCAR} - Q OH
ACETILO

i

Substancia X: Diglicosido acetilado de luteolina.
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FIGURA 1IV-85: Espectro lH—NMR (80 MHz, d-DMSO) de la substancia X.
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FIGURA IV-86:
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FIGURA IV-87: Espectros UV-visible
de la substancia X.
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FIGURA IV-88: Espectros UV-visible del \ TPV VRV T L
aglicon de la substan- IR S I I S R
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Y) Estructura de la substancia Y.

La substancia Y ha sido aislada del extracto "acetato de

etilo + butanol".

Datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla IV-8 (heterdsido) y tabla
IV-9 (aglicon).

- Espectroscopia UvV-visible: figura IV-89 (heterdsido) y figura
Iv-90 (aglicén).

La hidrolisis de Y proporciona luteolina, identificada por
sus caracteristicas cromatograficas y por espectroscopia UV-visi-
ble, y un azicar cuyo analisis por cromatografia en capa fina per-

mite afirmar que se trata de la allosa.

El estudio de Y por espectroscopia UV-visible indica
que corresponde a una estructura tipo luteolina substituida
en la posicion 3' ( AXI en NaOMe respecto a MeOH de 49 nm, vy
ausencia de AAI en NaOAc+H,;B0, respecto a MeOH).

La substancia Y es, por tanto, la 3'-0-allosil-luteolina.

Substancia Y: 3'-0-allosil-luteolina.
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Z) Estructura de la substancia Z.

La substancia 7 ha sido aislada del extracto "acetato de eti-

lo + butanol".

Datos analiticos:

- Comportamiento cromatografico: tabla IV-8 (heterdsido) y tabla
IV-9 (aglicdn).

- Espectroscopia UV-visible: figura IV-92 (heterodsido) y figura
IV-93 (aglicon).

- Espectroscopia Ly MR: figura Iv-91.

El analisis cromatografico y espectroscopico de los produc-
tos de hidrdlisis de Z indica que se trata de una xilosil-luteoli-

na.

El espectro UV-visible de Z muestra una estructura tipo lu-
teolina substituida en la posicidon 7 (ausencia de AAII en NaOAc

respecto a MeOH), hecho que corrobora el espectro lH—NMR.

La substancia Z resulta ser, por tanto, la 7-0-xilosil-luteo-

lina.

Substancia Z: 7-0-xilosil-luteolina.

- 167 -



< DMSO

H,0 + resto de
protones os{dicos.

\/

4
~
o
o
4
©
»
-
-

n 10 9

FIGURA IV-91: Espectro lH—NMR (80 MHz, d-DMSO) de la substancia Z.
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IV.3.- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA COMPOSICION POLIFENOLICA DE
ESPECIES DE THYMUS L.

IV.3.1.- INTRODUCCION.

En el presente capitulo se realiza un analisis comparativo por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y diversos siste-
mas de cromatografia en capa fina (TLC) de la composicion de

aglicones flavénicos de diversos taxones del género Thymus.

Los extractos de las hojas, una vez purificados, se analizan
cromatogréficamente frente a substancias patron cuya estructura y
procedencia se resumen en la tabla IV-10. No se han podido incluir
entre ellas la pilloina, sorbifolina, 7-0-Me-luteolina, 6~0H-1u-
teolina y timusina (substancias aisladas .de Thymus moroderi) debi-
do, ya sea a la pequeila cantidad en que han sido aisladas, ya a la
degradacion sufrida durante el proceso de determinacidén de su es-

tructura.

Se ha podido disponer, en cambio, de acido rosmarinico y aci-
do caféico patrones que, por encontrarse ampliamente repartidos en-
tre la familia Labiatae, se han incluido también en el estudio

comparativo.

IV.3.2.- OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS EXTRACTOS.

. Los extractos han sido obtenidos a partir de 10 g de hojas
desecadas, segin la pauta de la figura IV-94 [CANIGUERAL, 1986].
Fundamentalmente, consiste en efectuar una extraccion hidrometanod-
lica, eliminar el MeOH y fraccionar la solucidon acuosa restante

con éter de petroleo y éter etilico.

El éter de petroleo extrae los aglicones flavonicos mas apola-
res, sobre todo 8-OMe-cirsilineol, 5-desmetilnobiletina, salvigeni-
nay 5-(0H)-7,4'-(0OMe),-flavona.
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A) Flavonas y flavonoles. R
&
R, Ry
RG
OH O
Ry Re - Ry Ry Ry L Nomsbre trivial Procedencia
1 -H -H -OH <H ~0H -0H luteolina 1
2 ~OH -H -0H -H -H -DH kempferol 1
3 ~H -H -0OH -H -H -04 apigenina 1
4 ~H ~H -0H -H —t)CH3 ~On crisoerjol 2
5 -H -H <OH ~H ~H -OC‘HJ diosmetina 3
6 -H -0(:?43 ~ocx3 ~om3 ~O4 -0 sideritoflavona 1
7 -4 -0CH; -()(:H3 -H -H ~0H cirsimaritina 4
8 ~H ~H -0013 ‘OCH3 ~H -0t 5,'6'-(0")2—7,8-(040)2- 1
flavona
9 ~H -0(.‘H3 -OCM3 ~H ‘OCH3 ~0H cirsilineol 1
10, -H -OCN3 -00’3 ~0€ﬂ3 ~H -0 xantomicrol 1
11 -H —()CM3 -OCH’ -OC!‘I3 -ocu3 ~OH 8-0OMe-cirsilineol 1
JRY: -H -4 -OH - -H -0cH, acacetina 3
13 -H - ~0CH, M -H ~OH genkwanina 1
14 ~H ) -()CR3 -()Cﬂ3 -0{'.'!"13 'OCﬂ3 -OCI"!3 S-desmetilnobiletina 1
15 -H -(ZK',‘!»(3 -()Cﬂ3 -H -H ~0C1’|3 salvigenina 4
16 -H -H -0(31'13 «H ~-H oOCHs 4'-0-metilgenkwanina 5
8) Flavanonas y dihidroflavonoles. Re
R, Rz
. Rs
oH O
R Y -0H -H - ~OH -H «~OH «~0H taxifoilna 1
18 -0H -H <OH -H -H «OH _ dihidrokempferol 1
19 -H -H -0OH -H ~OH -0 erjodictiol 1
20 -H -H -0H -H -H ~OH naringenina 1 1
21 -H -0CH, -0CH, -0CH, -H <08 S.k'-(OH)z-sﬁ.B-(Me))- 1
flavanona
22 ~H -H -ocn3 -H -H «OH sakuranetina 1
C) Acidos fencles. 5
& OH
23 TOH - ac. caféico 6
2
FIN ic. rosmarinico 4

TABLA IV-10: Estructura y procedencia de las substancias utilizadas

en el estudio comparativo de especies de Thymus. 1l: Ais-
lado de la muestra n?3 (Thymus moroderi). 2: Dr. Wagner
(Munich). 3: Sarsyntex . 4: Aislado de Salvia lavandulifo-
1ia subsp. lavandulifolia [CANIGUERAL, 1986]. 5: Aislado de
Salvia verbenaca [CARIGUERAL, 1982]. 6: Fluka"
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- 4x150 ml eter etilico

Fase etérea

- Dividir en 2 partes
iguales

Fase acuosa

Ho}as desecadas y trituradas
10 g

- 3x200 ml MeOH 70%aq., 10 min
cada vez con agitacidn.

Extracto hidrometandlico

- Filtrar (papel).

- Evaporar el MeOH.
Extracto acuoso

- 2x75 ml éter de petréleo 40-602.

Fase "éter de petrdleo”

- - Desecar con Na

SO,
anhidro. 4

2

Fase acuosa

(descartada) - Filtrar y concentrar

Extracto "éter de petrdleo"”

- Disolver en aprox. 1

Fase etérea 1

- 0ml NaHCO3

Fase acuosa
(descartada)

- Lavar 2 ¢ mas veces
con 35 ml de H,0 des-
tilada hasta pH neu-

tro.

Fase etérea

-~ Desecar con NazSO
anhidro. 4

Extracto etéreo I

Fase etérea

Fase acuosa
(descartada)

F : 1
ase eterea 1 ml MeOH 90%aq.

- Filtrar por un cartu-
cho de fase inversa
C-18 (Sep-pack de Wa-
ters ) pasandobtml
mas de MeOH Xfaq.

- Desecar con NaZSOQ
anhidro.

- Concentrar a residuo
seco.

Extracto "éter de petréleo"
purificado

- Filtrar y concen-
trar a residuo se-
co.

- Disolver con Me(H has-
ta una concentracion
de aprox. 20 mg/ml.

! Extracto EP !

Extracto etéreo 1I

¥

;““’

@

btmé untvererrar 35 BARCELONA

b

Ceatre de ftzcursca per 9 'Apresestaipe

«+——Disolver en aprox. 1 ml de e
MeOH 90%aq.

@—Filtrar por un cartucho de ==—we
fase reversa C-18 (Sep-pack,
Waters) pasando 3 ml mas de
MeOH 90%aq.

«a— Concentrar a residuo seco.—w—mi=

Extracto etéreo I Extracto

purificado

«— Disolver con MeOH hasta una —wae
concentracion aprox. de 20
mg/ml.

i Extracto EE-I!

etereo II
purificado

l Extracto EE-II X

FIGURA IV-94: Obtencion y purificacidén de extractos para el anali-
sis comparativo de tomillos.
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El extracto etéreo, a su vez, se divide en dos partes ali-
cuotas, una de las cuales se trata con bicarbonato sodico que ioni-
za las substancias acidas (por ejemplo, acidos fenoles) que
podrian interferir en los analisis por TLC y permite eliminarlas de
la fase etérea. Ademds, en los analisis por HPLC, la disminucion de
intensidad o eliminacion de un pico en el cromatograma del extracto
tratado con NaHCO,, respecto al del no tratado, revela el caracter
acido del mismo, siendo de gran ufilidad para la interpretacion

de los analisis.

Tanto el extracto "éter de petroleo" (extracto EP) como los
extractos etéreos (extracto EE-I y EE-II), se purifican por
filtracion a través de un cartucho de fase inversa C-18 , que
retiene gran parte de clorofilas y substancias apolares que

dificultarian el analisis.

IV.3.3.- ANALISIS DE LOS EXTRACTOS.

Los extractos se han analizado por cromatografia en capa finay

cromatografia liquida de alta resoluciodn.

Los sistemas empleados en cromatografia en capa fina han sido

los siguientes:

CL-2 = TLC Celulosa/AcOH 30% aq.

CL-3 = TLC Celulosa/AcOH 15% aq.

S$-2 = TLC Silicagel/CH,CL,:AcOH:H,0 (2:1:1) fase inferior
S$-3 = TLC Silicagel/CHCl,:MeOH (93:7)

El sistema CL-3 resulta especialmente Util para la deteccion
de flavanonas y dihidroflavonoles, ya que en este sistema las fla-
vonas y flavonoles apenas se desplazan (Rfs aproximadamente iguales

a cero).

De cada extracto (EP, EE-I y EE-II) se han realizado tres
siembras contiguas con distintos volimenes (10 a lOO/Al, aproximada-

mente). Paralelamente a los extractos, se han sembrado en cada
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placa las substancias patron. Una vez eluidas, las placas se han
observado a la luz UV de 366 nm, antes y después de revelar con
NH; y AICl; é H,0 al é% en MeOH. En la tabla IV-11 se muestran
las caracteristicas cromatograficas (Rfs y revelado) de los

compuestos utilizados.

i REVELADO Rf X 100 TLC HPLC
UVIesnm  NH, /S0 1 AL, /Sec  CL-2 QL3 S-2 S-3 tr(min)
1 luteolina . w A A 18 - 11 12 15,8
2 kempferol A A AB 20 - 28 22 19,30
3 apigenina Vo AO A 28 - 24 26 20,41
4 crisoeriol Vo A0 A 22 - 47 32 20,80
5 diosmetina Yo Vo A 24 - 46 37 21,30
6 sideritoflavona Vo Vo Vo 37 - 38 24 22,10
7 cirsimaritina vo Vo vo 47 - 63 42 22,87
8 5,4’-(0H)2-7,8-(0Me)2- Vo vo NG 46 - 63 42 22,87
flavona
9 cirsilineol N Vo MO NG 42 - 89 56 23,78
10 xantomicrol Cvo vo NG 49 - &7 47 2,17
11 8-MeD-cirsilineol Vo MO NG 44 - 92 57 24,60
12 acacetina vo vo A 29 - 70. 50 25,21
13  genkwanina V0 A A 29 - 70 46 25,28
14 5-desmetilnobiletina Vo Vo Vo 49 - 920 74' 26,57
15 salvigenina vo Vo Vo b4 - 91 71 26,85
16 & '-O-metilgen;manina vo vo A 23 - 26 72 28,73
17 taxifolina . PO AQ A 71 50 5 7 3,15
18 dihidrokempferol PO AD A 74 52 19 18 5,00
19 eriodictiol . PO vo ACF 61 28 14 10 7,86
20 naringenina PO Vo ACF 66 30 36 30 12,66
21 5,4'-(0H)2—6,7,8~(0Me)3- PO PO vo 85 53 80 51 19,14
flavanona
22 sakuranetina PO ACF ACF 60 21 84 51 21,96
23 dcido caféico AF ACF AF 66 42 34 ] 2,30
2% dcido rosmar{nico AF ACF ALF 76 46 0 0 6,27

TABLA IV-11: Caracteristicas cromatograficas de las substancias patrén.
A: Amarillo. AB: Amarillo brillante. ACF: Amarillo claro.
fluorescente. ALF: Azul-lila fluorescente. AO: Amarillo os-
curo. MO: Marron oscuro. NG: Negro. PO: Pardo oscuro. VO: vio-
laceo oscuro. Para los sistemas de TLC y condiciones de
HPLC, ver texto.
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Las condiciones de lso andlisis realizados por HPLC han sido

las siguientes:

- Columna: 250 x 4,6 mm, rellena de Spherisorb 0DS-2 (fase inversa
tipo C-18) de 5pm.
- Eluyente: Bomba A: MeOH
Bomba B: AcOH 5% en H.0
- Elucion: Temperatura: 402C.
Flujo: 2,4 ml/min.
Presion de trabajo: entre 3.700 psi (inicial) y
' 1.700 psi (final).
= 0-8 min 30%A, isocratica.
= 8-9 min, gradiente de 9%A/min.
= 9-15 min, isocrdtica (39%A).
= 15-16 min, gradiente de 9%A/min.
= 16-17 min, isocratica (48%A).
= 17-17,5 min, gradiente de 9%A/min.
= 17,5-19 min, isocratica (52,5%A).
19-19,5 min, gradiente de 9%A/min.
= 19,5-20,5 min, isocrdtica (57%A).
= 20,5-21,5 min, gradiente de 9%A/min.
= 21,5-23 min, isocratica (66%A).
= 23-24% min, gradiente de 9%A/min.
= 24-25 min, isocratica (75%A).

ct t et o ot ¢t ot t t o+ ot + ot
i

= 25 min, gradiente de 9%A/min hasta llegar a 99%A
(aproximadamente, a los 27,6 min), momento en el
que se mantiene la elucion isocratica hasta el fi-
nal del cromatograma.

Duracion: 32 min.
- Deteccion: 286 nm y 340 nm (extracto EE-I) y 340 nm (extractos
EE-ITI y EP).

- Volumen inyectado: 6 ul (extracto EP) y 3'“,ﬂl (extractos EE-I y

EE-II). Las muestras han sido previamente fil-

tradas a través de filtros Millipore de 0,45 m

de diametro de poro.
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Los tiempos de retencidn (tr) de las substancias patron en las
condiciones analiticas descritas se indican en la tabla IV-11. En
la figura IV-95 se muestran los cromatogramas de las substancias
patron a 340 y 286 nm y la composicion del eluyente durante el -
analisis.
| Las flavanonas y dihidroflavonoles apenas absorben a 340
nm, por lo que su deteccién a esta longitud de onda resulta
dificil. En cambio, presentan una absorcion intensa a longitudes
de onda comprendidas entre 270 y 295 nm, razon por la cual los ex-
tractos EE-I se han analizado dos veces: la primera efectuando la
deteccion a 340 nm y la segunda a 286 nm. De este modo, en los cro-
matogramas obtenidos a 286 nm los picos correspondientes a flavano-
nas y dihidroflavonoles aumentan notablemente de intensidad respec-
to a los realizados a 340 nm, pudiendo distinguirse facilmente del ‘

resto de flavonoides.

En la figura IV-96 se muestran los cromatogramas correspon-
dientes a los tres extractos analizados de Thymus aestivus en
los que se observa la desaparicion casi total de los acidos caféico
y rosmarinico en el extracto EE-I (tratado con NaHCO,) respecto al
extracto EE-1I, y el aumento de intensidad de los picos correspon-
dientes a flavanonas y dihidroflavonoles en el cromatograma del ex-
tracto EE-I a 286 nm respecto al obtenido a 340 nm.

IV.3.4.- RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en los analisis de los taxones rela-
cionados en la tabla III-1 (ver capitulo III) se resumen en
la tabla Iv-12.

La abundancia de cada substancia en los taxones investigados,
considerada segin el area del pico correspondiente en el analisis
por HPLC y segin la intensidad de la fluorescencia de la mancha ob-
servada por TLC, se indica con un nimero de cruces comprendido en-
tre 1 y 5.
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TABLA IV-12: Resultados del estudio comparativo de la composicion polifendlica de tdxones del género Thymus L.

Lut.:Luteolina. Kem.: Kempferol. Api.: Apigenina. Cri: Crisoeriol. Dio: Diosmetina. Sid.: Sideri-
toflavona. Csm.: Cirsimaritina. 8Me0G: 8-OMe-genkwanina. Csl.: Cirsilineol. Xan.: Xantomicrol.
MCs.: 8-OMe-cirsilineol. Aca: Acacetina. Gen.: Genkwanina. 5DN: 5-desmetilnobiletina. Sal.: Salvi-
genina. MeG: 4'-OMe-genkwanina. Tax.: Taxifolina. Dik.: Dihidrokempferol. Eri.: eriodictiol. Nar.:
Naringenina. DiX: Dihidroxantomicrol. Sak.: Sakuranetina. Caf.: Ac. caféico. Ros.: Ac. rosmarini-
co. -: no detectado; + a +++++: detectado en cantidades de menor a mayor. (*): Ver texto.
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El kempferol, aislado de las hojas de Thymus moroderi e in-
cluido en el analisis comparativo, no ha podido ser detectado ni
por TLC ni por HPLC (eluye al mismo tiempo que lav5,4'-(0H)z-6,7,8—(on.)3
flavanona) en ninguno de los taxones estudiados, incluyendo Thymus

moroderi.

La cirsimaritina y la 5,4'—(0Hb -7,8-(0Me)2—flavona (o 8-0Me-
genkwanina) tienen los mismos Rf y tr, por lo que en el screening

cromatografico no se han podido diferenciar.
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Capitulo V

INVESTIGACION DE LOS ACEITES ESEMCIALES

1. Metodofogia experimental.

2. Estudio cualitativo y cuantitativo de Los acel-
tes esenciales de divernsas especies de Thymus L.






V.1l.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

V.1.1.- INTRODUCCION.

l.os aceites esenciales, o esencias, son productos aromaticos
volatiles que se encuentran en los vegetales. Estan constituidos
por mezclas de compuestos, mas o menos numerosos, generalmente

liquidos.

Se encuentran repartidos por todo el reino vegetal, tanto en
plantas inferiores (algas rojas y marrones, algunos hongos y hele-
chos, y hepaticas) como en plantas superiores (coniferas y angios-
permas), siendo particularmente abundantes en determinadas familias
como: Rutaceae, Labiatae, Umbelliferae, Lauraceae, Myrtaceae, Com-

positae, entre otras.

Todos los 6rganos del vegetal pueden contener aceites esencia-
les, pero se localizan sobre todo en las sumidades floridas. En
una misma especie, la composicion cualitativa y cuantitativa de la
esencia puede variar segun el organo considerado, las condiciones
ambientales en que se haya desarrollado y su dotacion genética par-
ticular responsable de la existencia de razas quimicas o quimioti-

pos.

Los aceites esenciales se encuentran, en general, en d6rganos
secretores, ya sean pelos, glandulas secretoras de origen esquizo-
geno o esquizolisigeno, o bien canales secretores, que en la
mayoria de los casos son también los principales puntos de biosinte-
sis [CROTEAU, 1986].

Los principales componentes de los aceites esenciales son de
origen terpénico, y tienen importancia tanto en perfumeria como en
industria farmacéutica y alimentaria. Otros constituyentes minori-
tarios incluyen compuestos alifaticos y aromaticos, nitrogenadosy
azufrados (isotiocianatos y sulfuros) [HARBORNE & TURNER, 1984].
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En la tabla V-1 se muestran los tipos de compuestos mas impor-
tantes de los aceites esenciales indicando, también, el tipo
de aroma que les confieren, los principales drganos del vegetal

donde se localizan y su distribucidn entre las plantas superiores.

LOCALIZACION
TIPO DE COMPUESTO OLOR EN EL VEGETAL DISTRIBUCION
Monoterpeneos y En general, fragante; Especgalmente hojas, La mayoria de gimnosper-
sesquiterpenos puede ser picante. tambien frutos, flo- mas; muchas familias de
res y raices. angiospermas.
Alifaticos Dulce y afrutado; pue- Flores y frutos. Extendidos, sobre todo en
de ser desagradable. ) Orchidaceae y Magnoliaceae.
Aromaticos Generalmente, agrada- flores y frutos; tam Extendidos, en particular
dable. bién hojas. en Orchidaceae y Umbelli-
ferae.
Nitrogenados Fétido, a pescado, Flores; también hojas. Restringidos; sobre todo
fecal. en Araceae.
Isotiocianatos Acre. Todos los organos. Restringidos; especialmen-
te en Cruciferae.
Sulfuros Desagradable. Bulbos, hojas. Restringidos; particular-

mente, en Alliaceae.

TABLA V-1: Principales tipos de compuestos de los aceites esenciales
en las plantas superiores [HARBORNE & TURNER, 1984].

Los compuestos terpénicos presentes en los aceites esenciales
suelen ser mondterpenos y sesquiterpenos, de 10 y 15 atomos
de carbono respectivamente, los cuales difieren en la volatilidad
y puntos de ebullicion. Los monoterpenos suelen tener puntos
de ebullicion entre los 140 y 180°C, mientras que en el caso de los

sesquiterpenos es de 2002C o superior.

. 3

Los monoterpenos pueden dividirse en tres grupos, segin’
sean aciclicos, monociclicos o biciclicos. Cada uno de ellos inclu-
ye tanto hidrocarburos insaturados como compuestos con grupos fun-
cionales, especialmente alcoholes, éteres, aldehidos, cetonas y

ésteres.

Los sesquiterpenos, por su parte, pueden ser aciclicos, mono-
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ciclicos, biciclicos o triciclicos, ya sean hidrocarburos o sus de-

rivados oxigenados, sobre todo alcoholes y epoxidos.

Biosintéticamente, los monoterpenos derivan de la condensacion
de dos unidades de 5 atomos de carbono, procedentes del acido meva-
lonico, que da lugar al pirofosfato deé geranilo, punto de partida
para la formacion de la mayoria de terpenos del vegetal. La adicidn
de una tercera unidad de 5 atomos de carbono da lugar al pirofosfa-
to de farnesilo, que conduce a los sesquiterpenos [WEISSMANN, 1966].
En la figura V-1 se ilustra la formacion de los precursores acicli-

cos de monoterpenos y sesquiterpenos a partir del acido mevaldnico.

' OH
Me*

Acido mevalonico Isopentenil ‘Dimetilalil
pirofosfato pirofosfato pirofosfato
AMYPP IPP DMAPP

N 0PP
OMAPP + [PP —————s
|

Geranil pirofosfato
GPP

GPP + IPP -

Farnesil pirofosfato
FPP

FIGURA V-1: Formacion del pirofosfato de geranilo y pirofosfato de
farnesilo a partir del dcido mevalénico [CROTEAU, 1986].

En diversas ocasiones se han utilizado precursores marcados
con ¢ (Yco,, [l-qu] acetato y [Z-lQQ] mevalonato) [BANTHORPE et
al., 1975; GLEIZES et al., 198Q] para estudiar su papel en la
biosintesis de moterpenos y sesquiterpenos. De este modo, en
Mentha piperita [BATTAILLE & LOOMIS, 1961], se demostré que la
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sintesis de monoterpenos tiene lugar en tejidos jovenes, y que las
transformaciones que posteriormente experimentan (oxidaciones, ...)
se producen en los tejidos mas viejos, lo cual hace pensar que a
medida que las hojas envejecen, los terpenos sufren diversas modi-

ficaciones en su estructura.

Tanto el pirofosfato de geranilo como el pirofosfato de farne-
silo experimentan reacciones de ciclacion, reordenacion intramole-
cular y oxidacion, catalizadas por diversos enzimas (ciclasas, oxi-
dasas, acetilCoA transferasas, ...) que en algunos casos han
podido ser aislados e identificados [CANE et al., 1982; CROTEAU &
KARP, 1977].

Los monoterpenos aromaticos p-cimeno y timol, derivan del
J-terpineno por aromatizacion del mismo [POULOSE & CROTEAU, 1978;
GRANGER et al., 1964 y 1965a] (figura V-2). Otros monoterpenos
aromaticos (carvacrol, p-cimen-8-0l, alcohol cuminico) podrian
derivar también del ¥-terpineno y p-cimeno. Asimismo, los sesqui-
terpenos aromaticos, como el - o p—curcumeno o el cupareno,
parece que derivan de los correspondientes dienos por desaturacion,
hecho todavia no demostrado [CROTEAU, 1986].

OH

¥-terpineno - p-cimeno timol

FIGURA V-2 : Biosintesis del timol a partir del ¥-terpineno

Los cultivos de tejidos y células vegetales, de gran valor en

el estudio de los procesos celulares en las plantas, no han sido de
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gran utilidad para el estudio de la biosintesis de monoterpenos
y sesquiterpenos, principalmente debido a que los terpenos produci-
dos raramente se asemejan, ya sea cualitativa o cuantitativamente,
a los que se acumulan en el vegetal [BERLIN et al., 1984; NABETA
et al., 1983; WEBB et al., 1984]. Algunos autores apuntan hacia la
intervencién de procesos catabolicos que participarian en la
regulacion de los terpenos [FROTEAU, 1986] .

La biosintesis de monoterpenos y sesquiterpenos ha sido
objeto de diversas revisiones, entre las cuales destacan las reali-
zadas por CORDELL (1976), CROTEAU (1980 y 1986), HANSON (1977 y
1984), RUCKER (1973) y SCHREIER (1984). -

Por lo que se refiere al papel de los aceites esenciales en
los vegetales, parece ser que, en la mayoria de casos, es de
tipo ecoldgico. Intervienen en interacciones planta-animal,
ya sea atrayendo a zoopolinizadores y zoodispersores, o bien
actuando como mecanismos de defensa frente a animales fitofagos.
Participan, también, en fendmenos de alelopatia inhibiendo la ger-
minacion y crecimiento de especies competidoras. En ocasiones, pue-
den tener una funcion en la propia planta, por ejemplo reduciendo
la transpiracion cuando hay un exceso de temperatura [CROTEAU, 1986;
HARBORNE & TURNER, 1984].

Son numerosas las drogas que contienen esencias utilizadas en
terapéutica, entre las cuales se encuentran drogas con actividad
antiséptica, empleadas tanto en enfermedades de vias respiratorias
como urinarias, eupéptica y carminativa, estimulante del sistema
nervioso central, estomaquica, antiespasmodica, colerética,
antiinflamatoria, vermifuga, etc... [SCHILCHER, 1984].

La actividad antimicrobiana es la que, con mas frecuencia, se
ha atribuido a los aceites esenciales [BLAZQUEZ, 1986; HOVADIK
& CHLADEK, 1974; KOWAL & KRUPINSKA, 1979; PELLECUER et al.,
1980; PIZSOLITTO et al., 1972; ROSS et al., 1980; SIMEON DE BOUCH-
BERG et al., 1976], razon por la cual se han llevado a cabo

diversas investigaciones sobre el mecanismo de accion [kNOBLOCH et
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al., 1986a, 1986b vy l9860] y se han desarrollado técnicas de
screening de la actividad antimicrobiana de los mismos [SANSEN et
al., 1986; PIZSOLITTO et al., 1975]. Parece ser que la actividad
depende tanto del caracter lipofilo de los componentes como
de los grupos funcionales que interfieren con los enzimas, encon-
trandose entre los terpenos mas activos los fenoles (timol y carva-

crol), seguidos de aldehidos y cetonas, alcoholes e hidrocarburos.

Por otra parte, los aceites esenciales tienen importancia
como marcadores quimiotaxondémicos [MALINGRE, 1981; TETENYI, 1986].
En comparacion con otros metabolitos secundarios, las esencias pre-
sentan mayor variabilidad infraespecifica, como lo demuestra el
hecho de haber sido detectados quimiotipos en las especies de
casi todos los géneros estudiados en profundidad. Estas diferencias,
a menudo, se han relacionado con factores geograficos o ecoldgicos;
sin embargo, se ha demostrado que interviene también un control

genético.

Desde un punto de vista taxonomico, el estudio de los aceites
esenciales ha contribuido a definir especies, detectar la presen-
cia de razas geograficas y confirmar los limites entre distintos
géneros y tribus [HARBORNE & TURNER, 1984; SMITH, 1'976].

V.1.2.- EXTRACCION.

En la actualidad existen diversos métodos para extraer los
aceites esenciales [JENNINGS, 198Q], algunos de los cuales se indi- .
can en la tabla V-2.

El método ideal seria aquél que extrajera totalmente la
esencia, de forma cuantitativa, y no produjera variaciones en su
composicion cualitativa. No obstante, a pesar del progreso técnico
experimentado en los Ultimos afios, este objetivo no es facil
de conseguir, dada la diversidad de los componentes que constituyen

los aceites esenciales y el hecho de que se encuentren en el vege-
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tal en cantidades muy pequefias.

DESTILACION EXTRACCION 0TROS

Destilacidn flash Extraccion por solventes Arrastre por gas
- Presién atmosferica - Destilacidon-extraccién - Sistema abierto
- Presion reducida simultaneas - Sistema cerrado
- Combinacion

Destilacion en corriente de vapor Extraceion con CO, Adsorcion
- Presion atmosférica - Extraccion con CO, en - Carbon

condiciones supercriti-

- Poli{mero poroso
cas.

- Presién reducida

Destilacién al vacio - Silicagel y otros

- Degasificacién al vacio

- Destilacion fraccionada Concentracidn por

- Sublimacion a alto vacfo congelacton

- Detsilacién molecular . Liofilizacion
Destilacion con CO, Fusion por zonas

TABLA V-2: Métodos para el aislamiento y concentracidn de aceites
esenciales [SCHREIER, 1984].

Los criterios a tener en cuenta para la seleccion de un método
de extraccién son, principalmente, volatilidad y punto de ebulli-
. cion de los componentes, polaridad, estabilidad a temperaturas
elevadas, influencia del oxigeno, concentracion en que se encuen-
tran, objetivo del andlisis (ya sea cualitativo o cuantitativo),
distribucion del aceite esencial en el producto a extraer, estado
fisico del mismo (sdlido, lfquido acuoso, grasa o aceite) y compo-
sicién total del producto [BEMELMANS, 1981].

La destilacion es el método mas ampliamente utilizado para la
obtencidon de los aceites esenciales. Presenta la ventaja sobre
otras técnicas, como por ejemplo la extraccidn con solventes, de no
arrastrar substancias no volatiles; sin embargo, suelen obtenerse
soluciones acuosas diluidas de las qué deben separarse los aceites
esenciales. Es por esta razon que, a menudo, la destilacidn
se combina con otras técnicas como extraccion, adsorcion o congela-

cion. Por otra parte, las condiciones en que se efectua (pH del
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medio, temperatura y duracidon de la misma) influyen notablemente
en la composicion final de la esencia [KOEDAM & LOOMAN, 1980; KOE-
DAM et al., l9800]. En diversas ocasiones se ha comparado el
rendimiento obtenido por destilacion y por extraccidn con solventes
organicos [KOEDAM, 1981; KOEDAM et al., 1979a, 1979b, 1980a, 1980b
y 1980c; TASKINEN, 1974] llegando a la conclusidn de que esta Glti-
ma es mas efectiva; no obstante, debe vigilarse el empleo de sol-
ventes alcohdlicos que pueden alterar algunos de los componentes de
la esencia [TASKINEN, 1976].

Se utiliza, también, la extraccion con dioxido de carbono,
tanto liquido como en condiciones supercriticas [CARAGAY, 1981;
MOYLER, 1984; STAHL & GERARD, 1983]. Este disolvente presenta di-
versas ventajas entre las que destacan su bajo coste e inocuidad,
posibilidad de trabajar en frio evitando la formacidn de artefactos,
y su baja tension superficial, baja viscosidad y alta capacidad de
difusion permitiendo una rapida transferencia de masa. Es especial-
mente interesante la posibilidad de acoplar directamente este méto-
do de extraccidn con técnicas analiticas, sobre todo la cromatogra-
fia de gases [WRIGHT et al., 1987].

Otro método de preparacion de la muestra es el denominado
"headspace" (espacio de cabeza) [CALMET, 1986; SCHAEFER, 198la;
SCHREIER, 1984; VUORELA et al., 1986], que puede ser:

- estatico: en €l la muestra se calienta en un recipiente herméti-
camente cerrado en el que hay un gas (helio, por ejemplo) a baja
presion. Pasado un cierto tiempo, los componentes volatiles libe-
rados se introducen directamente en el cromatografo de gases.

- dindmico: en el cual los compuestos volatiles liberados son
concentrados en una trampa, ya sea por medio de absorbentes liqui-
dos, adsorbentes sdlidos o enfriando (métodos criogénicos), pre-

viamente a su entrada al cromatografo.

En el presente trabajo hemos utilizado como técnica extracti-
va la hidrodestilacion, previo ensayo de diferentes métodos de des-

tilacion y solventes organicos colectores. En ella, el material
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vegetal sumergido en agua destilada, se calienta hasta ebullicion.
Los productos volatiles son arrastrades por el vapor generado
hacia un refrigerante donde condensan, y se recogen sobre un disol-
vente organico inmiscible con el agua, que en nuestro caso ha sido
el éter de petroleo 402-602.para analisis. El destilador empleado
ha sido el descrito en la Farmacopea Europea (1975), con matraz re-
dondo de 2.000 mi.

Iv.1.3.- DETERMINACION DEL CONTENIDO EN ESENCIA.

Para determinar el contenido esencia de los taxones estudiados
hemos utilizado el destilador citado en la Farmacopea Europea (1975)
modificado de tal modo que el tubo graduado donde se mide la
cantidad de esencia recogida es de menor didmetro consiguiéndose

asi una mayor precision [ADZET, 1981].

El destilador consta de:
- matraz de fondo redondo de 2000 ml de capacidad, de cuello esmeri-
lado.
- aparato de condensacién, esmerilado en la parte que encaja con

el Matraz, en el cual se distinguen (figura V-3):

a) tubo vertical (AC) de 210-216 mm de diametro interior.

b) tubo (CDE) de 7-8 mm de diametro interior.

c) refrigerante de bolas (FG) de 145-155 mm de longitud vy
8 mm de didmetro en los cuellos intermedios.

d) tapon de ventilacion (K) perforado y abertura (K) de diametro
interior de 7,4-7,6 mm en la parte mas ancha del tubo esmeri-
lado.

e) tubo (GH) de 7-8 mm de diametro interior y 30-40 mm de largo.

f) abultamiento (J) en forma de peonza de 5 ml de capacidad.

g) tubo graduado (JL) de 110-120 mm de longitud y 1 ml de
capacidad.

h) abultamiento en forma de bola (L) de 2 mm de capacidad.
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i) llave de tres vias (M).
j) tubo de comunicacion (BM) provisto de un tubo de seguridad. La
confluencia (B) esta a nivel de 20-25 mm por encima del nivel

superior del tubo graduado.

145-153

145-155

7-8

145-155
]

210-260°

110-~120

L Iml e

FIGURA V-3: Aparato de condensacion del destilador utilizado para
la determinacion del contenido en esencia.

La metodologia seguida ha sido la descrita en la Farmacopea
Europea (1975), partiendo de 10 g de parte aérea de material vege-
tal desecado. La destilacion se ha efectuado con 1.000 ml de

agua destilada y la esencia se ha recogido sobre 0,4 ml de 1,2,3,4-
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tetrametilbenzol (TMB, Ega-CemieR). Este disolvente orgdnico se ca-
racteriza por su insolubilidad en agua y baja volatilidad. La du-

racidn de la destilacion ha sido de 1 h 30 min.

V.1.4.- TECNICAS ANALITICAS.

A) Introduccion.

La separacion de compuestos voldtiles minoritarios se puede
conseguir con relativa facilidad mediante cromatografia de gases de
alta resolucion wutilizando columnas capilares. Sin embardb,
en el caso de mezclas complejas, como son la mayoria de aceites
esenciales de origen vegetal, una sola técnica de separacion puede
no ser suficiente pra proporcionar la maxima informacion sobre los

constituyentes de la muestra.

En la actualidad existen diversos métodos que permiten
efectuar un fraccionamiento de las muestras antes de proceder
a su analisis [SCHREIER, 1984]:

- Separacion en fracciones 4cida, basica y neutra, que suele

llevarse a cabo por extraccion selectiva del destilado y ajuste

de pH. Debe tenerse en cuenta la posible formacion de artefactos.

- Separacidon por tamafio molecular, mediante cromatografia de gel

filtracion utilizando geles de exclusion molecular (SephadexR)
[BRANDAUER & ZIEGLER, 1982].

- Fraccionammiento en clases quimicas por cromatografia liquida en

columna. El método mas empleado utiliza como fase estacionaria
alimina o silicagel, previamente desactivadas con agua para impe-
dir isomerizaciones de los componentes de la muestra, y como elu-
yentes hexano o pentano a los que puede afiadirse éter etilico, o
incluso metanol, en cantidades crecientes [NTEZURUBANZA et al.,
1986; SEIFERT et al., 1968; SCHEFFER & BAERHEIM SVENDSEN, 1975;
SCHEFFER et al., 1976a, 1976b y 1977].

La cromatografia en columna seca evita, también, la apariciodn
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de artefactos. En ella, los componentes del aceite esencial se se-
paran segun su polaridad, empleando silicagel y eluyentes de
bajo punto de ebullicion (pentano o benceno). Una vez efectuado el
fraccionamiento la columna se corta en secciones de las que se ex-
traen los compuestos [KUBECZKA, 1985].

La HPLC se ha utilizado en pocas ocasiones para el fracciona-
miento de los aceites esenciales [JONES et al.,il979; SCHWANBECK
et al., 1982] a pesar de las ventajas que presenta frente a la
cromatografia en capa fina e incluso la cromatografia de gases: los
analisis se realizan en menor tiempo, en ausencia de aire y
a temperatura ambiente evitando fenomenos de degradacion, al mismo
tiempo que la muestra se recupera casi cuantitativamente. En las
revisiones de KUBECKZKA (1985), ROUSSEFF (1985) y SCHAEFER (1981b) ~
se discuten las ventajas e inconvenientes de esta técnica en

el campo de los aceites esenciales.

Otros métodos cromatograficos de pre-separacion de los
aceites esenciales son la cromatografia contra corriente en
gotas (DCCC) [BECKER et al., 1981 y 1982] y la cromatografia contra
corriente locular en rotacion (RLCCC) [HEFENDEHL & KUHNE, 1984].
Esta ultima, debido a que no precisa férmacién de gotas, presenta
mayor flexibilidad permitiendo elegir cualquier sistema de solven-
tes como fases movil y estacionaria. [KUBECZKA, 1985].

- Separacion por derivatizacion de grupos funcionales, generalmente

metilacion o trimetilsililacion, para obtener derivados de volati-
lidad elevada y reducir la adsorcidn irreversible de compuestos po-
lares a la fase estacionaria [VAN STRATEN, 1981].

El analisis de los componentes de los aceites esenciales se
realiza, principalmente, por cromatografia de gases con columnas capi-
lares, ya sea mediante detectores universales, como por ejemplo: de-
tector de ionizacion de llama (FID), detector de conductividad térmi-
ca (TCD) [GUNTHER et al., 1986] y detector de fotoionizacidn, o de-

tectores selectivos. Entre estos uUltimos se encuentran el detector
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fotométrico de llama (FPD), detector de captura de electrones (ECD),
detector de conductividad electrolitica (CECD/HECD), detector de
radioactividad, etc... [BELZ, 1981; GROENEN, 1981].

La espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier
(FTIR) [HERRES et al., 1986; SMITH, 1986] y, especialmente, la es-
pectrometria de masas se utilizan, también, como detectores’
en cromatografia de gases y, en menor grado en cromatografia liqui-
da de alta resolucién [SCHREIER, 1984]. Asimismo, la HPLC puede
acoplarse a la cromatografia de Agases y a la cromatografia de
gases-espectrometria de masas, proporcionando un valioso sistema de
separacion e identificacion, Util en el caso de aceites esenciales
muy complejos [GROB et al., 1984; ROUSEFF, 1985].

La cromatografia en capa fina aplicada al andlisis de los
aceites esenciales ha sido revisada recientemente por DHONT (1981). .
Aunque puede ser (til para sequir separaciones por cromatografia
en columna, el desarrollo de técnicas modernas de cromatografia
de gases ha limitado el campo de aplicaciones de la cromatografia

en capa fina.

Otras técnicas analiticas mas sofisticadas son exclusivamente
espectroscopicas e incluyen tanto técnicas de espectrometria de ma-

sas (MS) como de espectroscopfia de resonancia magnética nuclear
(NMR) .

La introduccion directa de material vegetal desecado a
un espectrometro de masas permite obtener en poco tiempo y sin
riesgo de formacion de artefactos, informacion sobre los principa-

les constituyentes de un aceite esencial [SCHULTZE et al., 1986].

Actualmente, la espectrometria de masas en tandem (MS-MS)
esta adquiriendo importancia en el analisis de aceites esenciales,

ya que permite la separacidon e identificacion de sus componentes
[SCHREIER, 1984].

La lH-NMR no se utiliza en el campo de los aceites esenciales,

principalmente debido a su baja sensibilidad. No obstante, es Util
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para verificar la estructura de un compuesto cuando el espectro de

masas no es suficiente para identificarlo.

Recientemente, FORMACEK & KUBECZKA (1982a y 1982b) demostraron
la posibilidad de determinar cualitativa y cuantitativamente los
principales constituyentes de los aceites esenciales mediante

13C—NMR, sin necesidad de efectuar una separacion preliminar.

En el presente trabajo hemos utilizado como técnicas analiti-
cas la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia de gases aco-
plada a la espectrometria de masas (GC-MS), empleando un cromato-
grafo de gases Hewlett-Packard modelo 5890 y un sistema GC-MS com-
puterizado Hewlett-Packard modelo 5992 B, respectivamente. Cuando
ha sido necesario, hemos efectuado un fraccionamiento preliminar
del aceite esencial por cromatografia en columna de silicagel elu-

yendo con solventes de polaridad creciente.

B) La cromatografia de gases y la espectrometria de masas aplicadas

al estudio de los aceites esenciales.

Columnas capilares.

La cromatografia de gases o cromatografia gas-liquido utiliza
como fase movil un gas, que suele ser nitrogeno, hidrdogeno o helio,
y como fase estacionaria un liquido retenido en un soporte solido
inerte. Se trata de un sistema de particion en el que los componen-
tes de una muestra son separados debido a una serie de equilibrios
de distribucion entre las dos fases, generalmente de distinta mag-
nitud para cada componente, de manera que cada uno de ellos es

eluido a distinta velocidad.

La separacion de los componentes depende tanto de la tempera-
tura , como del tipo de columna (capilar o empaquetada) y fase
estacionaria utilizadas y del flujo de gas portador. A menudo, al
trabajar a temperatura regularmente creciente (temperatura progra-

mada), pueden producirse pérdidas sensibles de la fase estacionaria,
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por lo que debe seleccionarse previamente la temperatura adecuada a
la fase estacionaria que se utiliza para evitar pérdidas, al mismo
tiempo que se consigue una separacion optima [GAVINA MUGICA & TOR-
NER OCHOA, 1974].

En la actualidad, la aparicion de las columnas capilares ha
disminuido notablemente el empleo de columnas empaquetadas,
principalmente debido a su elevada eficacia. Sin embargo, estas ul-
timas aun son de gran utilidad para fraccionar mezclas de compues-
tos volatiles. En este tipo de columnas la fase estacionaria se
encuentra recubriendo, en forma de pelicula, particulas uniformes
de un soporte solido fisica y quimicamente inerte. La difusidn
de las moléculas de la muestra alrededor de las particulas de

soporte retrasa el proceso cromatografico.

Las columnas empaquetadas pueden ser de metal o de vidrio,
y suelen tener longitudes que oscilan entre los 0,5y 6 my un dia-

metro interno de 2 a 4 mm.

Las columnas capilares son de longitud mucho mayor (hasta 200 m)

y diametro interno entre 0,20 y 0,75 mm. Pueden ser de varios

tipos [JENNINGS & DANDENEAU, 1981]:

- WCOT ("Wall-Coated Open Tubular"): en ellas la fase estacionaria
liquida se encuentra depositada directamente sobre las paredes de
la columna.

- PLOT ("Porous Layer Oben Tubular"): en las que la fase estaciona-
ria recubre particulas groseras de un soporte inerte.

- SCOT ("Support-Coated Open Tubular"): en este caso la pared
de la columna se recubre de una mezcla de soporte solido finamen-
te dividido, generalmente alimina o silica, y fase estacionaria

liquida.

En las columnas capilares, la naturaleza del material del tubo
influye mas en la separacion de los componentes de la muestra
y en la posible formacion de artefactos, que en las columnas empa-
quetadas [ETTRE, 1974].
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Por esta razon, las primeras columnas capilares metalicas fue-
ron substituidas por columnas de vidrio [GORETTI et al., 1977].
Estas presentan otro tipo de problemas que derivan de la fragilidad
del vidrio y de la aparicion de volumenes muertos tanto en la

conexion al inyector como al detector.

Actualmente, el empleo de columnas capilares de cuarzo
flexible (o silice fundida) resuelve este tipo de inconvenientes.
Su superficie es inerte ya que esta formada por cuarzo de alta pu-
reza, hecho que permite extender la fase liquida sin que se
produzcan alteraciones de 1la misma, y el tubé capilar es robusto y
flexible, lo cual aumenta la duracion de la columna [BRUNA GARCIA,
1986].

Por lo que se refiere a las fases estacionarias disponibles,
puede emplearse cualquiera de las utilizadas en columnas empaqueta-
das (siliconas, carbowax, poliglicoles, etc...), siendo especial-
mente interesantes la metilsilicona, que interacciona selectivamen-
te con dipolos, y el polietilenglicol (PEG) que retiene aquellos
compuestos que pueden formar puentes de hidrogeno eluyendo antes
los demis [KAISER & KLEE, 1986].

La mayoria de fases estacionarias tipo PEG tienen las mismas
limitaciones que el Carbowax 20-M: son muy susceptibles al oxigeno,
son solubles en agua y alcoholes de bajo peso molecular y solidifi-
can a temperaturas relativamente altas, por lo que su uso es mas
restringido [TAKEOKA, et al., 1985].

Los métodos de introduccion de la muestra en cromatografia de
gases con columnas capilares deben reunir los siguientes requisitos:
asegurar una eficacia de separacion optima de la columna, evitar
cambios en la composicion de la muestra, elevada precisidn vy
reproducibilidad en los analisis cuantitativos independientemente
de las diferencias de volatilidad entre los componentes de la mues-
tra, y evitar la degradacion térmica de la misma [SCHREIER, 1984].
Actualmente se wutilizan [BRUNA GARCIA, 1986; FREEMAN, 1981]:
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- Split: Es el sistema mas antiguo, aunque el mas empleado.
Se basa en vaporizar la muestra en el inyector y enviar la mayor
parte a la atmésfera. Util para el analisis de componentes que se
encuentran a partir de concentraciones del 0,1%. Puede utilizarse

para casi todo tipo de muestras.

- Splitless: En este caso, practicamente toda la muestra se
introduce en la columna. Gracias al "efecto disolvente", los com-
ponentes de bajo punto de ebullicidn aparecen como picos agudos:
cuando la temperatura del horno de la columna se mantiene 20-402C
por debajo del punto de ebullicidon del disolvente de la muestra,
el vapor de éste condensa en la columna capilar y forma una
pelicula 1iquida que actua a modo de fase estacionaria reteniendo
los compuestos con mayor punto de ebullicion. Util para el
analisis de compuestos a niveles de traza; no obstante, el

numero de disolventes que se pueden utilizar es limitado.

- On-column: Consiste en colocar la muestra directamente en
la columna y reconcentrarla mediante el "efecto disolvente" o una
trampa de frio. Es interesante para muestras que contienen com-

puestos con un amplio rango de punto de ebullicion o termoldbiles.
- Inyeccion directa: La muestra es vaporizada y, a continuacion,

pasa directamente a la columna.

Las principales ventajas de la cromatografia con columnas ca-

pilares pueden resumirse en las siguientes:

Separaciones con elevada resolucion.

Mayor precision en los analisis cuali y cuantitativos.

Mayor sensibilidad.

Reduccion del tiempo de analisis.

Reduccién del tiempo de puesta a punto de metddicas de analisis.

Las columnas capilares permiten separar muchos componentes de
los aceites esenciales imposibles de detectar con columnas empaque-
tadas, resultando Gtiles sobre todo en el analisis de sesquiterpe-

nos. Algunos de ellos poseen estructuras muy parecidas y propie-
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dades fisicas y quimicas similares, por lo que su separacién y de-
teccidon es muy dificil mediante los métodos clasicos de analisis,
especialmente cuando se encuentran en -concentraciones bajas. Las
columnas capilares ofrecen la posibilidad de separar este tipo de
compuestos [SHIBAMOTO, 1981].

La conexion en serie de dos columnas capilares de diferente
polaridad (cromatografia de gases multidimensional) puede aumentar
mucho la capacidad de separacion de un sistema cromatografico
DWILLER, 1981; WRIGHT et al., 1986] ofreciendo, también, 1la
posibilidad de wutilizar como sistema de deteccion tanto la MS
éomo la FTIR [LICON & MAY, 1986; SLACK & HEIM, 1986; TAKATA & KA-
WANISHI, 1983].

Son interesantes las revisiones de JENNINGS (1986); KAISER &
KLEE (1986) y NOVOTNY (1978) sobre cromatografia de gases con colum-

nas capilares.

Determinacion de los indices de retencion.

La identificacion de-los componentes de una muestra mediante
cromatografia de gases se basa en la medida de sus tiempos de reten-
cion y comparacién con los de substancias ya conocidas. No obstan-
te, puede ocurrir que dos o mas componentes eluyan de la columna al
mismo tiempo, por lo que, generalmente, una misma muestra se
analiza en distintas condiciones, por ejemplo: mediante dos colum-

nas de distinta polaridad (silicona SE-30 y carbowax 20-M).

En condiciones constantes, es decir, a igual temperatura de la
columna y flujo de gas portador, el tiempo de retencidén de un com-

puesto debe ser, también, constante.

En la practica, sin embargo, estas condiciones suelen oscilar
de un andlisis al siguiente. Por esta razén, la medida del tiempo

de retencion absoluto resulta inexacta.

De mayor precision es el calculo del tiempo de retencion rela-
tivo, que consiste en relacionar el tiempo de retencion de un com-

puesto con el de una substancia patron cromatografiada en idénticas
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condiciones, ya sea en otro analisis (método del patron externo) o
al mismo tiempo que el problema (método del patron interno). Este

Gltimo es el sistema preferido.

El concepto de "Indice de Retencion" fue propuesto por
Kovats en 1958. Es un parametro relativo, determinado respecto a
n-alcanos que cubren toda la gama de retenciones, a los 'que, arbi-
trariamente, cualesquiera que sean la temperatura de la columna y

la fase estacionaria, se asigna Indices de magnitud:
I=-1001Z

donde Z indica el numero de atomos de carbono de cada parafina de
cadena recta [BLANCO DIEZ et al., 1983]. Es necesario especificar
la fase estacionaria y la temperatura a la que se ha efectuado el
analisis. Si éstos se realizan siempre en las mismas condiciones,
la reproducibilidad de estos indices es muy elevada. Cuando el
analisis se lleva a cabo en condiciones isotermas, se determinan
mediante un cdlculo logaritmico o bien graficamente. Representando
el logaritmo del tiempo de retencion ajustado de una serie homéloga
de n-alcanos frente al numero de atomos de carbono de los mismos,
se obtiene wuna relacion lineal, a partir de la cual se puede
hallar ficilmente el indice de Kovats de cualquier substancia, co-

nociendo su tiempo de retencion ajustado.

Cuando los analisis se efectuan a temperatura programada, los
indices de retencion se calculan directamente a partir de los tiem-

pos de retencion, y no de sus logaritmos.

A veces, los indices de retencion de n-alcanos no son sufi-
cientemente reprdducibles, especialmente en columnas polares, por
lo que se utilizan también otros patrones como, por ejemplo, hi-
drocarburos sesquiterpénicos, ésteres etilicos o metflicos [VAN
STRATEN, 1981].

La medida de los indices de retencion de los componentes de
un aceite esencial en fases estacionarias de distinta polaridad,

y la comparacion con indices de patrones conocidos, proporciona in-
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formacion valiosa respecto a la posible identidad de los compuestos.

En el presente trabajo hemos determinado los indices de
retencion en dos columnas: una de caracteristicas polares (carbowax
20-M) y otra de caracter apolar (silicona SE-30), respecto a
una serie homdloga de ésteres metilicos de acidos grasos. Los datos
obtenidos se han comparado con los de substancias ya conocidas,

analizadas en las mismas condiciones.

Los analisis se han efectuado en un cromatdgrafo de gases
Hewlett-Packard modelo 5890, dotado de un detector de ionizaciodn de
llama (FID) e inyector con division de flujo (split). Las condicio-

nes analiticas han sido las sigquientes:

- Columnas capilares de silice fundida carbowax 20M y silicona
SE-30, de 25 m de longitud y 0,2 mm de didmetro interno.

- Gas portador: helio.

- Flujo: 1 ml/min.

- Split: 1:60.

- Temperatura inicial de la columna: 802C.
Temperatura final de la columna: 220°C.
Gradiente de temperatura: 4°C/min.

- Temperatura del inyector: 2502C.

- Temperatura del detector: 2709C.

Estas condiciones se han utilizado, también, para efectuar los

andlisis cuantitativos.

Para determinar los indices de retencion de los componentes
de los aceites esenciales investigados, se ha inyectado, en
primer lugar, la serie de ésteres metilicos, empleando las condi-
ciones analfiticas mencionadas, aSignéndoles, segun su orden
de elucidn, los valores de indice de retencion 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700 y 800, respectivamente (figura V-4).

A continuacidn, se ha preparado una mezcla, a partes iguales,
de aceite esencial y solucion de la serie de ésteres metilicos
de acidos grasos, analizandola sequidamente en las dos fases

estacionarias (CW-20M y SE-30), seguin las condiciones ya citadas.
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Los indices de retencion se han determinado segin la foérmula
siguiente:

distancia entre A y n 100

RI = RI +
(A) (n) distancia entre n y n+l

donde (figura V-5):

RI(p) = indice de retencidn de un compuesto A.

RI ) = indice de retencion que, por definicion, corresponde a n.

n = éster metflico que eluye anterior a A.

n+l = éster metilico que eluye posterior a A.

1

n+1 -

—-——v-‘u-...a..._.‘-——-o’—J\-——

T L ]

8 9 10
to(min.)

FIGURA V-5: Medida del indice de reten-
cion de un compuesto A.

Dada la imposibilidad de conseguir patrones de muchas de
las susbstancias que, presumiblemente, podrian encontrarse en
las esencias a estudiar, una parte de los indices de retencion, asi
como espectros de masa patrones, se han obtenido a partir de
una esencia de Thymus praecox subsp. arcticus estudiada por
STAHL (1984), que nos ha sido proporcionada por la misma autora.
Especialmente, ha sido de gran utilidad para la identificacion de

sesquiterpenos.
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Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Generalmente, la identificacion de un compuesto a partir de
sus indices de retencion en distintas fases estacionarias no
es suficiente, siendo necesaria su caracterizacion mediante alguna

técnica espectroscopica.

La cromatograffia de gases acoplada a la espectrometria
de masas (GC-MS) ocupa un lugar primordial entre las técnicas ana-
liticas utilizadas en la investigacion de los aceites esenciales,
ya que permite obtener la maxima informacion a partir de una mini-

ma cantidad de muestra.

Una optima combinacion de la cromatografia de gases y la es-
pectrometria de masas requiere [TEN NOEVER DE BRAUW & VAN INGEN,
1981]:

- Sistema de bombeo diferencial, es decir, una bomba de difusion
para el analizador de masas y otra para la fuente de iones. Esta
Gltima debe bombear al gas portador hacia el exterior y mantener
unas condiciones de alto vacio aceptables.

- Presion lineal de la fuente de iones, para que la intensidad
de la corriente de iones varie linealmente con la cantidad de
muestra introducida.

- Escala variable del espectrometro de masas, con el fin de
impedir la saturacion del detector.

- Registro de los espectros de masas en el menor tiempo posible,
que permita obtener suficiente informacion sobre 1la pureza de
los picos cromatograficos.

- Compatibilidad con un sistema computerizado.

- Interfase GC-MS que proporcione una caida de presion entre la sa-
lida del cromatdégrafo de gases y la entrada al espectrometro de
masas. En la actualidad se utilizan, principalmente, dos tipos
de interfases: conexion directa y split abierto.

El desarrollo de las columnas capilares ha permitido la co-

nexién directa entre ambos instrumentos, ya que en ellas el

flujo de gas es lo suficientemente pequefio para ser absorbido por
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las bombas de vac{o del espectrémetro de masas [FREEMAN, 1981].

- Fases estacionarias de baja volatilidad y buena estabilidad
térmica.

- Maxima resolucidn cromatografica, para evitar el registro

de espectros correspondientes a compuestos no separados.

Por lo que se refiere a las técnicas de ionizacion, las mas
utilizadas en la investigacion de aceites esenciales son el im-
pacto electronico (EI-MS) y, mas recientemente, la ionizacion qui-
mica (CI-MS).

En CI-MS, el empleo de gases adecuados aumenta la intensi-
dad de los iones casi moleculares y reduce el grado de fragmenta-
cion. Ello permite, por un lado, determinar la masa molecular de
compuestos que no producen un ién moleculaf en EI-MS vy, por
otro, detectar substancias que no han sido separadas por cromato-
grafia de gases [LANGE & SCHULTZE, 1986a].

La deteccion y registro de seflales se efectua mediante un sis-
tema automatico de adquisicion y tratamiento de datos. Los siste-
mas GC-MS computerizados registran automiticamente espectros de
masas de la muestra eluida a intervalos de tiempo muy cortos que
pueden ser menores al segundo, reconocen aquellos que corresponden

a un mismo compuesto y almacenan todos los datos obtenidos.

Puede obtenerse el registro de las sefiales correspondientes a
iones totales ("Total Ion Current" o T.I.C.), y/o las correspon-
diente a un ion determinado ("Single Ion Detection" o S.I.D.) o a
varios iones ("Multiple Ion Detection" o M.I.D.). Por ejemplo: los
iones a m/z = 136 (caracteristico de monoterpenos) y a m/z = 204
(caracteristico de sesquiterpenos) [TEN NOEVER DE BRAUW & VAN
INGEN, 1981].

Los espectros obtenidos se comparan visual o automaticamente
con los de substancias conocidas. La efectividad de la budsqueda por
ordenador depende del criterio de comparacion seguido. La mayoria
de programas codifican los espectros de masas en forma simplificada,

seleccionando los fragmentos mas significativos [ZAMUREENKO et al.,
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1984]. El mas utilizado elige de cada espectro los diez fragmentos
que proporcionan los valores mas altos al efectuar el producto

m/z X intensidad relativa.

La espectrometria de masas de alta resolucion proporciona in-
formacion adicional, ya que permite conocer la composicion ele-
mental tanto del ion molecular como de los fragmentos y, por tan-
to mas detalles sobre los grupos funcionales y estructura de
la molécula [LANGE & SCHULTZE, 1986b].

La identificacion de wuna substancia exclusivamente por
su espectro de masas no es definitiva si no se aportan otros datos
como, por ejemplo, los indices de retencion. De este modo se
pueden diferenciar compuestos que tienen espectros de masas muy
parecidos. Existen sistemas GC-MS computerizados que, automaticamen-
te efectuan una preseleccion en base a los indices de retencion an-
tes de iniciar la comparacion de los espectros de masas [ALENCAR
et al., 1984; HUBSCHMANN & SCHUBERT, 1986].

La identificacion de los componentes de los aceites esenciales
por GC-MS y determinacion de sus indices de retencidn utilizando

dos tipos de columnas capilares (CW-20M y SE-30) es definitiva.

En el presente trabajo hemos wutilizado un sistema GC-MS
Hewlett-Packard, modelo 5992 B, en el que la conexion entre la co-
lumna capilar y el espectrometro de masas es de tipo split abierto.
El sistema dispone de una libreria de datos que permite compa-
rar los espectros de masas obtenidos con los de compuestos conoci-

dos, en base a los diez fragmentos mas significativos.
Las condiciones analiticas han sido las siguientes:

- Columnas capilares de silice fundida, CW-20M y SE-30, de 25 m de
longitud y 0,2 mm de didmetro interno.

- Gas portador: helio.

- Flujo: 1 ml/min.

- Split: 1:60.

- Temperatura inicial de la columna: 802C.

Temperatura final de la columna: 2202C.
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Gradiente de temperatura: 82C/min.

- Temperatura inyector: 2502C.

Los espectros de masas han sido registrados cada 5 segundos,
entre m/z = 35 y m/z = 300, utilizando una energia de ionizacidn de
70 eV.

La identificacion de los compuestos a partir de su espectro
de masas se ha realizado por comparacion con los espectros almace-
nados en la libreria de datos, y con espectros de substancias des-
critas en la bibliografia [STENHAGEN et al., 1974].

Analisis cuantitativo.

Una vez identificados los componentes de un aceite esencial,
el siguiente paso consiste en cuantificarlos. Las determinaciones
se basan en la medida de las areas de los picos cromatograficos,

que son proporcionales a la cantidad de cada componente segun la

relacién:
. = A, XK,
Ql i i
donde: Qi = concentracion de un compuesto i.
A = area del pico correspondiente a i.
Ki = factor de sensibilidad del compuesto 1i.

El factor de sensibilidad, o factor de respuesta, depende de
la estructura del compuesto y del tipo y sensibilidad del detector

utilizado.

El cadlculo del area de los picos suele efectuarse automatica-
mente mediante un integrador electrénico conectado a la salida
del detector, o bien manualmente multiplicando la altura de

cada pico por su anchura a la mitad de la altura.

Las columnas capilares dan lugar a cromatogramas con picos
altos y estrechos cuya area es difficil de calcular por métodos
manuales sin cometer errores; en este caso, los métodos automaticos

son los que proporcionan mayor exactitud en las determinaciones.

En el presente trabajo los andlisis cuantitativos se han reali-
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zado mediante un cromatdégrafo de gases con columnas capilares e
integrador electronico Hewlett-Packard modelo 3390. Las condiciones
analiticas utilizadas han sido las mismas que para la determinacion

de los indices de retencion.

Al utilizar un detector de ionizacion de llama (FID) y tenien-
do en cuenta los componentes habitualmente presentes en los
aceites esenciales, se ha adoptado la simplificacion de suponer el

factor de sensibilidad Ki constante para todos los compuestos. Es

decir:
Q1=AlXK; QZ:AZXK; PPN
de donde:
L M
% A

lo cual indica que existe proporcionalidad directa entre las can-
tidades de cada componente y las areas de los picos correspondien-
tes.

- 211 -



V.2.- ESTUDIO CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE LOS ACEITES ESENCIALES
DE DIVERSAS ESPECIES DE THYMUS L.

V.2.1.- INTRODUCCION.

A continuacion, se dan los resultados obtenidos en la investi-
gacion de los aceites esenciales, efectuada por cromatografia
de gases (GC), cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-

MS) y cromatografia en columna.

No ha sido posible investigar el aceite esencial de todos los
taxones indicados en la tabla III-1 por no haber podido disponer
de suficiente cantidad de muestra. Por ello, solamente se ha
estudiado el aceité esencial de las muestras n23 (T. moroderi),
n24 (T. membranaceus), n2 5 (T. membranaceus x T. moroderi), n%6
(T. funkii), n%8 (T. camphoratus), n2ll (T. glandulosus), n212 (T.

baeticus) y n2l4 (T. willkomii). De cada uno de ellos se indica:

- Contenido en aceite esencial (expresado en % volumen/peso) deter-
minado seglin se muestra en el apartado V.1.3. _

- Composicion cualitativa. La identificacion de los componentes del
aceite esencial se ha llevado a cabo por:
a) Determinacion de sus indices de retencion por GC en dos
fases estacionarias distintas (CW-20M y SE-30), seqgun la metodo-
logia citada en el apartado V.1.4.B.
b) GC-MS en CW-20M y SE-30 (para las condiciones analiticas, ver
apartado V.1.4.B.).
¢) Cromatografia en columna de o6xido de aluminio, para efectuar
una pre-separacion de los componentes de la esencia segin sus gru-
pos funcionales. Asi, se obtienen fracciones de menor complejidad,
cuyo analisis por GC-MS permite identificar componentes que
en el aceite esencial total quedan enmascarados por otros mayori-
tarios. La cromatografia en columna ha sido utilizada, en
el presente trabajo, en la investigacidén del aceite esencial de

T. moroderi.
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- Composicion cuantitativa, determinada por GC en base a las areas
de los picos obtenidos, utilizando las mismas condiciones analiti-
cas que para la determinacion de los indices de retencion (ver
apartado V.1.4.B.).

l.as determinaciones se han realizado tanto en columna
de CW-20M como de SE-30, ya que hay componentes que en una
de estas fases estacionarias eluyen al mismo tiempo que otros y

no se pueden detectar.
Las cantidades inferiores al 0,2% se han considerado trazas (t).

Es bien conocida la variabilidad que presentan los aceites
esenciales en especies del género Thymus, especialmente en T. vul-
garis [PASSET, 1971]. Por esto, hemos creido interesante estudiar
la esencia de individuos de algunos de los tdxenes investigados,
concretamente T. moroderi, T. membranaceus y T. membranaceus x T.
moroderi. Para ello, se ha analizado, cuali y cuantitativamente, el
aceite esencial de varios individuos recolectados al azar, de

la poblacion previamente estudiada.

V.2.2.- RESULTADOS.

A) Aceite esencial de Thymus moroderi.

Contenido en esencia: 1,2% (v/p).
Analisis cuali y cuantitativo:

El aceite esencial de T. moroderi ha sido estudiado por GC,

GC-MS y cromatografia en columna.

En la figura V-6 se muestran los cromatogramas en columna de .
CW-20M y SE-30 de la esencia de esta especie. La numeracidn
de los picos se ha realizado atendiendo al cromatograma obtenido
por GC-MS en cada fase estacionaria, en donde los componentes

son numerados por orden de elucion.
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FIGURA V-6: Analisis del aceite esencial de T. moroderi en columna
de CW-20M y SE-30. Condiciones -analiticas: ver
apartado V.l1.4.B.
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Dado el gran nimero de componentes presentes en la esencia,
se ha utilizado la cromatografia en columna para fraccionarla y po-
der identificar algunos componentes minoritarios. Para ello, se
ha utilizado una columna de 40 cm de longitud y 1 cm de diametro
interno, rellena de alimina (Al,0;) de grado de actividad I (Merck,
1077) a la que se ha anadido un 4% de agua para llevarla a grado
III. Se ha sembrado 1 ml del aceite esencial y, a continuacion, se
ha eluido mediante 1la siguiente secuencia de disolventes de

polaridad creciente:

Eter de petroleo =---=---omocmocmmmmceeemao 20 ml
Eter de petroleo:éter etilico (9:1) --=--mc-en- 10 ml
Eter de petroleo:éter etilico (8:2) S 10 ml
Eter de petroleo:éter etilico (6:4) --m-mec-mn- 10 ml
Eter etilico ==mmmmmomm ol 10 ml
Eter et{lico:MeOH (9,9:0,1) -~--commcccccncaaae 10 ml
Eter etilico:MeOH (9,8:0,2) ~=--ocoommccocoauan 10 ml
Eter etilico:MeOH (9,6:0,4) ---cocomommccacaans 10 ml
Eter et{lico:MeOH (9,2:0,8) --ccocmmcmcmmcaos 10 ml
MeOH -—-v--mccem e e e 100 ml

En estas condiciones, los compuestos se separan segun su fun-
cionalizacion (hidrocarburos, alcoholes, éteres, aldehidos, cetonas

y ésteres).

Las fracciones recogidas se han céncentrado a temperatura
ambiente, afadiéndoles una pequefia cantidad de una sal neutra que
absorbe el agua que pueden contener y que dificultaria el analisis
posterior por GC-MS.

En 1la tabla V-3 se exponen los resultados obtenidos en
el estudio del aceite esencial de T. moroderi. En ella se indica,
para cada componente, el n2 del pico en CW-20M y SE-30, el %

en que se encuentra y el método o métodos de identificacion.
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Ne PICO Ne PICO METODOS DE
CW-20M SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION
Hidrocarburos monoterpénicos (30%) -
6 4 «-pineno 6,4 GC-MS, RI;, RI,, CC/GC-MS
9 5 canfeno 10,6 GC-Ms, RIl’ RIZ’ CC/GC-MS
11 7 g-pineno 3,8 GC-MS, RII' RIz, CC/GC-MS
11 '3 sabineno 1,7 GC-MS, Rll’ RIZ, CC/GC-MS
12 7 mirceno 4,7 GC-MS, RII’ RIZ’ CC/GC-MS
14 8 ’ «-terpineno t GC-MS, RIy, RI,, CC/GC-MS
15 9 limoneno 1,8 GC-MS, RIl, RIZ, cc/eC-Ms
17 9 cis-ocimeno t GC-MS, RIl, RIZ' CC/GC-MS
18 10 ¥-terpineno 0,2 GC-MS, RIl, RIZ’ CC/GC-M3
19 8 p-cimeno 0,4 GC-MS, RII’ RIZ, CC/GC-MS
20 12 terpinoleno t GC-MS, RI}.’ RIZ’ CC/GC-MS
Monoterpenos oxigenados (59%)
27 11 trans-sabineno hidrato 0,4 GC-MS, RIl, RIZ’ CC/GC-Ms
- - cis-sabineno hidrato t CC/GC-MS
31 12 linalol 2,0 GC-MS, RI,, RI,, CC/GC-MS
37 16 terpinen-4-0l 0,8 GC-MS, RII, RIZ’ CC/GC-MS
45 17 «-terpinecl 0,7 GC-MS, RII, Rlz, CC/GC-MS
46 15 borneol 5,0 GC-MS, RII’ Rlz, CC/GC-MS
48 ) 19 citronelol 0,2 GC-MS, RIl, RIz, CC/GC-¥Ms
56 - mirtenol ' 0,2 GC-MS, RIl, CC/GC-MS
59 - geraniol 0,2 GC-MS, RIl, CC/GC-MS
7% 23 timol t GC-MS, RIZ' CC/GC-MS
- - carvacrol t CC/GC-MS
- - isoborneol t CC/GC-MS
- - trans-pinocarveol t CC/GC-MS
- - oxido linalol t CC/GC-MS
- - 6xido rosa t CC/GC-MS
29 13 canfolenal t GC-MS, RII, RI2
49 21 ) geranial t GC-MS, RII’ RIZ
- - mirtenal t CC/GC-MS
32 14 alcanfor 22,8 GC-MS, RIl, RIZ, CC/GC-MS
- - criptona t CC/GC-Ms
- - carvona t CC/GC-MS
- - verbenona t CC/GC-MS
- - dihidrocarvona t CC/GC-MS
35 - acetato isobornilo 0,2 GC-Ms, Rll' RI,, CC/GC-MS

TABLA V-3: Aceite esencial de T. moroderi. Ver leyenda al final de

la tabla.
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Ne PICO
CW-20H4

47

62

Hidrocarburos sesquiterpénicos (2%)

30
38
43
53
54

51

Sesquiterpenos oxigenados ({6,8%)

70
72
75 -
76
78
79
81

80
67

Otros (0,3%)
23
26

22

N2 PICO

SE-30 COMPONENTES %

- acetato nerilo t

- butirato geranilo t

- acetato citronelilo t

- butirato bornilo t

- acetato geranilo‘ t

- {sobutirato geranilo t

- propionato geranilo t

- caproato geranilo t
24 «-copaeno t
26 @-cariofilenc 1,0
27 ¢-humuleno t
33 §-cadineno 0,3
32 ¥-cadineno 0,3

- ¢-bisaboleno 0,3
34 f-elemol 2,2

- hedicariol 0,2
39 T-cadinol 0,5

- 10-epicadinol t
40 o~elemol 0,3

- «-cadinol 0,3
41 ledol 3,2

- cubenol t

- #-eudesmol t
36 epoxicariofileno 0,3

- epoxiisocariofileno t

8 3-octanol t

7 l-octen-3-0l1 t

- 3-octanona t

acetato l-octen-3-o0l
butirato hexilo
2-metil-butirato hexilo

caproato hexilo

METODOS DE
TDENTIFICACION

GC-MS, RI1
GC-MS, RII’ C€C/GC-M5
CC/GC-MS
CcC/ce-Ms
CC/GC-MS
CC/CC-MS
CC/GC-MS

CC/GC-MS

GC-MS, RI,, CC/GC-MS

GC-MS, RI RIZ, CC/GC-MS
GC-MS, RI,, CC/GC-MS
GC-MS, RI RIZ, CC/GC-MS
GC-MS, RI RIZ’ CC/GC-MS

GC-MS, RI,, CC/GC-MS

GC-MS, RIL;, RIZ, CC/GC-MS
Rll, CC/GC-MS

GC-Ms, RIl’ RIZ’ CC/GC-MS
GC-MS, RIl, CC/GC-MS
GC-Ms, RII’ RIz

GC-MS, RI1

GC-MS

CC/GC-MS

€C/GC-Ms

GC-MS, RI}, RIZ’ CC/CC-MS
CC/GC-MS

GC-MS, RI,, RI2

GC-MS, RI,, RIZ' CC/GC-MS
CC/GC-MS

GC-MsS, RIL,, CC/GC-MS
CC/GC-MS

CC/GC-MS

CC/CC-Ms

TABLA V-3 (continuacion): Aceite esencial de T. moroderi. Resulta-
dos obtenidos en el analisis cuali y
cuantitativo. RI,=Indice de retencidn en
CW-20M. RI,= Indice de retencidn en SE-30.
CC/GC-MS=cTromatografia en columna y ana-
lisis de las fracciones por GC-MS. t=

trazas (< 0,2%).
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Aceite esencial de los individuos.

Los resultados obtenidos en el andlisis de los aceites
esenciales de 10 individuos de T. moroderi se muestran en la
tabla V-4, en la que se indican, solamente, los datos correspon-
dientes a aquellos componentes que presentan mayor variabilidad en-
tre los individuos. Algunos de estos compuestos (los sesquiterpenos
$-1, S$-2, S-3, S-4 y S-5) no han podido ser identificados a
partir de su espectro de masas, pero dada su oscilacion, hemos crei-
do interesante incluirlos en los resultados. Junto a los porcenta-
jes de los componentes de cada individuo, se indican también

los hallados en la esencia de la poblacion.

% EN % EN INDIVIDUOS
COMPONENTES POBLACION 1 2 3 &4 5 6 7 8 9 10
CANFENO 10,6 9,4 18,2 13,6 8,3 6,5 14,3 9,7 15,5 12,4 13,6
SABINENO 1,7 2,2 2,2 0,5 2,9 2,7 05 1,2 0,3 0,5 0,6
A-PINENO 3,8 4,1 1,9 2,2 4,2 4,6 2,01 &1 1,7 2,2 2,0
MIRCENO 4,7 4,5 0,5 5,2 3,5 2,3 4,8 3,4 4,9 2,6 &8
CINEOL 1:8 24,5 36,7 10,7 12,3 29,3 32,2 7,8 35,8 13,1 18,0 10,2
ALCANFOR 22,8 14,7 30,6 23,1 15,6 15,6 26,9- 15,8 28,2 25,4 24,8
BORNEOL 5,0 3,7 7,8 12,2 2,6 2,6 3,5 2,6 6,46 3,6 5,6
o TERPINEOL 0,7 1,4 0,3 0,2 09 09 0,1 0,5 0,2 0,3 0,2
TIMOL t ‘0,2 0,2 t t t 0,6 t 0,5 0,2 0,4
(-CARIOF ILENO 1,0 t 1,2 1,2 0,8 0,5 3,1 0,4 0,7 2,6 0,7
S-1 (*) t t ot t t 0,2 0,3 04 08 0,1 0,7
5-2 (*) t vt 0,5 0,5 0,3 0,1 0,6 0,5 - 0,5
¥-CADINENO 0,3 0,3 t -t t 03 t t 0,3 0,5 0,8
$-CADINENO 0,3 0,3 0,4 0,3 0,6 0,3 0,8 0,6 1,3 0,6 1,2
(-ELEMOL 2,2 3,1 5,5 3,4 1,5 1,46 56 1,8 1,6 8,1 2,1
EPOXICARIOFILENO 0,3 0,6 1,6 0,46 0,46 - 0,9 0,6 2,2 0,6 t
S-3 (*) - t - t t 8,7 t t t t t
S-4 (*) - 0,3 - 005 t t 07 - 0,3 1,0 0,3
T-CADINOL 0,5 0,3 0,6 0,4 t t 0,3 0,2 0,3 0,4 . 0,4
«-ELEMOL 0,3 0,7 1,2 65 - 0,3 1,9 t 0,2 3,0 3,1
LEDOL 3,2 1,6 1,5 3,2 4,9 56 2,2 6,7 90 3,0 5,7
$-5 (%) - t ot t 5,3 ¢t t 2,3 59 - 4,7

TABLA V-4: Componentes del aceite esencial de los individuos de T.
moroderi que muestran mayor variabilidad. (*): Sesqui-
terpenos no identificados.
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individuos de T. moroderi, obtenidos en columna

.

Cromatogramas del aceite esencial de los

SE-30.

FIGURA V-7
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FIGURA V-7 (continuacion): Cromatogramas del aceite esencial de
los individuos de T. moroderi, obteni-
dos en columna SE-30.
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B) Aceite esencial de Thymus membranaceus.

Contenido en esencia: 1,5% (v/p). _
Analisis cuali y cuantitativo:

La investigacion del aceite esencial de T. membranaceus se ha
realizado por GC y GC-MS.
Las figuras V-8 y V-9 ilustran los cromatogramas de la esencia

obtenidos en columna de CW-20M y SE-30, respectivamente.

FIGURA V-8: Aceite esencial de T. membranaceus. Co-
lumna CW-20M. Condiciones analiticas:
ver apartado V.1l.4.B.
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FICURA V-9: Aceite esencial de T. membranaceus. Co-
lumna SE-30. Condiciones analiticas:
ver apartado V.1.4.B. "

Los resultados obtenidos a partir de la determinacion
de los indices de retencién, GC-MS y analisis cuantitativo,

en CW-20M y SE-30, se resumen en la tabla V-5.
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Ne PICO
CW-20M

N2 PICO
SE-30

COMPONENTES

Hidrocarburos monoterpenicos (29%)

3

SN o o P

10
11
12
13

Monoterpenos oxigenados (63,6%)

9
16
18
24
31
32
38
47
17
20
21
22

13
14
16
15
17
19
20
20
21
19
24

20
22
2
25
31

.32
30
38
26
37
28

«-pineno
canfeno
p-p;ngno
sabineno
mirceno
&-terpineno

timoneno

. ¢is-ocimeno

{-terpineno
p-cimeno

terpinolenc

cineol 1:8
trans-sabineno hidrato
linalol

cis-sabineno hidrato
terpinen-4-ol
«-terpineol

borneol

mirtenol

carvacrol

canfolenal

geranial

alcanfor

acetato linalilo

acetato isobornila

5,3
8,1
5,1
3,5

4,6

1,8

0,3

METODOS DE
IDENTIFICACIGN

GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,

GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,
GC-Mé,

+ GC-Ms,

GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-Ms,

GC-MS,

RIy. RIL,

TABLA V-5: Aceite esencial de T. membranaceus.
de la tabla.
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Ne PICO Ne PICO METODOS DE
CW-20M SE-30 COMPONENTES ) % IDENTIFICACION

Hidrocarburos sesquiterpénicos (2%)

26 42 gs-cariofileno 0,4 GC-MS, RI].’ RI2
30 ' 43 ®K-humuleno t GC-MS, RII’ RI2
30 44 f3-cubebeno t GC-MS, RII, RIz
'33 45 D-germacreno 0,4 GC-MS, RIl’ RI2
34 - P—bisaboleno t GC-MS, RI1
35 46 biciclogermacreno 0,8 GC-MS, RIl, RIZ
36 - §-cadineno t . GC-MS, RIl

- 47 J-cadineno 0,2 | GC-MS, RI

2
Sesquiterpenos oxigenados (1,2%)

44 49 p-elemol 0,4 GC-~MS, RIl, RI2
48 - 10-epicadinol t GC-MS, RI,
49 - &-cadinol t © GC-MS, RI;
42 52 epoxicariofilena a,7 GC-MS, RIl’ RI2

Otros (0,05%)

15 17 l-octen-3-0l t GC~MS, RIl'

TABLA V-5 (continuacion): Aceite esencial de T. membranaceus. Resul-
tados obtenidos en el analisis cuali y
cuantitativo. RI,=Indice de retencion en
CW-20M. RI,=Indice de retencion en SE-30.
t=trazas (30,2%).

Aceite esencial de los individuos.

En la tabla V-6 se muestran los resultados obtenidos en los
andlisis de los aceites esenciales de 10 individuos de T. membrana-
ceus, atendiendo a los componentes que presentan mayor variabilidad
entre ellos. Se indican, ademas, los porcentajes de cada componente

en la esencia de la poblacidn estudiada.

En la figura V-10 se reunen los cromatogramas correspondientes

al aceite esencial de cada individuo, obtenidos en columna SE-30.
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% EN % EN INDIVIDUOS

COMPONENTES POBLACION 1 2 3 4 5 13 7 8 9 10

CANFENO 8,1 s,L 8,9 12,1 1lo,1 13,2 7,9 10,3 8,8 9,2 9,6
{3-PINENO 5,1 1,7 1,8 1,8 1,5 2,2 1,9 2,1 3,1 1,6 2,8
MIRCENO 4,6 4,0 3,9 3,3 3,2 4,8 3,3 3,7 4,1 3,6 5,0
CINEOL 1:8 41,2 38,6 26,2 19,8 27,1 40,3 20,1 36,4 34,9 25,5 32,9
§-TERPINENO 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1l 0,2 0,7 0,1
t-SABINENO HIDRATQ 0,5 0,8 0,2 0,7 0,6 0,6 0,7 0,8 0,7 ¢t 0,8
ALCANFOR 13,7 17,5 19,6 22,0 26,0 13,7 20,4 15,5 14,1 24,2 14,9
BORNEOL 3,9 2,2 6,4 5,7 4,2 2,9 5,6 &5 5,1 6,2 7,3
(3-CARIOF ILENO 0,4 t t 0,6 0,3 0,2 0,6 0,4 1,0 0,7 0,8
{3-CUBEBENO t t 0,3 0,5 0,3 0,5 0,5 t t t t

BICICLOGERMACRENO 0,8 1,3 0,9 1,7 0,3 1,5 1,5 2,3 1,0 1,5 1,5
§-CADINENO 0,2 - 0,4 - 6,5 0,9 1,3 - t 0,2 0,2
(3-ELEMOL 0,4 t - - 0,3 t t 0,8 - 0,3 -

EPOXICARIOFILENO 0,7 0,8 0,8 1,5 0,2 0,8 1,5 1,5 0,7 0,9 0,7
CARVACROL t t t t 0,3 t 0,2 0,3 0,2 0,6 t

S-1 (%) 0,2 6,2 0,2 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,46 0,5 0,5
§-2 (%) 0,5 - 1,7 5,6 2,0 58 6,2 ¢t t t 0,9
$-3 (%) 0,9 s,1 1,1 3,0 0,7 2,0 2,1 6,1 4,9 5,1 4,4

TABLA V-6: Componentes de la esencia de los individuos de T. mem-

branaceus que presentan mayor variabilidad. (¥): Sesqui-
terpenos no identificados.
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Cromatogramas del aceite esencial de los individuos de T. membranaceus, obtenidos en

columna SE-30.
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FIGURA V-10 (continuacion):

Cromatogramas del aceite esencial de
los individuos de T.
obtenidos en columna SE-30.
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C) Aceite esencial de T. membranaceus x T. moroderi.

Contenido en esencia: 1,4% (v/p).
Analisis cuali y cuantitativo:

El aceite esencial de T. membranaceus x T. moroderi se
ha estudiado por GC y GC-MS.

En la figura V-11 se muestran los cromatogramas de la

esencia obtenidos en CW-20M y SE-30.
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FIGURA V-11: Andlisis del aceite esencial de T. membranaceus x T.
moroderi en columna de CW-20M y SE-30. Condiciones
analiticas: ver apartado V.1.4.B.
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del aceite esencial se reunen en la tabla V-7.

Los resultados obtenidos en los analisis cuali y cuantitativo

Ne PICO
CW-20M

N2 PICO
SE-30

Hidrocarburos monoterpénicos (29%)

5

445

11
12
13
15
16
17
18

Monoterpenos oxigenados (60%)

14
27
32
33
37
44
45
49
50

53

61
78
30

3

®» N P

10
8
12

9
11
13
14

19

20
i8

25

COMPONENTES %
a-pineno 5,4
canfeno 8,6
@-pineno 3,8
sabineno 2,8
mirceno 3,9
A’ ~-careno t
«~terpineno t
limoneno 3,5
cis-ocimeno 0,2
¥-terpineno 0,2
p-cimeno 0,5
terpinolenc t
cineol 1:8 32,9
trans-sabineno hidrato 0,8
linalol 1,0
cis-sabineno hidrato 0,3
terpinen-4-o0l 1,0
trans-pinocarveol 0,2
lavandulol t
of-terpineol 2,0
borneol 4,4
citronelol t
geraniol t
carvacrol 0,7
canfolenal t

METODOS DE
IDENTIFICACION

GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS5,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,

CC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-Ms,

" GC-MS,

GC-Ms,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,

Rll,
RII,
RIl’
RIl,
RIl,
Rll,
RIL’
RII’
RIl’
RII’
RIl’

RIl,

RII’
RIX’
RII’
RIl’

RIl,

RII’

RIl’

RII’

b - B 4
[ o I |

TABLA V-7: Aceite esencial de T. membranaceus x T. moroderi. Ver le-
yenda al final de la tabla.
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Ne PICO Ne PICO MET0DOS DE

CW-20M SE-30 COMPONENTES * IDENTIFICACION
48 21 neral t GC-MS, RIL,, RI2
54 23 geranial t GC-MS, RIl’ RI2
31 15 alcanfor 15,5 GC-MS, Rll, RI2
39 - dihidrocarvona 0,2 GC-MS, RIl
41 - dihidrocarvona t GC-MS, RI1
63 - isopiperitenona t GC-MS, RI1

- 22 carvona t GC-MS, RI2
36 24 acetato isobornilo 0,2 GC-MS, RII’ RI2
60 - isobutirato geranilo t GC-MS, RIl
64 - butirato geranilo t GC-MS, RIl

Hidrocarburos sesquiterpénicos (2,33%)

38 - 26 {3-cariofileno 0,2 GC-MS, RIl, RI2
47 - x-humuleno + ﬂ-cubebeno 0,6 GC-MS, RI1

51 27 D-germacreno 0,2 GC-MS, RIl’ RI2
55 28 biciclogermacreno 1,0 GE-MS, RIl’ RIZ
56 29 §-cadineno 0,2 GC-MS, RI), RI,
57 - ¥-cadineno 0,2 GC-Ms, RIl, RI2
59 - @-curcumeno t GC-MS, RI1

Sesquiterpenos oxigenados (0,6%)

66 . - §-cadinol ‘ t GC-MS, R
76 ’ 32 T-cadinol 0,3 GC-Ms, RI;, RI,
77 33 ) 10-epicadinol 0,2 GC-MS, RIl, RIZ
69 - epoxicariofileno t GC-MS, RIl
QOtros (0,21%)
19 - 6-metil-S-hepten-2-ona t GC-MS, RIl
20 - acetato l-octen-3-0l t GC-MS, RI1
21 - 3-octanol t GC-MS, RI1
24 7 l-octen-3-0l t GC-MS, RIl' RI2

TABLA V-7 (continuacion): Aceite esencial de T. membranaceus x T.
moroderi.Resultados obtenidos en el ana-
lisis cuali y cuantitativo. RI,=Indice
de retencion en CW-20M. RI,=Indice de re-
tencion en SE-30. t=trazas®(<0,2%).
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Aceite esencial de los individuos.

Se ha analizado el aceite esencial de 5 individuos de T. mem-
branaceus x T. moroderi. Los porcentajes de los componentes que pre-
sentan mayor interés se reunen en la tabla V-8, junto a su conteni-

do en la esencia de la poblacion estudiada.

La figura V-12 ilustra los cromatogramas correspondientes a

cada uno de los individuos.

% EN % EN _INDIVIDUOS

" COMPONENTES POBLACION 1 2 3 4 5
CANFENQ 8,6 8,5 12,6 9,0 8,5 8,4 .
SABINENG 2,8 3,7 1,6 2,7 3,5 3,4
B-PINENO 3,8 4,9 2,8 3,8 4,9 4,8
MIRCENO 3,9 4,2 5,3 4,7 4,1 4,1
CINEOL 1:8 32,9 33,8 21,2 34,3 33,9 34,7
¥-TERPINENO 0,2 0,2 2,0 t 0,2 0,2
ALCANFOR 15,5 14,3 24,5 16,3 15,0 14,0
BORNEOL 4,4 4,9 6,0 3,6 &,7 4,7
o-TERPINEOL 2,0 - 0,6 2,2 1,8 1,8
CARVACROL 0,7 0,6 1,1 0,6 0,6 0,6
(-CARIOFILENO 0,2 0,2 0,3 0,5 0,2 0,2
D-GERMACRENG 0,2 0,2 t t 0,2 0,2
BICICLOGERMACRENO 1,0 0,9 1,1 1,3 0,9 0,9
6-CADINENO 0,2 . 0,3 - t 0,4 0,3
T-CADINOL 0,3 0,2 t 0,2 0,2 0,2
10-EPICADINOL 0,2 0,3 0,2 t 0,3 0,4
S-1 (*) 0,3 1,2t t 1,2 1,2
$-2 () 0,7 2,0 3,6 2,7 1,9 1,9

TABLA V-8: Componentes del aceite esencial de
los individuos de T. membranaceus x
T. moroderi que presentan mayor va-
riabilidad. (*): Sesquiterpenos no
identificados.
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FIGURA V-12: Cromatogramas del aceite esencial de los individuos
de T. membranaceus x T. moroderi, obtenidos en colum-

na SE-30.
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FIGURA V-12 (continuacion): Cromatogramas del aceite esencial de
los individuos de T. membranaceus x T.
moroderi, obtenidos en columna SE-30.
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D) Aceite esencial de Thymus funkii.

Contenido en esencia: 0,5% (v/p).
Analisis cuali y cuantitativo:

El estudio del aceite esencial de T. funkii se ha realizado
por GC y GC-MS.

La figura V-13 muestra los cromatogramas de la esencia obteni-
dos en columna de CW-20M y SE-30.

En la tabla V-9 se exponen los resultados de la investigacidn

del aceite esencial de T. funkii.
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FIGURA V-13: Andlisis del aceite esencial de T. funkii en columna
de CW-20M y SE-30. Condiciones anliticas: ver
apartado V.1.4.B.
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Ne PICO Ne PICO METODOS DE
CW-204 SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION

Hidrocarburos monoterpénicos (27%)

445 9 «-pineno 5,3 GC-MS, RIl’ RI2
6+7 10 canfeno 5,4 GC-MS, RIi’ RIZ
8+9 12 B-pineno 6,8 GC-Ms, RIl, RIZ
10 11 - sabineno 2,9 GC-MS, RIl’ RI,
11 12 mirceno 2,8 . GC-Ms, RIl’ RI2
13 13 & -careno t GC-MS, RI), RI,
14 14 «-terpineno 0,2 GC-MS, RIl’ RI2
15 16+17 1limoneno 2,6 ‘ GC-MS, Rll, RIZ
19 16+17 cis-ocimeno t GC-MS, RII’ RI2
20 18 ¥-terpineno 0,4 GC-MS, RIL’ RI2
21 15 p-cimeno 0,5 GC-MS, RIl’ RI2
22 ) 21 terpinoleno t GC-MS, RIl’ RI,
- 20 «-p-dimetilestireno t GC-MS, RI2

Monoterpenos oxigenados (65,2%)

16+17+18 16+17 cineol 1:8 47,6 GC-MS, RL;, RI,
29 lé trans-sabineno hidrato 0,4 GC-MS, RIl’ RI2
34 22 linalol 0,4 - GC-MS, RI,, RI,
36 23 cis-sabineno hidrato 0,2 GC-MS, RIl‘ RI2
40 32 terpinen-4-ol 1,0 Ge-Ms, RIy, RI,
46 - trans-pinocarveol 0,2 GC-MS, RIl
47 - lavandulol t GC-MS, RI;
51 33 &-terpineol 0,8 GC-MS, Rll’ RI2
52 31 borneol 2,4 GC-MS, RII’ RI2
55 37 citronelol t GC-MS, RI,, RI,
62 36 carveol t GC-Ms, RI,, RI,
79 43 timol 0,2 ‘' GC-MS, RI,, RL,
81 45 carvacrol 0,7 GC-Ms, RIl' RI2
- 38 nerol t GC-MS, RIZ
24 . 24 éxido rosa t CC-MS, RI;, RI,
32 25 canfolenal t GC-MS, RI;s RI
50 - neral t GC-MS, RIl
- 41 geranial t GC-MS, RI2

TABLA V-9: Aceite esencial de T. funkii. Ver leyenda al final de la
tabla.



Ne PICO Ne PICO ' WETODOS DE

CW-20M SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION
35 28 alcanfor 10,0 GC-MS, RI,, RI‘2
42 - dihidrocarvona t GC-MS, F!I1
38 44 acetato isobornilo 0,7 GC-MS, RII’ RI2
39 42 acetato lavandulilo t GC-MS, RIl, RIZ
65 64 butirato geranilo L GC-MS, RII’ RIZ
- 39 formiato bornilo t GC-MS, RI2
- 48 acetato &-terpenilo t GC-MS, R12
- 49 acetato geranilo t GC-MS, RI2
- 50 propionato bornilo t GC-MS, RI2
- . 59 isobutirato geranilo t GC-MS, RI,

Hidrocarburos sesquiterpenicos (2,8%)

49 - %~-humuleno t GC-MS, RI

1
49 S4 ‘S-cubebeno t GC-MS, RIl
53 56 D-germacreno 0,2 GC-M5, RII’ RI2
56 60 biciclogermacreno 1,5 GC-MS, RIl, RIZ
57 63 §-cadineno 0,3 GC-MS, RII' RIZ
58 58 {-cadineno t GC-MS, RIl’ RI2
59 61 pacurcumeno t GC-MS, RII’ R12
- 52 f-cariofileno 0,6 GC-MsS, RI2
- 62 #-cadineno t GC-MS, RI,

Sesquiterpenos oxigenados (1,6%)
71 72 cubenol : t GC-MS, RII’ RI2
72 65 g-elemol t GC-MS, RI;, RI,
74 66 hedicariol t Ge-MS, RIl’ R12
79 75 T-cadinol 0,4 GC-MS, RIl, RI2
80 76 10-epicadinol 0,2 GC-MS, RIl’ RI2
82 77 o-elemol 0,2 GC-MS, RIl’ RI2
83 76 %-cadinol 0,6 GC-Ms, RIl, RIZ
68 68 epoxicariofileno 0,4 GC-MS, RII’ RI2
Otros (0,2%)

23 - 6-metil-5-hepten-2-ona t GC-MS, RIl
25 - acetato l-octen-3-ol t GC-MS, RI;
26 - 3-octanol t GC-MS, RI;
27 - . nonanal t GC-MS, RI1
28 - l-octen-3-o0l t GC-MS, RIl-

TABLA V-9 (continuacion): Aceite esencial de T. funkii. Resultados
obtenidos en el analisis cuali y cuantita
tivoo. RI,= Indice de retencion en CW-20M.
RI.=Indicé de retencion en SE-30. t= tra-

za$ (€0.2%).
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E) Aceite esencial de Thymus camphoratus.

Contenido en esencia: 0,2% (v/p).
Analisis cuali y cuantitativo:

El aceite esencial de T. camphoratus ha sido investigado por
GC y GC-Ms.

En la figura IV-14 se muestran los cromatogramas de la esencia
obtenidos en columna de CW-20M y SE-30.

Los resultados del analisis cuali y cuantitativo del aceite

esencial de T. camphoratus se resumen en la tabla V-10.
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FIGURA V-14: Analisis del aceite esencial de T. camphoratus en
columna de CW-20M y SE-30. Condiciones analiticas:
ver apartado V.l1.4.B.
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N2 PICO N2 PICO ) METODOS OE
CW-20M SE~30 COMPONENTES % IDENTIFICACION

Hidrocarburos monoterpénicos (39%)

4 3 - #-pineno 1,8 GC-MS, RII’ R12
7 [ canfeno i 3,5 " GC-MS, RII' RIZ
8 (3 g-pineno 0,2 GC-MS, RIl’ RI2
9 5 sabineno 1,6 GC-MS, RIl, RIZ
11 6 mirceno t GC-MS, RI,, RI,
12 8 &-felandreno 0,5 GC-MS, RI,, RI,
13 10 &-terpineno 7,3 GC-MS, RI,, RI,
15 - limoneno 0,3 GC-MS, RI1

16 12 g-felandreno 10 GC-MS, RI}, RI,
18 13 ¥-terpineno 12,2 GC-MS, RI, RI,
20 11 p-cimeno 7,4 GC-MS, RIl, RI2
21 17 terpinoleno 2,8 GC-MS, RII’ RIZ
33 16 x-p-dimetilestirenc 0,3 GC-MS, RIl, R12

Monoterpenos oxigenados (51%)

35 14 trans-sabineno hidrato 2,0 GC-MS, RIl’ R12
41 18 cis-sabineno hidrato 0,8 GC-MS, RIl’ RI2
46 28 terpinen-4-ol 29,3 _ GC-MS, RI,, RI,
51 - trans-pinocarveol 0,3 ‘ GC-MS, RIl
56 . 29 x-terpineol 1,3 GC-MS, RII, RIZ
57 26427 borneol 6,0 GC-MS, RI,, RI,
67 33 carveol 0,2 GC-MS, RIl’ RI,
68 - p-cimen-8-o0l 0,6 GC-Ms, FtI1
85 - timol 0,2 GC-Ms, RI1
86 39 carvacrol 0,2 GC-MS, RI,, RI2
38 20 canfolenal t GC-MS, RIl’ RIZ
49 - mirtenal t GC-MS, RI1
53 - neral 0,2 GC-MS, RII
64 - aldehido cuminico 0,2 GC-MS, RI,
40 22 alcanfor 5,0 GC-MS, RIl, RIZ
59 ’ 31 verbenona 0,5 GC-MS, Rll’ RI2
- 24 pinocarvona t - GC-MS, RIZ
45 37 acetato {sobornilo 3,8 GC-~MS, RIl’ RI2
40 - acetato X-terpenilo 0,2 GC-MS, R12

TABLA V-10: Aceite esencial de T. camphoratus. Ver leyenda al final
de la tabla.
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N2 PICO N2 PICO
CW-20M SE-30 COMPONENTES %

Apmm—r—

Sesquiterpenos oxigenados (0,65%)
81 - p-elemol t

78 46 epoxicariofileno 0,6

Otros (0,4%)

26 - acetato l-octen-3-ilo ) t
30 - butirato hexilo t
31 31 2-metil-butirato hexilo 0,3

METODOS DE
IDENTIFICACION

GC-MS,

GC-MS,

GC-MS,
GC-MS,

GC-MS,

RIl

RII’:RIZ

RIl

RI1

RIl, RIZ

TABLA V-10 (continuacidn): Aceite esencial de T. camphoratus. Resul-
tados obtenidos en el analisis cuali y
cuantitativo. RI,=Indice de retencion en
CW-20M. ‘RI,=Indice de retencion en SE-30.

t=trazas (€0,2%).
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F) Aceite esencial de Thymus aestivus.

Contenido en esencia: 1,7% (v/p).
Analisis cuali y cuantitativo:

Para investigar el aceite esencial de T. aestivus se ha utili-
zado la GC y GC-MS.

Los cromatogramas de la esencia, en columna de CW-20M y SE-30,

se iluStran en la figura V-15.

Los resultados obtenidos a partir de 1la determinacion
de los indices de retencion, GC-MS y analisis cuantitativo, en
CW-20M y SE-30, se resumen en la tabla V-11.

]
DR
LA

CW-20M

FIGURA V-15: Analisis del aceite esencial de T. aestivus en columna
de CW-20M y SE-30. Condiciones analiticas: ver aparta-
do V.1.4.B.
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Ne PICO
Cw-20M

Hidrocarburos monoterpénicos

3

4

10
12
13
15
16

Monoterpenos oxigenados (84,5%)

11
21
24425
27
3
37
41
42
51
53
63
20

22

40
46
24425

45

Ne PICO METODOS DE
SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION
(11,3%)
4 a-pineno 1,0 GC-MS, RIl, RI2
5 canfeno 2,5 GC-MS, RIl’ RI2
9 &pineno 0,4 GC-MS, RIl, RI2
8 sabineno 0,2 GC-MS, RI,, RI,
9 mirceno 1,3 GC-MS, RIl’ RI2
11 x-felandrena t GC-MS, RI,
12 o-terpineno 0,4 GC-MS, RIl’ RIZ
14 limoneno 1,7 GC-MS, RII’ RIz
15 cls-ocimeno 2,6 GC-MS, RIl’ RI2
16 ¥-terpineno 0,7 GC-MS, Rll, RI2
13 p-cimeno 0,3 GC-MS, RIl’ RI2
19+20+21 terpinoleno 0,2 GC-MS, RI1
14 cineol 1:8 4,0 GC-MS, Ril, RI,
- trans-sabineno hidrato 0,4 GC-MS, RI1
19+20+21 1inalol 62,8 GC-MS, RI,, RI,
22 cis-sabineno hidrato t GC-MS, RIl’ RI2
27 terpinen-4-0l1 1,7 + GC-MS, RII' RI2
- lavandulol t GC-MS, RIl
28 «-terpineol 0,6 GC-MS, RII, RI2
26 borneol 2,9 GC-MS, RII’ RI2
- nerol t GC-MS, RIl
35 geraniol 3,4 GC-MS, RI,, RI,
39 carvacrol 0,2 GC-MS, RIl' RI2
17 6xido linalol 0,9 GC-Ms, RI,, RI,
18 oxido linalol 0,7 GC-MS, RI,, RI,
10 2-isopropil-S-metil-S-vinil- t GC-MS
tetrahidrofurano
33 neral t GC-MS, Rll, RI2
36 geranial 0,2 GC-MS, RI, RI,
23 alcanfor 2,5 GC-MS, RII' RI2
30 verbenona t GC-MS, RIl’ RI2

TABLA V-11: Aceite esencial de T. aestivus. Ver leyenda al final de

la tabla.

- 243 -




Neg PICO Ne PICO METODOS DE

CW-20 M SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION
26 - acetato linalilo 1,6 GC-Ms, RI1
30 38 acetato isobornilo 0,6 GC-MS, RIl’ RI2
48 42 acetato geranilo i,9 GC-MS, RIJ.’ RI2
56 55 butirato geranilo t GC-MS, RIl
- 37 acetato lavandulilo t GC-MS, RIz
- 41 acetato nerilo t GC-MS, RI2

Hidrocarburos sesquiterpénicos (2,85%)

32 45 g-cariofileno 0,5 GC-Ms, RI,, RI,
39 48 «-humyleno t GC-MS, RIl, RIZ
39 49 §-cubebeno t GC-Ms, RIy, RI,
43 51 D-germacreno 0,6 GC-MS, RIl’ RI2
47 52 biciclogermacreno 1,0 GC-MS, RIl, RI2
- St §-cadinenc t Ge-us, RI,
49 - #-sesquifelandreno 0,2 GC-MS, RI;
50 53 ¥cadineno t GC-MS, RI;, RI,
- 44 #-burboneno ’ 0,3 GC-MS, Rlz
- 46 &-cubebeno t GC-Ms, RI?.

Sesquiterpenos oxigenados (0,7%)

59 59 cubenol ’ t GC-Ms, RI;, RI,
60 56 g-elemol 0,2 ce-#s, RI), RI,
62 62 T-cadinol 0,2 cc-Ms, RI, RI,
&4 63 a-elemol t GC-MS, RI}, RI,
58 58 epoxicariofileno 0,2 cc-Ms, RIy, RI,

Otros ~ (0,3%)

14 7 3-octanona t GC-MS, RII’ RI2
17 - 3-octanol t GC-MS, RI1

18 . 34 2-metil-butirato hexilo t GC-MS, RIl, RI2
19 6 1-octen-3-ol 0,2 GC-MS, RI,, RI,

TABLA V-11 (continuacion): Aceite esencial de T. aestivus. Resulta-
dos obtenidos en le analisis cuali y
cuantitativo. RI,=Indice de retencidn en
CW-20M. RI,=Indice de retencidn en SE-30.
t=trazas (7<0,2%).
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G) Aceite esencial de Thymus glandulosus.

Contenido en esencia: 0,9% (v/p).
Analisis cuali y cuantitativo:

El aceite esencial de T. glandulosus se ha estudiado, también,
por GC y GC-MS.

En la figura V-16 se muestran los cromatogramas de la esencia
obtenidos en columna de CW-20M y SE-30.

En la tabla V-12 se exponen los resultados del analisis cuali
y cuantitativo del aceite esencial de T. glandulosus.
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FIGURA V-16: Analisis del aceite esencial de T. glandulosus en co-

lumna de CW-20M y SE-30. Condiciones anliticas: ver
apartado V.1.4.B.
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Ne PICO N2 PICO METODOS DE
CW-20M SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION

Hidrocarburos monoterpénicos (76,4%)

1 3 «-pineno 7,2 GC-MS, RI

1’ R
2 4 canfeno 5,3 Ge-MS, RLy, RI,
3 7 p-pineno 0,3 GC-MS, RII’ R12
5 7 mirceno 0,2 GC-Ms, RII' RIZ
[ - ‘ x-felandreno t GC-MS, RIl
- 8 8 -careno t GC-MS, RI,
7 9 o-terpinenc ‘ 0,5 GC-MS, Rll, RIZ
8 10 limoneno 1,8 GC-MS, RIl, RI2
9 - g-felandreno 0,2 GC-Ms, RI1
11 11 ¥-terpineno 2,4 GC-MS, RIy, RI,
12+13 9 p-cimeno 58,0 GC-MS, RIl, RIZ
12+13 14 terpinoleno t GC-MS, RI}’ RIz
17 13 «-p-dimetlilestireno 0,3 GC-Ms, RII’ RI2
Monoterpenos oxigenados (22,5%)
10 10 cineol 1:8 0,3 GC-Ms, RIl’ RI2
28 28 carvacrol metll éter t GC-MS, RI}, RI,
20 12 trans-sabineno hidrato 0,2 GC-MS, RIl’ RI2
a 15 linalol 1,2 " ce-ms, RI, RI,
29 22 terpinen—h-ol ’ 0,8 GC-MS, RII’ RI2
34 - trans-pinocarveol 0,2 GC-MS, RI1
37 23 «-terpineol 0,6 GC-MS, Rll, RIZ
38 21 borneol 8,7 GC-MS, RII’ RIZ
45 25 carveol t GC-MS, RIl, RI2
46 29 geraniol 0,1 GC-MS, RIL’ RIZ
47 - p-cimen-8-o0l 0,5 GC-MS, RIl
52 31 timol 2,4 GC-MS, RIJ_’ RI2
53 32 carvacrol 0,5 GC-MS, RIl’ RI2
18 - oxido linalol t GC-MS, RI1
21 - 6xido linalol t GC-MS, RI1
22 ' 16 canfolenal 0,2 GC-MS, R}, RI,
32 - mirtenal t GC-Ms, RI,
44 27 aldehido cuminico 0,2 GC-MS, RII’ R12

TABLA V-12: Aceite esencial de T. glandulosus. Ver leyenda al final
de la tabla.

- 246 -



N2 PICO N¢ PICO - METODOS DE
CW-204 SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION
- 18 alcanfor 0,8 GC-MS, F(I2
30 - dihidrocarvona t GC-MS, RI1
40 24 .verbenona 4,0 GC-MS, Rll, RI2
48 30 isopiperitenona t GC-MS, RII’ RI2
- 20 pinocarvona t GC-MS, RI2
27 - acetato isobornilo 0,3 ae-Ms, RI
33 19 acetato mirtenilo Q0,3 GC-MS, RII’ RI2
41 33 acetato geranilo 0,8 GC-MS, RII’ R12
Otros (0,45%)
14 - 3-octanol t GC-MS, RI1
16 5 1-octen-3-0l 0,4 GC-MS, RIl,‘ RI2
- [ 3-octanona t GC-MS, RI2

TABLA V-12 (continuacion): Aceite esencial de T. glandulosus. Re-

sultados obtenidos en el analisis cuali
y cuantitativo. RI,=Indice de retencion
en CW-20M. RI.-Indice de retencion en
SE-30. t=trazas (< 0,2%).
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H) Aceite esencial de Thymus baeticus.

Contenido en esencia: 1,0% (v/p).
Analisis cuali y cuantitativo:

La investigacion del aceite esencial de T. baeticus se
ha llevado a cabo por GC y GC-MS.

Los cromatogramas de la esencia obtenidos en columna de
CW-20M y SE-30 se ilustran en la figura V-17.

los resultados obtenidos a partir de la determinacion
de los indices de retencidn, GC-MS y analisis cuantitativo, en
CW-20M y SE-30, se resumen en la tabla V-13.

s . CW-20M

38 46

54

13

2526 35 40
7l 3 43 47 )
J“ &WUL‘ PRl altfle g T i
4 10y
2 25 SE-30

e |-
332
39, 3
34
¥

FIGURA V-17: Andlisis del aceite esencial de T. baeticus en
columna de CW-20M y SE-30. Condicionesanaliticas:
ver apartado V.1.4.B.
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Ne PICO
CW-204

N2 PICO
SE-30

Hidrocarburos monoterpenicos {37,3%)

0
1

10
12
13

Monoterpenos oxigenados (60%)

9
19
23
24
27
32
36
37
b4
45
46
53
54
18
20
21
35

4
5

10
11
13
10
16
12

1l
14
17
18
25
26
24
30
29
33

36

31
34

COMPONENTES %

«-pineno 10,0
canfeno 3,9
§-pineno 2,1
sabineno 0,8
mirceno 1,0
w-felandreno 0,2
o-terpinenc 2,1
limoneno 2,0
¥-terpineno 4,8
p-cimeno 8,0
terpinoleno 0,4
cis-ocimeno 2,1
cineol 1:8 14,4
trans-sabineno hidrato 2,5
linalol 5,3
cis-sabineno hidrato 3,5
terpinen-4-o0l 7,7
trans-pinocarveol t

«-terpineol 4,8
borneol 752
nerol t

carveol 0,2
geraniol 3,2
timol t

carvacrol 2,3
axido linalol 0,2
6xido linalol t

canfolenal t

neral 0,2
geranial 0,3

METODOS DE
IDENTIFICACION

GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MsS,

GC-MS,

GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,

GC-Ms,

GC-MS,
GC-MsS,
GC-MS8,
GC-MS,
GC-MsS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-Ms,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,
GC-MS,

RIl’

RIl’
RIl’
RI

RII’

RIl,
RI

RIl,

RII’
RI

RII’

RI

RI

TABLA V-13: Aceite esencial de T. baeticus. Ver leyenda al final
de la tabla.
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N2 PICO Ne PICO METODOS DE
CW-20M SE-30 COMPONENTES X IDENTIFICACION
28 27 dihidrocarvona 0,3 GC-MS, RII’ RI2
30 - dihidrocarvona 0,3 GC-MS, RI1
34 21 alcanfor 1,5 GC-MS, RI;, RI,
39 28 verbenona 3,7 GC-MS, RI;, RI,
41 32 carvona t GC-MS, RIl, RI2
- 23 pinocarvona 0,2 GC-Ms, RI,
26 35 acetato isobornilo 0,6 GC-Ms, RIl, RI2
31 22 acetato mirtenilo 1,0 GC-MS, RII’ RI
41 37 acetato geranilo 0,2 GC-MS, RII’ R12
49 40 - butirato geranilo . t GC-MS, RIl, RI2
Hidrocarburos sesquiterpénicos (0,2%)
38 p-cariofileno 0,2 GC-MS, RI,
Sesquiterpenos oxigenados (0,2%)
51 41 epoxicariofilenc ‘ 0,2 GC-MS, RIl, RIZ
Otros (0,15%)
11 - 3-octanona t GC-MS, RI1
15 - 3-octanol t GC-MS, RI1
17 6 1-octen-3-0l t GC-MS, RII, RI2

TABLA V-13 (continuacion):

Aceite esencial de T. baeticus. Resulta-
dos obtenidos en el analisis cuali y
cuantitativo. RI,=Indice de retencidn en
CW-20M. RI,=IndiCe de retencidn en SE-30.

t=trazas (<0,2%).
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I) Aceite esencial de Thymus willkomii.

Contenido en esencia: 0,9% (v/p).

Analisis cuali y cuantitativo:

El aceite esencial de T. willkomii ha sido investigado por GC
y GC-MS.

La figura V-18 muestra los cromatogramas de la esencia obteni-
dos en columna de CW-20M y SE-30.

Los resultados del analisis cuali y cuantitativo del aceite
esencial de T.willkomii se resumen en la tabla V-14.

478|110 [116 38M3g ' Mss
Hd @ CW-20M
22 48
23
2
4
15 33

56 78

<
—-——
Er_o

81,33 86
! NM\IA%8’5§B7 88 89 90

SE-30

58 64
1 e [0 53 o163 o8 T 74
7 Jofl bl |6 flf I 215456 60\ 646& \m 73 76 7879 81 g3
234 5318 9ISV 7| 2 Hss\Tea\s\esen Tl 71 2% 5%

FIGURA V-18: Analisis del aceite esencial de T. willkomii en colum-

na de CW-20M y SE-30. Condiciones analiticas: ver
apartado V.1.4.B.
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Ne PICO N2 PICO METODOS DE
CW-20M SE-30 COMPONENTES X IDENTIFICACION
Hidrocarburos monoterpénicos (12,5%)

4 11 «-pineno 1,5 GC-MS, RI,, RI,
5+6 12 canfeno 1,3 GC-MS, RIl, R12
7+8 15 fp-pineno 1,7 GC-MS, RI;, RI,

9 14 sabineno 1,5 GC-Ms, RIl’ RI‘2
10411 15 mirceno 2,1 GC-MsS, RIl’ RI,

12 - «-felandreno t GC-Ms, RIl

- 17 8 -careno t GC-MS, RI,
13+14 18 «-terpineno 0,9 GC-Ms, RII’ RI2
15 19 limoneno 1,8 GC-MS, RI;, RIz
18 20 cis-ocimeno t GC-MsS, RII’ RIZ
19 22 ¥-terpineno t GC-MS, RI).’ RI2
22 18 p-cimeno 0,9 GC-MS, RIl’ RI2
23 - terpinoleno 0,6 GC-MS, RII
Monoterpenos oxigenados (80,7%)
16+17 19 cineol 1:8 20,0 GC-MS, R1,, RI,
33 23 trans-sabineno hidrato 1,7 GC-MS, RIl, RI2
38 25 linalol 25,8 © GC-Ms, RI,, RI,
40 ) 26 cis-sabineno hidrato 0,2 GC-MS, RIl’ RI‘2
46 34 terpinen-4-o0l 3 GC-MS, RIl’ RIZ
50 - trans-pinocarveol t GC-MS, RIl
51 - lavandulol t GC-MS, RI1

- 33 borneol 1,2 GC-MS, RI,

62 40 nerol t GC-MS, RI,, RI,
68 - carveol t GC-MS, RI1
69 39 geraniol 0,2 GC-MS, RIl’ RI2

31 24 6xido linalol 0,2 GC-MS, RI;, RI,

34 - oxido linalol 0,2 GC-MsS, RII
48 - mirtenal t GC-MS, RIl
54 37 neral t GC-MS, RI,, RI,

- 27 canfolenal t GC-MS, RIZ

- 43 geranial t GC-MS, RI2
38 30 alcanfor 1,7 GC-M5, RI;, RI,

- 31 pinocarvona t GC-MS, RI2

- 41 carvona t GC-MS, RI2
39‘ 42 acetato linalilo 2,5 GC-MS, Rll’ RI2

TABLA V-14: Aceite esencial de T. willkomii. Ver leyenda al final

de la tabla.

- 252 -




Ne PICO Ne PICO METODOS DE
CW-20M SE-30 COMPONENTES % IDENTIFICACION
43 46 acetato isobornilo 0,6 GC-MS, RIl’ RI2
44 45 acetato lavandulilo t GC-MS, RIl, RI2
55 51 acetato X-terpenilo 22,2 ‘ GC-MS, RII’ RIZ
60 52 acetato geranilo - 0,3 GC-MS, RII’ RI2
64 - isobutirato geranilo t GC-MS, RI1
65 59 propionato geranilo 0,2 GC-MS, RII' RIZ
73 &9 butirato geranilo t CC-MS, RII’ RI2
- o 57 propionato citronelilo t GC-MS, RI2
- 60 butirato bornilo t GC-MS, RI2
Hidrocarburos sesquiterpénicos (1,3%)
- 58 (3-cariofileno L0 Ge-Ms, RI,
- 61 &-humuleno t GC-MS, RI2
- 62 ° f3-cubebeno t GC-MS, RI2
56 64 D-germacreno t GC-MS, RIl’ RI2
59 66 biciclogermacreno t GC-MS, RIl, RI2
- 67 o~-cadineno t GC-MS, RI2
‘ - - 68 $-cadineno t GC-MS, RIZ
Sesquiterpenos oxigenados (1,4%)
81 70 f3-elemol t GC-MS, RI,, RI,
84 - T-cadinol t GC-MS, RI;
85 80 10~epicadinoi t GC-MS, RII’ RIZ
86 77 «-elemol t GC-MS, RIl’ RIZ
87 - «-cadinol t GC-MS, RI1
- .71 ) hedicariol t GC-MS, RI2
- o072 &~-cadinol t GC-MS, RI2
- 73 epoxiisocariofileno 0,2 GC-MS, RI2
78 74 epoxicariofileno 0,8 GC-Ms, Rll, RIZ
Otros (0,4%)
20 - 3-octanona t GC-MS, RI1
- 25 7 hexanol t GC-MS, RY;, RI,
26 - acetato 3-octenilo t GC-MSy RI1
29 - butirato hexilo t GC-MS, RI1 .
30 ‘ 13 l-octen-3-0l 0,2 GC-MS, RI;, RI,
32 - butirato cis-3-hexenilo t GC-MsS, RIl

TABLA V-14 (continuacion): Aceite esencial de T. willkomii. Resul-
tados obtenidos en el andlisis cuali y
cuantitativo. Ri,=Indice de retencion en
CW-20M. RI,=Indice de retencion en SE-30.
t=trazas (¥<0,2%).
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V.2.3.- ESPECTROS DE MASAS Y FORMULAS DE LOS COMPUESTOS IDENTIFICADOS.

A) Hidrocarbures monoterpénicos.
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«-p-Dimetilestireno

B) Monoterpenos oxigenados.
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