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Resumen

Resumen

Dentro de las plantas aromaticas insertadas en el programa de medicina verde del Ministerio de Salud Publica
se encuentra el Melaleuca leucadendron L cuyo extracto alcohdlico, producido en todos los laboratorios de
fitofarmacos del pais, se expende para su uso, como antiséptico, de las vias respiratorias. Teniendo en
cuenta el efecto terapéutico propuesto y la poca informacion de esta planta en la literatura, relacionada con
dicha accion, en el presente trabajo se propone estudiar el aceite esencial presente en las hojas de la planta
buscando la relacion del mismo con la accion farmacol6gica que estd descrita en dicha guia y que coincide
con el uso tradicional reportado para la poblacién cubana. En el presente trabajo se realiz6 la extraccion y
determinacion del rendimiento del aceite esencial de la planta en estudio empleando las técnicas de
hidrodestilacién y arrastre con vapor; para esto previamente se calculd el % de humedad presente en la
planta mediante el método de desecacién por tolueno, permitieron determinar el % de aceite en las hojas, en
base seca, que resulto ser de 1.72%.

La Cromatografia Gaseosa acoplada a la Espectrometria de Masa permitio estudiar la composicion del aceite
determinandose 3 componentes presentes en el mismo. El 1,8-Cineol constituy6 el componente mayoritario siendo
segun lo reportado el de mayor interés para el estudio.

Como ensayo cualitativo se determinaron los indices de calidad reportados en la busqueda bibliografica para
el aceite obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron L., valores que se corresponden con los
reportados para otros aceites esenciales en las farmacopeas vigentes. Finalmente en el trabajo se validé la
Cromatografia de gases, como técnica analitica cuantitativa para realizar la determinacién cuantitativa del
Cineol presente en el aceite esencial del Melaleuca leucadendron L. La técnica resulté ser Lineal, Precisa,

Exacta, Especifica y Sensible. El contenido de Cineol fue de un 46.53%.
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Obtencién, composicién y determinacion de Cineol en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
leucadendron L por GC.



iNDICE

INtroducCion......c.ccisnmsnnnnn
CAPITULO I. Revision bibliografica............cccovveererirmnnniniicic v
1.1.Consideraciones generales acerca de las plantas medicinales. Plantas aromaticas. .............

1.2, ACEIES BSENCIAIES. ... .vuviiiiii it
1.3. Andlisis de aceites esenciales para su identificacion y control de calidad............................
1.4. Determinacion de los parametros de desempeiio de los métodos analiticos.........................
1.5. Melaleuca leucadendron L. ...............coeiiiiiiiiiiiiiiie e

1.6. Consideraciones finales del estudio bibliografico. .............ccovviviiiiiiiiiiiiii

CAPITULO II. Materiales y MEtOGOS..........ceevrrereeereeesreiseesesessessesesresessesessesessens
2.1. Aceite esencial, eqUIPOS Y FEACHIVOS........uuuvviiiiiiiieeeee e
2.2. Obtencion del aceite. Determinacion del rendimiento de aceite esencial obtenido a partir de

las hojas de Melaleuca leucadendron L. ..............ccccooiuiiiiiiiiiiiiiiiiii

2.3. Determinacion de la composicion del aceite utilizando la técnica GC-MS. ................
2.4. Determinacion de los indices de calidad del aceite esencial obtenido a partir de las hojas

Melaleuca [eucadendron L. ..o

2.5. Identificacidn del Cineol presente en el aceite por CCD. ............ccovveeieiiiiieiiiiiiiiiiiinin,

2.6. Perfil Cromatografico del aceite. ...........oooiiiriiiii
2.7. Determinacion cuantitativa del Cineol presente en el aceite esencial mediante Cromatografia
GASEOSA (GC). ..ttt

2.7.1. Validacion de la técnica analitica de Cromatografia de Gases (GC) para la cuantificacion de Cineol
enelmaterial vegetal. .........ovriii i

CAPITULO Ill. Analisis y discusion de 10S reSUHAAOS . ......eeuerernrrernsreesereenssennssennsesens
3.1. Determinacion del rendimiento de aceite esencial de Melaleuca leucadendron L. .............

3.2. Resultados de los indices de calidad del aceite obtenido a partir de las hojas de Melaleuca
JEUCAAENAION L.t

3.3. Identificacion del Cineol presente en el aceite por CCD. .........coovvveiviiiiiiiiicicieccie e

3.4. Perfil cromatografico del aceite esencial de Melaleuca leucadendron L. ...............c.ccccocou..

3.5. Determinacion de la composicion del aceite utilizando la técnica GC-MS. ...........cccccoeveeenne.n.

3.6 Determinacion cuantitativa de Cineol presente en el aceite esencial mediante Cromatografia gaseosa

(0 PO UUPRPRRRPPPI
CONCIUSIONES......coeerrrrerisisseseseseessssssssssss s ssssrsrssssse s s s s snssesr s s e s se e e as sassssssnssssessseseseseasassnsnes
RECOMENAACIONES......uuuieiiiiiieeeeerrrrrrssssssss s s s s s s s e es e s s e s e e e e e e rssssssassessseseneeenernnnnsnnnsnsnens

Bibliografia..........cccoirimmmniiiriirrr e ———————————————————————

Luis Miguel Pavia Quintero.

Obtencién, composicién y determinacion de Cineole en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
Leucadendron L. por GC.

N —
NSRN arpr-

25
28

30
30

31
35

36

38

38
39
40

43
43



indice

Luis Miguel Pavia Quintero.

Obtencién, composicién y determinacion de Cineole en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
Leucadendron L. por GC.




™ Introduccién 1

Introduccion

El aprovechamiento por el hombre de las plantas aromaticas y medicinales, asi como la extraccion y
utilizacién de sus esencias, hay que buscarla en la més remota antigliedad, segun consta en diversos
testimonios histéricos pertenecientes a distintas civilizaciones y culturas. Las primeras fuentes histéricas de
las esencias proceden de Egipto, donde 40 siglos antes de Jesucristo ya preparaban esencia de cedro. Los
egipcios instruyeron en estas practicas a los griegos, que a su vez las transmitieron a los romanos. En la
Edad Media los arabes perfeccionaron la destilacion de las plantas aromaticas favoreciendo asi el desarrollo
de la naciente y rudimentaria farmacia. En el siglo XIlI los alquimistas vendian aceites esenciales, siendo uno
de los mas cotizados el de romero. En el siglo XV eran conocidas las esencias de almendras amargas,
espliego, canela, ginebra, rosa, salvia y lavanda, entre otras. Un siglo después, mas de sesenta esencias
nuevas se afiadian a estas, y en el siglo XVII practicamente estaban aisladas todas las esencias. En el siglo
XIX se practicaron los primeros analisis quimicos de esencias y otros principios activos de los vegetales. Con
la aplicacion del microscopio y la quimica analitica nace la farmacoquimica. En 1811 se aisla la morfina del
opio, se desarrolla un movimiento investigador, a escala mundial, para conocer la composicion quimica de los
vegetales, y se inicia la base de la industria farmacéutica, perfumera y condimentaria actual (Palacio, L.
2000).

Cada dia se presta mas atencién al estudio de las plantas medicinales, de forma tal que la etnobotanica y la
fitoterapia estan tomando un gran auge en el mundo actual, tanto en la medicina aplicada como en la
investigacion experimental. EI 80 % de la poblacion mundial, aproximadamente unos cuatro mil millones de
personas, utiliza las plantas como principal remedio medicinal en muchas de sus dolencias. Llama la atencion
la creciente demanda de esta terapia sobre todo en los paises de mayor desarrollo donde resurge la
necesidad de lo natural y el rechazo a una medicina iatrogénica; por su parte en los paises de menor
desarrollo constituye un recurso ancestral trasmitido de generacion en generacion como parte de las
tradiciones enraizadas en cada uno de ellos (Martinez, I. 2000).

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas de gran importancia en la industria alimenticia, de
jaboneria y perfumeria y en la industria farmacéutica, los cuales se han usado con fines terapéuticos desde

tiempos antiguos en paises tan diversos como Egipto, Italia, India y China.

Luis Miguel Pavia Quintero.
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™ Introduccién 2

Actualmente tienen gran auge en Aromaterapia. La propiedad de los aceites esenciales de presentar
pequefio tamafo molecular los convierte en uno de los pocos agentes terapéuticos que facilmente penetran
en los tejidos corporales.

Las plantas sintetizan y almacenan aceites esenciales en diversas partes como flores, hojas, brotes, tallos,
madera, frutos, semillas, corteza, resinas, raices y/o rizomas, y presentan estructuras secretoras
especializadas que vierten la esencia al exterior (Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas
Medicinales y Aromaticas. Marzo 2005).

Desde el punto de vista histdrico la produccién de aceites esenciales se ha situado en los paises
desarrollados, importando la materia prima vegetal desde los paises subdesarrollados. Debido a la sencillez y
factibilidad econdmica se ha ido desplazando hacia los paises subdesarrollados que antafio exportaban el
material vegetal. En 1960 por primera vez en Cuba se realizaron investigaciones sobre aceites esenciales
dirigidas por el Dr. Ernesto Gomez Muijica y con el apoyo del Dr. Juan Tomas Roig. (Via, 1999).

Actualmente el mercado de los aceites esenciales naturales esta sometido a una presion creciente: por una
parte los paises en vias de desarrollo tratan de mantener, mediante aumento de los precios, el valor real de
sus productos y por otra parte los que controlan financieramente las principales empresas de elaboracion y
composicion de mezclas, obligan a sus técnicos a mantener, e incluso a reducir el costo de las formulas, lo
cual los induce a usar ingredientes de origen sintético que son mas abundantes y baratos en la actualidad.
Esta situacién, unido al hecho de la mayor uniformidad en la calidad y garantia del suministro de los productos
de sintesis, determinan un escollo para la comercializacion de estas sustancias en el mercado internacional
(Carballo, A. 1991).

La flora cubana presenta una diversidad tal que justifica el interés de su estudio sistematico, con el objetivo de
detectar la presencia y abundancia de productos que puedan ser interesantes como materias primas de valor
en diversos campos industriales o de aplicacion farmacéutica. Es importante destacar dentro de esta
vegetacion, la presencia de numerosas plantas aromaticas, endémicas o introducidas, que se han adaptado a
nuestra geografia y clima. Algunas de ellas se utilizan como fuentes de aceites esenciales sin embargo
existen otras aun no explotadas, cuyos extractos o aceites podrian ocasionar la creacion de nuevos productos

para sustituir importaciones o generar nuevos renglones exportables (Bohemia, nov; 1999).

Luis Miguel Pavia Quintero.

Obtencidn, composicién y determinacion de Cineol en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
leucadendron L. por GC.



™ Introduccién 3

Nuestro pais no esta exento de todo este rescate de la medicina popular lo cual tiene gran importancia desde
el punto de vista econdmico y dentro del campo de la salud publica, constituyendo una alternativa a tener en
cuenta por nuestros investigadores, debido a que pose una rica flora y una valiosa tradicion en el uso de las
plantas medicinales. Aunque es un pais en vias de desarrollo y con limitados recursos econémicos, tiene un
cuadro de salud de eminentemente de nacion desarrollada ademés de garantizar plenamente el acceso de
toda la poblacién a los servicios médicos de alta calidad que se perfeccionan cada afo, especialmente con la
inclusion del médico de la familia. Dentro de las plantas aromaticas insertadas en el programa de medicina
verde del Ministerio de Salud Publica se encuentra el Melaleuca leucadendron L., cuyo extracto alcohdlico,
producido en todos los laboratorios de fitofarmacos del pais, se expende para su uso, como antiséptico de las
vias respiratorias, (Guia Fitofarmacos, 1992). Teniendo en cuenta el efecto terapéutico propuesto y la poca
informacién de esta planta en la literatura, relacionada con dicha accion, en el presente trabajo se propone
estudiar el aceite esencial presente en las hojas de la planta buscando la relacién del mismo con la accion
farmacoldgica que esta descrita en dicha guia y que coincide con el uso tradicional reportado para la

poblacion cubana. Constituye, por tanto, el problema cientifico del presente trabajo que el aceite esencial,

obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron L., cultivada en Cuba, no posee estudios reportados que
describan su composicién, lo cual resultaria importante para explicar las acciones farmacoldgicas que
justifican el uso de la planta en la medicina tradicional cubana. Tampoco se dispone de la informacién fisico
quimica necesaria para el establecimiento de los parametros de control de la calidad del aceite esencial de
dicha planta. Para resolver dicho problema se trazaron los siguientes objetivos:
1. Determinar el rendimiento de aceite esencial en las hojas de Melaleuca leucadendron L., aplicando la
técnica de hidrodestilacion y arrastre con vapor.
2. Evaluar y comparar la composicién del aceite, obtenido por hidrodestilacion y por arrastre con vapor,
empleando la Cromatografia Gaseosa acoplada a la Espectrometria de Masa (GC/MS).
3. Realizar la evaluacion de la calidad del aceite a través de los indices cualitativos establecidos en las
Farmacopeas vigentes.
4. Desarrollar y validar la técnica de Cromatografia de gases para cuantificar el Cineol presente en el

aceite esencial.
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CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

11. Consideraciones generales a cerca de las plantas medicinales. Plantas aromaticas.

Las plantas con propiedades beneficiosas para la salud humana vienen acompafando al hombre desde sus
origenes. En los tiempos méas remotos, los pueblos primitivos atribuian los efectos curativos de las plantas a
la intervencion de alguno de sus dioses. En nuestros dias, los cientificos han descubierto y desarrollado
drogas efectivas para el tratamiento de diversas afecciones a partir de compuestos aislados de diferentes

plantas (Barquero A., 2007).
1.1.1. Definiciones
Sobre las plantas medicinales y aromaticas tenemos disimiles opiniones y conceptos aqui abordamos 4

tomadas de (Palacio L., 2000):

Planta oficinal Es la que por sus propiedades farmacoldgicas esta recogida en la farmacopea o que forma

parte de un medicamento preparado conforme a las reglas de aquella.

Plantas _aromaticas: Son aquellas plantas medicinales cuyos principios activos estan constituidos, total o

parcialmente, por esencias. Representan alrededor de un 0,7 por 100 del total de las plantas medicinales.

Plantas condimentarias o especias: Existe un cierto numero de plantas aromaticas, por tanto medicinales, que

el hombre utiliza por sus caracteristicas organolépticas, que comunican a los alimentos y bebidas ciertos
aromas, colores y sabores, que los hacen mas apetitosos, gratos y sabrosos al olfato, vista y paladar. Son las
llamadas plantas condimentarias, utilizadas en guisos, adobos, alifios y licoreria, tales como ajedrea, anis,
ajo, azafran, cilantro, comino, hinojo, menta, orégano, romero, salvia, tomillo, etcétera, que ademas tienen

propiedades antioxidantes, y conservantes de alimentos y bebidas.

Plantas medicinales: Son aquellos vegetales que elaboran unos metabolitos secundarios, llamados

«Principios activos», sustancias que ejercen una accion farmacologica, beneficiosa o perjudicial, sobre el

organismo Vvivo.

Luis Miguel Pavia Quintero.
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SN Capitulo I. Revision Bibliografica. -

Su utilidad primordial, a veces especifica, es servir como droga o medicamento que alivie las enfermedades o
restablezca la salud perdida. Constituyen aproximadamente la séptima parte de las especies existentes, un
14,5 por 100 de estas.

1.1.2. Precedentes historicos

Pero. ¢ Qué antecedentes tenemos de esta relacion entre el hombre y las plantas? Son innumerables,
desde los anecdéticos hasta los testimoniales, desde los personales hasta los culturales, desde los
mitologicos hasta los cientificos. La prueba més antigua que existe sobre el uso de las plantas como
medicinas en el Paleolitico medio fue encontrada en 1960 por Ralph Solecki, al descubrir una tumba con
varios restos fosiles de neandertales en la cueva de Shanidar, situada en las montafias de Zagros (Irak). Uno
de los esqueletos, denominado Shanidar IV, estaba cuidadosamente colocado en posicion fetal sobre un
lecho de belcho junto con varias especies diferentes de flores: milenrama, aciano, cardo de San Banaby,
hierva cana, jacinto, y una especie de malva, segin se desprende del andlisis de las muestras de polen y
semillas halladas en el lugar. Estudios posteriores revelaron que siete de las ocho flores que se encontraron
en esta tumba tienen propiedades medicinales que abarcan desde el alivio del dolor de muelas y la
inflamacidn hasta su uso como cataplasma y para las convulsiones.

Este andlisis hace suponer que la gente de Shanidar tenia conocimiento de algunas de las propiedades
medicinales de las flores y que por eso las seleccionaron para el entierro de este individuo que, segun
Solecki, podia haber sido una especie de curandero o chaman en su grupo. Antes del nacimiento de la
escritura, todos los conocimientos se transmitian oralmente, alrededor del afio 2800 a.C. se encuentra el
primer documento escrito que registra el uso de las plantas medicinales. Aparece en unas tablillas de arcilla
pertenecientes a la cultura de los Sumerios, un pueblo que vivia al sur de los rios Eufrates y Tigris. Aunque el
primer tratado sobre el tema, el Pen Tsao, se le atribuye al emperador chino Shen Nung) que rein6 en el siglo
XXVIl a.C., donde se describen y clasifican 366 hierbas con aplicaciones medicinales para aquella época. Los
egipcios también utilizaban las plantas con fines curativos, el documento impreso mas interesante es el Papiro
de Ebers que comprende una extensa lista de plantas medicinales que se utilizan aun hoy en dia como el opio
y el aloe. Hipdcrates de Cos (460-377 a.C.), considerado el padre de la medicina, sistematizé los grupos de
medicamentos, dividiéndolos en purgantes, narcéticos y febrifugos, para prepararlos se usaban simples

vegetales y minerales y algunas sales de naturaleza inorganica.
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SN Capitulo I. Revision Bibliografica. -

Claudio Galeno (130-200), considerado el fundador de la actual farmacia galénica, también hace referencia al
uso de las plantas medicinales en su obra De Simplicibus medicinis. Las civilizaciones Prehispanicas del
Nuevo Mundo también hacian uso de las plantas con propositos curativos Los Aztecas, Mayas e Incas tenian
extensas farmacopeas. Durante la época de la conquista, el uso de las plantas medicinales se extendia a lo
largo de todo el continente, desde el Artico hasta Tierra del Fuego. Hay muchos documentos que relatan
como las plantas se utilizan con fines terapéuticos en todo el mundo y desde tiempos remotos. Sin embargo,
la idea de utilizar como medicamento un compuesto “puro” obtenido a partir de una planta con accion
terapéutica, surge en 1803 con el aislamiento de los primeros alcaloides. El farmacéutico aleméan Friedrich
W.A. Sertlirner los descubre intentando obtener el principio activo del opio (Barquero A., 2007).

Hasta la década 30 del pasado siglo, los productos naturales jugaban un rol principal dentro de los
tratamientos terapéuticos, siendo desplazados a partir del auge de la sintesis quimica y el descubrimiento y
uso de los antibidticos, lo que provoca el desarrollo acelerado de los medicamentos cuyos principios activos
se obtenian de forma sintética. Sin embargo, en las Ultimas décadas puede observarse como tendencia
mundial, un aumento del consumo de plantas medicinales, tanto en los paises industrializados como los del
tercer mundo (Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas., Julio 2002).
En el afio 2006, el mercado farmacéutico mundial fue de 643 miles de millones de délares y el mercado de
las plantas medicinales llego a los 62 miles de millones de ddlares con una tasa anual de crecimiento
estimada segun un informe del Banco Mundial de entre el 5 y el 15%. Es decir, ademés de los farmacos
derivados de plantas que se comercializan a través de la industria farmacéutica, existe un mercado de hierbas
medicinales que se venden como suplementos dietarios o “medicinas naturales o tradicionales” que se
encuentra en expansion. Para los paises industrializados, estas se han convertido en fuentes importantes de
ingredientes para el desarrollo de formulaciones farmacéuticas y al mismo tiempo su empleo directo como
alternativa a las prescripciones sanitarias. Tal ha sido el éxito de las plantas como fuente para aislar
compuestos bioactivos para su uso directo 0 como precursores de moléculas modificadas por sintesis quimica
para producir nuevas entidades patentables con mayor actividad y/o menor toxicidad que, en la actualidad,
casi el 25% de los farmacos que se prescriben contienen uno 0 mas principios activos derivados de alguna
planta, segun datos del National Prescription Audit de los Estados Unidos obtenidos sélo de farmacias
(Barquero A., 2007).
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Para el segundo grupo (paises del tercer mundo) que es la mayoria, las plantas medicinales, en mas de un
80% de su poblacién es la Unica alternativa posible para obtener recursos terapéuticos. En Asia, millones de
personas mantienen su salud mediante el uso de hojas, raices y cortezas de arboles. Es reconocido que las
plantas medicinales y aromaticas constituyen cada vez mas un mercado promisorio, en parte por el
surgimiento del ‘consumo verde” que reconoce la unidad del hombre con la naturaleza (Boletin
Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas., Dic. 2002).

Las plantas medicinales y aromaticas tienen multiples fines, que van desde tratamientos de belleza,
terapéuticos y medicinales hasta fuente de venenos y material prima para industrias de colores, aromas y
sabores, asi como en la industria alimenticia y agroquimica. Las plantas aromaticas y sus productos son en si
mismos medicamentos, que contienen principios activos, a los cuales el hombre imito para lograr los
medicamentos de la industria farmacéutica que conocemos tradicionalmente. Las plantas sintetizan y
almacenan aceites esenciales en diversas partes como: flores, hojas, brotes, tallos, madera, frutos, semillas,
corteza, resinas, raices y/o rizomas, y presentan estructuras secretoras especializadas que vierten la esencia
al exterior (Stamm M., 1970).

1.2. Aceites Esenciales.

Los aceites esenciales son sustancias aromaticas de gran importancia en la industria alimenticia, de
jaboneria y perfumeria y en la industria farmacéutica, los cuales se han usado con fines terapéuticos desde
tiempos antiguos en paises tan diversos como Egipto, Italia, India y China. Actualmente tienen gran auge en
Aromaterapia. La propiedad de los aceites esenciales de presentar pequefio tamafio molecular los convierte
en uno de los pocos agentes terapéuticos que facilmente penetran en los tejidos corporales. Los aceites
esenciales a partir de especies vegetales con propiedades terapéuticas son escasamente extraidos en
nuestro pais, la mayoria de las materias primas empleadas por la Industria farmacéutica cubana, derivadas de

productos naturales son importadas.

1.2.1. Accién Farmacoldgica
Debe sefialarse que muchos aceites volatiles poseen propiedades antisépticas; las acciones antibacterianas,

antimicrobianas y antifingicas de las esencias han sido objeto de una serie de investigaciones.
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Es probable que por este efecto bacteriostatico se haya dado tanto valor a las especias durante el periodo
babilénico, y que por eso se decia que “Valen por su peso en oro”. Por lo tanto debido a sus condiciones
preservativas y a su fragancia, las especias se mezclaban con los alimentos desde la remota antigiedad. Es
indudable que la presencia de aceites antisépticos en las especias evita el excesivo desarrollo de las
bacterias que descomponen los alimentos (Cook E. y col., 1953). Esta accion es posiblemente la accion
méas conocida y usada de las esencias, casi no hay esencias que no tengan accién antimicrobiana, aunque
hay muy pocas que tienen efecto antifingico. Otras presentan accion antihelmintica y antiparasitaria. Esta
accion constituye la mas abundante en los reportes de comprobacién de la accidén farmacolégica de los
aceites esenciales, como ejemplo citamos algunos articulos de los ultimos afios que muestran esta afirmacion
y que solo constituyen una infima representacion (Petrovié S. y col., 2009; Kuzma L. y col., 2009;
Shafaghat A. y col., 2009).

Otra accion ampliamente estudiada ha sido el efecto antioxidante en varias esencias naturales como en: la
manzanilla, la menta, el hinojo y el tomillo. Algunos efectos adversos reconocidos y que comunmente
presentan las esencias son: accion alergénica como la manzanilla, efecto fotosensibilizante como las
esencias citricas no descumarinizadas. Efectos alucindgenos y hepatotoxicos de especies con esencias ricas
en tuyonas. Otras ricas en fenoles pueden provocar dermatitis por contacto o quemaduras (clavo, tomillo y
algunas salvias). Posible efecto abortivo y hepatotoxico de esencias ricas en pulegona. Una gran variedad de
aceites esenciales son empleados como repelentes de insectos, tanto en productos de uso hogarefio, de uso
industrial y agronémico. La esencia mas comun para esta finalidad es la de citronela, especialmente para

mosquitos y moscas (Bandoni A., 2000).

1.2.2. Obtencion de los aceites esenciales. (Bandoni A., 2000).

Se pueden obtener por los siguientes métodos: Expresion, extraccion y destilacién,

Los dos primeros metodos de extraccion no incluyen el empleo de calor por lo que evitan la descomposicion
del aceite:

EXPRESION:

El material del cual se pretende extraer el aceite se humedece al maximo posible y se tritura en pequefias
porciones; posteriormente (por medio de una prensa), se “exprime” obteniéndose un liquido, el cual se

separa en dos capas al dejarse en reposo.
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EXTRACCION:
Se utiliza cuando el aceite se descompone facilmente o se haya en cantidades tan pequefias que no es
posible su obtencién por los métodos citados. En estos casos se extrae por disolucién o adsorcion del aceite
en disolventes inmiscibles entre ellos o volétiles a través de procesos como maceracion, digestion,
eufloracion o lixiviacion.
DESTILACION:
La Destilacién es un método para separar los componentes de una solucion, el que depende de la
distribucion de las sustancias entre las fases gaseosas y liquidas y es aplicable a los casos donde todos los
componentes se haya presentes en ambas fases. En lugar de introducir una nueva sustancia a la mezcla, la
nueva fase se crea de la soluci6n original por evaporacion y condensacion.
Teniendo en cuenta que la destilacion fue el método empleado en el presente trabajo a continuacién se
exponen los aspectos mas importantes sobre este método (Meireles A., 2009) : El mismo se clasifica en:

v" Destilacién con agua (hidrodestilacion)

v" Destilacién con agua y vapor de agua.

v" Destilacién con vapor directo (arrastre con vapor de agua)
Estos métodos estan sujetos a las consideraciones teoricas para una destilacion de sistema de dos fases.
La separacion se realiza en virtud de la diferencia en las presiones de vapor de los componentes. La fase
vapor se enriquecerd en los componentes mas volatiles (mayor presiéon de vapor) y la fase liquida se
enriquecera de los componentes menos volatiles. Una mayor diferencia en las presiones de vapor, permite
una mayor facilidad en la separacion y obtencién de mayor pureza en los componentes separados.
Cuando la diferencia en las presiones de vapor es muy pequefia y se desea obtener un componente
relativamente puro se requiere una Destilacion Fraccionada. Un criterio a tener en cuenta es el aumento

proporcional del punto de ebullicién con el peso molecular de hidrocarburos.

v Destilacién con agua (hidrodestilacion): Cuando se emplea este método ponemos en contacto directo

el material vegetal con agua hirviendo. EI material puede flotar en el agua o quedar totalmente sumergido
en dependencia de su peso especifico 0 de la cantidad del mismo que se emplee; el agua ebulle por

aplicacion del calor, que puede ser directo, por enchaquetamiento o serpentines cerrados.
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El rasgo caracteristico de este método radica en el contacto directo entre el agua en ebullicién y el material
vegetal, por lo que la accion quimica del agua sobre el material es méxima. Este método se emplea
generalmente cuando el material es seco y no se altera por ebullicion, ademas presenta algunos
inconvenientes.

Este método aparece reportado en la mayoria de las investigaciones relacionadas con aceites esenciales, que
incluyen su extraccion. Algunos ejemplos de los articulos publicados en los dos Ultimos afios muestran su
amplio uso (Rezaeinodehi A. y Khangholi S., 2008; Al-Harrasi A. y Al-Saidi S., 2008; Palacios S. y col.,
2009; Cosge B. y col., 2009; Miller S. y col., 2009; Cavara S. y col., 2009).

v

Destilacién con agua y vapor de agua: En este método el material vegetal es soportado en una rejilla

insertada a determinada altura sobre el fondo del destilador. La parte mas baja del mismo es llenada con
agua hasta un limite por debajo de la rejilla pudiendo calentarse esta por cualquiera de los métodos
anteriormente descritos. Se emplea vapor saturado (himedo) de baja presién, el cual asciende a través

del lecho del material vegetal.

v' Destilacién _con vapor vivo o directo (Arrastre con vapor): Este método se diferencia del anterior en que la

parte inferior del destilador no se llena con agua. El vapor vivo, sobresaturado con presiones superiores a
la atmosférica, se introduce por el fondo del alambique pasando a través de la carga de materia vegetal
contenida en un cesto o rejilla. Este vapor arrastra las gotas de esencia hacia la camara condensadora
donde son condensados los vapores de la esencia y del agua resultante de la destilacion, obteniéndose
dos fases: una oleosa y una acuosa.
Se plantea que es preferible su uso cuando se trata de drogas frescas como menta y hierva buena,
llevandose las partes cosechadas directamente a la cdmara de destilacion, sin que excluya la posibilidad de
destilar material seco: en este Ultimo caso debe evitarse que el vapor se recaliente excesivamente ya que las
altas temperaturas pueden afectar la calidad del aceite y aumentar la presién en el interior del destilador

debido a la resistencia opuesta a su paso a través del material.

Luis Miguel Pavia Quintero.

Obtencién, composicién y determinacion de Cineol en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
leucadendron L. por GC.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rezaeinodehi%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Khangholi%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Al-Harrasi%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Al-Saidi%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cosge%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Cavara%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

SN Capitulo . Revision Bibliografica. —

Este método aunque, en los Ultimos afios ha sido desplazado por la hidrodestilacién y otras técnicas
modernas de extraccion, mantiene su vigencia, muestra de ello es su uso en reportes de los Ultimos afios.
Wang Y., 2008; Edris A.y col., 2009; Oliveira V. y col., 2009, por solo citar algunos ejemplos emplearon la
técnica como via para extraer el aceite esencial en las especies Chrysanthemum morifolium, Nigella spp y
Cymbopogon citratus, respectivamente.

EL mayor inconveniente de este método se basa en que cuando estan secas las membranas celulares, no
son apenas permeables y el aceite esencial no puede fluir hacia el exterior, por esta razon en los casos que lo
amerite, se debe someter el material a una trituracién o molienda previa y es recomendable embeber el
material con vista a que no se descompongan los componentes quimicos, pues con esta operacion se
contribuye a regular la temperatura ademas de ayudar a la volatilizacion del aceite el cual puede alterarse a
temperaturas tan elevadas como las que se alcanzan durante el proceso.

Existen autores que plantean la extraccion de aceites esenciales mediante el método de extraccion super
critica, utilizando diéxido de carbono liquido como agente extractor, esto se ha probado en algunas plantas
como: Jengibre, Nuez Moscada, Vainilla, Pimiento, Clavo, Bayas, etc. Este tipo de extraccién brinda las
ventajas de obtener aceites con mayor grado de pureza y mejor porcentaje de extraccion, este método es
muy eficiente, pero muy costoso, lo que no justifica por el momento su aplicacién en nuestras condiciones
(Moyler D., 1998).

El rendimiento de los aceites esenciales depende exclusivamente de su naturaleza y de las condiciones en
que se encuentre la materia prima vegetal; puede darse como promedio normal para este tipo de industria un
rendimiento de 1 % al 2 % para la mayor parte de los aceites extraidos por arrastres en corriente de vapor de
agua. Existen casos extremos, asi es el caso de la esencia de rosas, el rendimiento cae a un 0.025 % es
decir, que se requieren destilar 4000 libras de pétalos de rosa para obtener una libra de aceite. Por el
contrario el aceite esencial de clavo se obtiene con un rendimiento de 16 % (Dalla V., 1999).

Existen también factores que influyen en la calidad y rendimiento del aceite esencial, teniendo en cuenta el
momento oportuno de la cosecha, como son: el periodo de vegetacion, condiciones atmosféricas, latitud,

altitud, condiciones del terreno, etc. (Cuellar A., 1983).
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1.2.3. Composicion de los aceites esenciales.

El contenido y la composicién quimica de los aceites esenciales en las plantas se modifica en dependencia de
diferentes factores como: tipo de suelo, condiciones climaticas y por tanto la época del afio, edad de la planta,
estados vegetativos y varia en los diferentes 6rganos del vegetal. Practicamente todos los aceites volatiles
consisten en mezclas de principios quimicos que a menudo son muy complejos, y varian ampliamente en su
composicién quimica, la mayoria de los cuales hierven entre 150 y 300 °C.

En ellos puede haber casi cualquier tipo de compuesto organico y solamente unos pocos poseen un solo
componente en porcentaje elevado (la esencia de mostaza contiene no menos del 93% de isotiocianato de
alilo, la esencia de clavo contiene no menos de 85% de sustancias fendlicas, principalmente eugenol)
(Calcines H., 1993).

La palabra aceite esencial puede inducir a engafio, pues la mayor parte de su composicion no es grasa. Se
trata de sustancias muy volatiles que gracias a esta caracteristica son captadas rapidamente por el olfato. Los
constituyentes quimicos fundamentales de los aceites esenciales corresponden a los terpenoides, que en su
inmensa mayoria son multiplos de unidades de isopreno, CsHg, unidos de cabeza a cola (extremos). La
mayor parte de los aceites volatiles estan constituidos principalmente por monoterpenoides, intimamente
relacionados con ellos estan los sesquiterpenoides y los diterpenoides no oxigenados. La oxigenacion de los
terpenoides puede producirse naturalmente, como lo demuestra la presencia de alcoholes, aldehidos,
cetonas, fenoles, éteres fendlicos, ésteres y oxidos. Estos compuestos oxigenados son los responsables de

los olores, sabores y propiedades terapéuticas de los aceites volatiles (Bandoni A., 2000).

1.3. Andlisis de aceites esenciales para su identificacion y control de calidad. (Cuellar A., 1983;
Bandoni A., 2000).

Los parametros analiticos utilizados en el control de calidad de los aceites esenciales, se realizan con el

objetivo de normalizar las especificaciones de calidad de producciones nuevas o realizar el control de calidad
de una produccion determinada, ademéas permite conocer si cierto aceite esencial ha sido adulterado o
deteriorado, por el tiempo o por falta de condiciones de almacenamiento adecuadas.

Estos parametros incluyen:
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1. Caracteristicas organolépticas:

v Olor: Es sumamente variable el olor de los aceites volatiles, que es su propiedad caracteristica, y que
se modifica notablemente cuando les da el aire. El aceite de trementina se puede rectificar por
destilacion en atmosfera de gas carbdnico o al vacio, de suerte que sea casi inodoro o que tenga olor
suave agradable. Con todo, basta que dé por breve el aire para que vuelva a adquirir su conocido olor
desagradable. Otros aceites que contienen terpenos se oxidan rapidamente con mengua de la
delicadeza y finura de su olor y su sabor, como sucede particularmente en los de naranja y limon.

v" Color: La mayoria de éstos son incoloros en estado puro y cuando estan recién preparados o se
pueden hacer incoloros mediante la redestilacién. Si se les deja en el aire, adquieren diversos
colores: por ejemplo, el de ajenjo se vuelve verde, el de menta amarillo, el de orégano, rojo, el de
canela, pardo.

El color azul del aceite de manzanilla (camomila) es una de las propiedades inherentes a este, aln recién
destilado y segun se dice, es causado por el hidrocarburo sumamente insaturado, azuleno o ceruleina C1sH1s.

v Sabor: Este es casi tan variable como el olor; algunos son dulces, otros mas o menos picantes, acres,
causticos o ardientes.

v Apariencia: Estos son transparentes y no presentan sedimentos.

2. Determinaciones fisicas:

v" Densidad relativa: Es la relacion entre la masa de un determinado volumen de aceite con la masa de
un idéntico volumen de agua a 20 °C. Mediante este analisis se determina cuando un aceite esencial
ha sido alterado con otra sustancia ya que el peso especifico del mismo tiene un rango oscilatorio para
reconocer. El peso especifico de los aceites volatiles oficiales varia desde 0.842 hasta 1.172. La mayor
parte de ellos son mas ligeros que el agua.

v Rotacioén dptica: Es el angulo que gira el plano de polarizacién de una determinada longitud de onda de
luz, al atravesar ésta el aceite. Esta basado en la propiedad que tienen las sustancias organicas de
poseer actividad optica debida a los carbonos alfa presentes en ellas, lo que hace variar el plano de
vibracion de la luz polarizada. Esta importante propiedad fisica sirve para investigar la pureza de

muchos aceites.
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v

indice de refraccion: Es la relacién entre el seno del angulo de incidencia y el seno del 4ngulo de
refraccion en el momento en que una longitud de onda determinada pasa del aire al aceite esencial
siempre que la temperatura sea constante. Cuando la luz atraviesa el limite entre dos medios
transparentes (dioctrios) el rayo de luz incidente sera reflejado o refractado segun el indice de pureza
de la sustancia por medio de una desviacion, lo que nos hara comprobar el grado de pureza de dicha
sustancia. Este es de suma importancia, pues sirve para determinar con exactitud la identidad y
pureza de aceites y grasas.

Solubilidad: El agua es mal disolvente de los aceites volatiles, aunque estos le transmiten el olor y el
sabor cuando se ponen en contacto con ella. Los aceites volatiles se disuelven en alcohol, éter,
cloroformo, acido acético glacial, bencina, benceno y muchos otros disolventes organicos. El alcohol es
mejor disolvente de los aceites oxigenados que de los terpenoides no oxigenados. Muchos aceites
oficiales deben ajustarse a pruebas especificas de solubilidad en alcohol de 70, 80 0 95%. Los aceites
esenciales son buenos disolventes de los aceites fijos, grasas, resinas, alcanfores, azufre y fésforo. La
solubilidad en alcohol de una esencia da una idea de su contenido en monoterpenos: cuanto mayor
sea la solubilidad, menor sera el contenido de estos en la esencia 0 mayor serd su contenido de
compuestos oxigenados, como alcoholes o fenoles, es ademas una técnica muy sencilla para detectar

adulteraciones provocadas por el agregado de aceite vegetal o mineral que son insolubles en alcohol.

3. indices quimicos:

Estos comprenden una serie de determinaciones quimicas que se relacionan a continuacion, cuya utilizacion

va decayendo debido a la implantacion de métodos instrumentales de analisis, principalmente

cromatograficos y espectroscdpicos, que tienen las ventajas de ser mas rapidos, completos y sensibles, sin

embargo en algunos casos (por razones economicas, logisticas, etc.) siguen siendo muy Utiles y por eso se

incluyen en casi todas las normas existentes.

v

v

indice de acidez: Es el grado de acidez de un aceite esencial y se define como el nimero de
miligramos de KOH necesarios para neutralizar los acidos libres existentes en 1 g de la muestra.
indice de éster: Indica el contenido de éster de la muestra. Se define como el niimero de miligramos
de KOH necesarios para saponificar los ésteres contenidos en 1 g de la muestra.

indice de saponificacién: Es la suma de los indices de acidez y de éster.

4. Caracteristicas espectroscopicas:

Luis Miguel Pavia Quintero.

Obtencién, composicién y determinacion de Cineol en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
leucadendron L. por GC.



SN Capitulo . Revision Bibliografica. =

v" Ultravioleta — visible (UV-VIS)
v' Infrarroja (IRR)

5. Caracteristicas cromatograficas:

Un parametro muy importante que se tiene en cuenta en la evaluacion de la calidad de cualquier aceite
esencial es el perfil cromatografico para lo cual se emplea la cromatografia de gases como técnica de
eleccion.

Los ensayos antes mencionados se realizan en Cuba segun las Normas Cubanas Estatales de Calidad de
los Aceites Esenciales (Quert A., 1998).

Teniendo en cuenta que en el presente trabajo se emplea la Cromatografia Gaseosa y la Cromatografia
Gaseosa acoplada a la Espectrometria de Masa como técnicas en el analisis del aceite esencial en estudio. A
continuacién se realiza un resumen de los aspectos mas relevantes de estas técnicas:

v Cromatografia gaseosa.

La cromatografia gaseosa es una técnica de separacion basada principalmente en fenémenos de particién
entre una fase movil gaseosa (helio, argdn, hidrogeno, nitrégeno) y una fase estacionaria constituida por un
liquido muy viscoso retenido en el interior de una columna cromatografia. La columna se coloca en un horno
con temperatura regulable y programable, los que nos permite influir de forma decisiva en la separacion de los
componentes de la mezcla. El cromatégrafo se completa con un sistema de inyeccién, que nos permite
introducir la muestra en la columna y un detector, detecta las diferentes sustancias a medida que va saliendo
de la columna, una vez separadas. Las columnas cromatograficas utilizadas actualmente son de tipo capilar:
estan constituida por un tubo de cuarzo flexible (silice fundido) de didmetro muy pequefio (normalmente de
0.25mm) y muy largo (25-60m, hasta 200m): proporcionan alta resolucion y permite separar las mezclas
multicomponentes de sustancias de diversas polaridad y/o peso molecular (monoterpenos, sesquiterpenos,
etc.).

Para el analisis de aceites esenciales suelen emplearse dos tipos de fase estacionaria: polietilenglicol de
peso molecular 20000 (Carbowax 20M®, que es una fase polar, y polidimetilsiloxano (OV101®, ultra 1®, HP-1¢,
DB-19, etc.), que es una fase polar. La Cromatografia de gases no solo es util para estudiar la composicion de
un aceite esencial, como veremos seguidamente, sino que también es una herramienta indispensable en el

control de la calidad.
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Para la identificacion de los componentes del aceites esencial mediante CG se a utilizados frecuentemente la
comparacion de sus tiempo de retencion (tiempo trascurrido entre la inyeccion de la muestra y la aparicion del
pico cromatografico) con los patrones. Sin embargo los tiempos de retencion estan fuertemente influenciados
por numerosas variables, como la técnica de inyeccion, las variaciones de temperatura o flujo de los gases.
Los indice de retencion de calculan a partir de los tiempo de retencion y por comparacion con una serie de
sustancia a las cuales se le asignan valores arbitrarios de indice de retencion. La identificacion de los
componentes del aceite se realiza a través de comparacion de los indices retencion de las sustancias
patrones en dos fases estacionarias polares y apolar, con los indices obtenidos para los componentes del
aceite esencial. Si bien la informacién que proporcionan los indices de retencion respecto a la identidad de
los componentes de la esencia es muy valiosa, la identificacion de los mismo no puede basarse
exclusivamente en ellos, ye que muchos componentes tienen indice coincidentes en ambas columnas. Por
ellos es necesario aplicar otras técnicas entres las cuales se destacan la cromatografia de gases acopladas a
la espectrometria de masa y la resonancia magnética nuclear de carbono 13 (**C- RMN).

El detector de cromatografo de gases puede ser de dos tipos: universal o selectivo. EI mas utilizados en el
caso de las esencias es el ionizacién de llama (FID) que es de tipo universal. El empleo de detectores
selectivos puede ser de gran utilidad para identificar la presencia de componentes nitrogenados o azufrados.
Generalmente la cuantificacion de los componentes de un aceite esencial se efectia por normalizacion de las
areas de los pico del cromatograma obtenido con un detector FID. No suelen utilizarse factores de correccion.
Esta simplificacién, que supones que todos los componentes de la esencia tienen el mismo grado de
respuesta al detector, es cominmente aceptada dada la dificultad para disponer de los patrones necesarios

para otros tipos de analisis mas exactos, como por ejemplo con un patrén interno.

A continuacion se citan multiples trabajos publicados en los ultimos 5 afios que poseen en comun la utilizacion
de la cromatografia de gases y su combinaciéon con la Espectrometria de masas en el anélisis de la
composicion de diferentes aceites esenciales obtenidos por diferentes metodologias de las plantas
medicinales.

Skala E. y col., 2007, estudiaron el aceite esencial, obtenido de las hojas de la Salvia przewaskii Maxim, por
hidrodestilacién y determinaron por GC la composicién del mismo relacionando la misma con los resultados

positivos obtenidos al comprobar su actividad antimicrobiana y citotéxica (Leucemia)
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Los constituyentes del aceites esencial presentes en las frutas secas y de las A Kebia quinat fueron
estudiadas por Kawata J. y col., 2007, quienes aplicaron la GC y GC-MS. Como condiciones cromatograficas
se empleo un gradiente de temperatura desde 60°C hasta 240°C respectivamente. Los cromatograma del
aceite de los frutos y las espigas mostraron 93 y 103 compuestos volatiles respectivamente. Los componentes
mayoritarios del aceite de los frutos fueron el Limoneno, Eugenol, Octanal y p-cimeno. Los monoterpenos y
aldehido de las cadenas corta C6- C10 fueron las principales fracciones volatiles. Por su parte en los espigas
fueron identificados 9 componentes y los principales componentes eran el acido hexanoico, &cido palmitito,
decadeina, y el hexanol, demas el aceite tenia alto contenido de acidos grasos saturados e insaturados.

La composicion de aceite esencial de Teucrium seordium fue estudiado por Morteza K. y col., 2007. La
extraccion del aceite se realizo por el método de hidrodestilacion utilizando el equipo Clevenger por 4 horas
mientras que para el analisis fue realizada por cromatografia de gases con temperatura programada desde
60°C por 5 min. Y a continuacion por un ascenso hasta 220 a 4°C/min. Los componentes se identificaron por
el tiempo de retencion relativos a los alcanos C 9- C28. Los resultados mostraron la presencia de 56
compuestos presente en el aceite siendo componente mayoritario el f- Caryofileno que se encuentra en un
22.8%.

Zhang Y.y Wang ZZ., 2007, aplicaron la cromatografia gaseosa y la GC-MS para identificar y cuantificar los
componentes presentes en el aceite esencial de tres especies Phlomes. Este estudio arrojo que los
principales constituyentes eran el &cido hexadecanoico, el trans-fitol y el octadecatrieno también se comparo
la composicion de estos aceites esenciales con trabajos previos y se obtuvo que la composicién de aceites
varia grandemente con respecto el medio geografico principalmente la proporcién de componentes alifaticos y
terpenoides. Por su parte Yang X., 2008, determiné los constituyentes aromaticos del aceite esencial de 2
variedades de una planta china llamada Huajiao entre las cuales la mayor concentracion correspondio al
limonero y al Sinaloa en ambas plantas. La GC permité determinar que las plantas poseen los componentes
comunes con alto impacto de caracter aromaticos como son: lonalol, a-terpinal, myrcena, 1.8-cineloe,
limonera y geraniol. En este mismo afio Cha JD. y col., 2007; Morteza, K. y col. 2007, estudiaron el aceite
presente en la Artemisa feddei'y la Teverium scordium respectivamente. De forma general en estos trabajos
la composicion de los aceites esenciales es bien diferente en cuanto a los componentes no existiendo

coincidencia alguna en estos aspectos.
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Orav A. y col., 2008, estudiaron la variacién en la composicidn del aceite esencial del a fruta de Pimpinella,
anisum L cultivadas en diferentes areas geograficas de Europa. Empleando la cromatografia gaseosa y GC-
MS. Se comprob6 que el componente mayoritario del aceite era el trans-anetole y se preciso la variacion en la
composicion del aceite obtenido de plantas cultivadas en diferentes regiones Europeas.

Chang HT. y col., 2008, lo hacen en la Calocedrus macrolepisvar, mientras que Andrade EH., 2008, estudid
la composicion quimica de los aceites esenciales obtenidos en 22 muestras de hojas de Piper marginatum J.
Colectadas en diferentes &reas del amazona Brasilefio.

Investigadores Iranies han realizados estudios recientes para determinar loa composicion de aceites volatiles
presentes en plantas tales como Valeriana Officinales L, empleando la GC Capillary, y el Thalectrum minus L
(Safaralie A. y col., 2008; Taherpour A. y col., 2008). En ambos trabajos se emplearon como condiciones
cromatograficas una temperatura en el horno desde 60°C hasta 260°C a razén de 6°C/min, la temperatura del
inyector fue de 270°C y la del detector de 280°C.

v Cromatografia en fase gaseosa acoplada a la espectrometria de masa: (Bubbert H. y Jennet H.,
2002)

La identificacién de los componentes del aceite se realiza a través de comparacion de los indices retencion

de las sustancias patrones en dos fases estacionarias polares y apolar, con los indices obtenidos para los
componentes del aceite esencial. Existe una recopilacion muy importante de los indices, realizada por
(Adams R., 2001).

Si bien la informacion que proporcionan los indices de retencion respecto a la identidad de los componentes
de la esencia es muy valiosa, la identificacion de los mismo no puede basarse exclusivamente en ellos, ye
que muchos componentes tienen indice coincidentes en ambas columnas.

Por ellos es necesario aplicar otras técnicas mas sensibles y especificas como detector entre las cuales se
destaca la Espectrometria de masas que es una técnica experimental que permite la medicién de iones
derivados de moléculas. El espectrometro de masas es un instrumento que permite analizar con gran
precision la composiciéon de diferentes elementos quimicos e is6topos atomicos, separando los nucleos
atomicos en funcion de su relacién masa-carga (m/z). Puede utilizarse para identificar los diferentes
elementos quimicos que forman un compuesto, o para determinar el contenido isotdpico de diferentes

elementos en un mismo compuesto.
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Con frecuencia se encuentra como detector de un cromatografo de gases, en una técnica hibrida conocida
por sus iniciales en inglés, GC-MS. El espectrometro de masas mide razones carga/masa de iones,
calentando un haz de material del compuesto a analizar hasta vaporizarlo e ionizar los diferentes atomos. El
haz de iones produce un patron especifico en el detector, que permite analizar el compuesto. En la industria
es altamente utilizado en el analisis elemental de semiconductores, biosensores y cadenas poliméricas
complejas. (Hoffmann E. y Stroobant V., 1999) detallan los Fundamentos de la espectrometria de masas de
iones secundarios (SIMS) como la técnica de deteccion de iones se basa en el fenémeno conocido como
desbastado (sputtering, en inglés) de particulas centradas en un blanco, que son bombardeadas por iones,
atomos o moléculas. Dependiendo del intervalo de energia de la particula primaria, ocurren colisiones
elasticas e inelasticas:

e Enelintervalo de los keV, las interacciones dominantes son las elasticas.

e Las colisiones inelasticas aumentan como aumenta la energia. Estas son mas comunes en el

intervalo de energia de los MeV.

El proceso de dispersidn produce iones secundarios en el rango de las energias cinéticas traslacionales. Las
distribuciones de energia son distintas para iones atomicos o moleculares. La eficiencia de ionizacién del
SIMS es definida como la fraccion de los atomos esparcidos que se vuelven ionizados. La eficiencia varia con
respecto al elemento de anélisis en varios 6rdenes de magnitud. Las influencias mas obvias son el potencial
de ionizacién y la afinidad electrénica de los iones negativos.
Un espectrometro de masas tiene tres componentes fundamentales: la fuente de ionizacién, el analizador de
masa Y el detector. La fuente de iones es el elemento del espectrometro que ioniza el material a ser analizado
(el analito). Luego los iones son transportados por los campos magnéticos o eléctricos al analizador total. El
analizador de masa es la pieza mas flexible del espectrometro de masa.
Utiliza un campo eléctrico o magnético para afectar la trayectoria o la velocidad de las particulas cargadas de
una cierta manera y el elemento final del espectrometro total es el detector. El detector registra la carga
inducida o la corriente producida cuando un ién pasa cerca o golpea una superficie. En un instrumento de
exploracion la sefial es producida en el detector durante la trayectoria de la misma (en qué m/z) y producira
un espectro de masa, un expediente del m/z's en el cual los iones estan presentes (Hoffmann E. y
Stroobant V., 1999).

Luis Miguel Pavia Quintero.

Obtencién, composicién y determinacion de Cineol en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
leucadendron L. por GC.


http://es.wikipedia.org/wiki/Cromat%C3%B3grafo_de_gases
http://es.wikipedia.org/wiki/Analito

A Capitulo I. Revision Bibliogréafica. 20

Teniendo en cuenta la facilidad de aplicacion de esta técnica en los aceites esenciales, la misma constituye la
técnica de eleccion en los estudios de composicién de los mismos. Una muy breve representacion de
trabajos reportados en la literatura da fe de esta afirmacion: Apel M. y col., 2009; Mohsen H. y Ali F., 2009;
Aboaba S. y col., 2009; Sonboli A. y col., 2009; Shafaghat A. y col., 2009; Yousefzadi M. y col., 2009.
En todos estos trabajos la técnica es utilizada para el estudio de aceites que poseen entre sus componentes

el 1,8 Cineole, componente mayoritario del Melaleuca leucadendron L.

1.4. Determinacion de los parametros de desempeiio de los métodos analiticos:

Bibliografia consultada: Monteagudo U., 2008.

Validacion de los métodos analiticos: La validacién de los métodos analiticos utilizados en la actividades de

control desempefia un papel determinante pues de ellos depende la comprobacién confiable y reproducible
de los indices de calidad de las materias primas y productos, lo cual contribuye notablemente al
aseguramiento de la calidad, seguridad y eficiencia de los mismos.

Existen caracteristicas de funcionamiento que definen la aptitud de un método analitico para el uso al que se
destina. Dichas caracteristicas son las siguientes.

Caracteristicas de practicabilidad: Son las que deciden si el procedimiento analitico es facil o dificilmente

realizable en la practica. Los parametros de practicabilidad se evaluan en la fase de desarrollo del método
analitico: tiempo, coste, tamafio de la muestra, calificacion del personal, tipo de equipo e instrumentacion,
condiciones de seguridad, etc.

Caracteristicas de idoneidad: Son el conjunto de parametros que garantizan que el sistema responde, en el

momento del analisis, a los requisitos fijados en la validaciéon del método. La idoneidad verifica el buen

funcionamiento del sistema (instrumento y método) en el momento de su uso.

Caracteristicas de fiabilidad: Son las que demuestran la capacidad de un método analitico para mantener a lo
largo del tiempo los criterios fundamentales de validacion. Los parametros que expresan la fiabilidad de los

métodos analiticos son: linealidad, exactitud, precision, limite de deteccién y cuantificacion y selectividad.
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1.4.1. Linealidad:
Bibliografia consultada: Monteagudo U., 2008.

Este estudio se efectuara tanto sobre soluciones patron de analito como sobre muestras problemas que
contengan concentraciones crecientes del analito.
Los estudios de linealidad responderan a disefios similares a los que se describen a continuacion:
a) El ensayo se puede efectuar tanto con material de referencia del analito, como con muestras problemas
que contengan concentraciones crecientes de analito que cubran el intervalo del método. Cuando se trata de
la valoracion de una materia prima se analizaran de 3 a 5 soluciones patrén en un intervalo de
concentraciones entre 80 y 120 % de la concentracidn tedrica. Cuando se trata de la valoracion del principio
activo en un producto terminado se analizaran entre 5 y 7 soluciones patrén en un intervalo de
concentraciones entre 50 y 150% de la concentracion tedrica del principio activo en la muestra. En los dos
casos el analisis se realizara como minimo por triplicado
b) Se evaluaran los datos estadisticamente a fin de verificar la linealidad y proporcionalidad segin se
describe a continuacion:

e Significacion de la regresion: Se determinara el coeficiente de correlacion (debe ser = 0,990) y el de
determinacion (valores superiores a 0,98).

o \Verificacion de linealidad: Se efectuara por determinacién del CV de los factores de respuesta
(cociente respuesta / concentracion), el cual no sera superior al 5%. También se evaluaré la varianza
de la pendiente de la linea de regresion.

o Verificacion de proporcionalidad: Los resultados de este ensayo deberan incluir el 0 para el grado de
probabilidad definido.

e Prueba de falta de ajuste: Se implementara para demostrar que los valores se ajustan a una linea

recta.
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1.4.2. Precision:

Bibliografia consultada: Monteagudo U., 2008.

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia entre una serie de mediciones
obtenidas a partir de la misma muestra homogénea bajo las condiciones prescritas.

Debe investigarse la precision utilizando muestras homogéneas, auténticas. Sin embargo, si no es posible
obtener una muestra homogénea se emplean muestras artificialmente preparadas o una disoluciéon de la
muestra. La determinacién de la precision se realizara a 3 niveles, siempre que proceda: intraensayo
(repetibilidad), interensayo (precision intermedia) e interlaboratorios (reproducibilidad). Las muestras a incluir
en este estudio seran lotes de produccion (muestras reales).

a) Evaluacion de la repetibilidad: (1) se utilizardn 2 o mas concentraciones de una muestra homogénea, las

cuales seran analizadas 6 veces como minimo en una misma corrida, (2) se prepararan muestras de 3
concentraciones diferentes, una inferior, media y superior del intervalo especificado y realizar 3 replicas de
cada una o (3) realizar un minimo de 6 determinaciones a la concentracion del 100 %.

b) Evaluacion de la precision intermedia: Se implementaré un disefio donde se evaluarén 3 concentraciones

de una muestra (como minimo) en duplicado, por al menos 2 analistas en 3 dias diferentes. Se recomienda,
siempre que sea posible, que cada analista emplee instrumentos y materiales diferentes.

c) Evaluacién de la reproducibilidad: Se implementara en forma de estudio interlaboratorio. Se evaluaran de 3

a 5 muestras (en un esquema de 2 a 4 concentraciones por muestra) por duplicado, involucrando diferentes
analistas, reactivos e instrumentos en cada laboratorio. Las muestras se analizaran en 6 ensayos

independientes como minimo.

1.4.3. Especificidad:

Bibliografia consultada: Monteagudo U., 2008.

La especificidad es la capacidad de un método analitico de detectar inequivocamente el analito en presencia
de compuestos que pueden estar presentes en la muestra (impurezas, productos de degradacion,
componentes de la matriz, etc.).

Esto implica en ensayos de identificacion asegurar la identidad del analito en cuestion y en ensayos
cuantitativos asegurar que todo el procedimiento analitico ejecutado brinda una respuesta exacta del

contenido del analito en la muestra.
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La tendencia mayoritaria es la utilizacion de métodos relativamente especificos (cromatografia liquida y de
gases) en los que la presencia de otros componentes tienen escasa influencia en los resultados.

La especificidad de un método analitico se determina comparando los resultados del anélisis de muestras
conteniendo impurezas, productos de degradacion, sustancias relacionadas o excipientes con los resultados
del anélisis de muestras que no contienen dichas sustancias.

La evaluacion de la especificidad, en funcion de las caracteristicas de los métodos de ensayo, debera estar
dirigida a los siguientes aspectos:

a) Identidad: Se demostrara que el método es capaz de identificar el principio activo en presencia de otras
sustancias.

b) Pureza: Se demostrara que el método permite una evaluacion cualitativa o cuantitativa de las impurezas
especificas.

c) Determinacién cuantitativa de un componente (o para ensayos de actividad): Se asegurara que la sefial
medida por el método analitico corresponde exclusivamente al analito sin interferencias de excipientes,

productos de degradacion y/o impurezas.

1.4.4. Exactitud:

Bibliografia consultada: Monteagudo U., 2008.

La determinacion de la exactitud debera realizarse por estudios de adicion y recuperacion de cantidades
conocidas de muestras de referencia o patrones a excipientes a fin de comparar el valor medido
experimentalmente (observado) con el valor real (esperado).

La determinacion de este parametro podra realizarse por diferentes métodos:

a) Analisis repetido de una muestra de concentracion conocida: Se realizara por adicién de una

concentracion conocida de un analito o patron a un placebo. Deberan implementarse entre 6 y 10 ensayos y
se calculara el porciento de recuperacion. Se implementaran pruebas de significacién apropiadas.

b) Anélisis repetidos de muestras de concentraciones conocidas diferentes: Se seguira un disefio similar al

anterior. Se utilizaran 3 concentraciones como minimo (intervalo alto, medio y bajo) y se realizaran los

analisis por triplicado. En este tipo de estudio, se evaluara la influencia del factor concentracién.

c) Método de adicion de patron: Se tomaran alicuotas de una muestra a las que se afiaden cantidades

conocidas de un patron, dejando una alicuota como control de muestra.
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Dichas muestras se analizaran en paralelo por triplicado y se evaluaran contra una curva de calibracion
preparada con soluciones patrones. Se calculara la recuperacion como medida de exactitud y su significacion

por pruebas estadisticas apropiadas.

1.4.5. Limite de Deteccion y Cuantificacion:
Bibliografia consultada: Monteagudo U., 2008.

Limite de cuantificacién: Cantidad mas baja de analito que puede medirse cuantitativamente en una muestra

con exactitud y precision aceptables.

Limite de deteccion: Cantidad mas baja de analito que puede detectarse, pero no necesariamente

cuantificarse, como una concentracion o cantidad exacta.

La evaluacién de ambos pardmetros puede efectuarse y responder a los siguientes disefios.

a) Relacién sefial ruido: Se compararan la respuesta del blanco (matriz sin analito) con las muestras que
contienen pequefias cantidades de analito adicionadas al blanco. Debera obtenerse el nivel medio de ruido
del blanco y se multiplicara por 2 o 3 para el limite de deteccién o por 6 o 10 para el de cuantificacion.
Posteriormente se compararan estos valores con las respuestas de las series blanco + analito y se hallara la
concentracion de analito que corresponda al valor de la sefial.

b) Estudio de la menor cantidad detectable: Muy recomendado para cromatografia de capa delgada en la
deteccion de impurezas y/o productos de degradacién en IFA. Se determinaré la carga maxima de IFA que se
separa correctamente en las condiciones cromatograficas establecidas, y posteriormente se prepararan
diluciones constantes de esta IFA (a una concentracion ya evaluada) mas cantidades decrecientes del analito
a estudiar. El limite de deteccion se calculara a partir de la dilucion en que no sea posible distinguir entre la
respuesta del analito y la del blanco. El resultado se expresaréa en valor absoluto o en porciento (con respecto

a la carga maxima).
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1.5. Melaleuca leucadendron L.

v' Aspectos generales de la planta. Estos aspectos aparecen citados en la pagina web

www.rednaturaleza.com; www.ecovisiones.cl, consultada en junio, 2009.

El Melaleuca leucadendron L.: es un arbol de corteza blanquecina perteneciente a la familia del eucalipto.
El aceite esencial se extrae mediante destilacion al vapor de las de las hojas y capullos. Tiene una tonalidad
verdoso-amarillento lo cual lo distingue de otros aceites de especies provenientes del género Melaleuca.
Tiene un olor muy penetrante, medicinal y alcanforado.

Componentes activos: Aceite esencial (1%), rico en cineol o eucaliptol (entre 45 y 65%), I-pineno, terpineol, |-

limoneno, dipenteno, aldehidos (valeraldehido, benzaldehido), sesquiterpenos, azuleno. La corteza contiene
acido betulinico.

Uso Terapéutico: Inhalado se utiliza para combatir el resfriado y otras infecciones respiratorias. Inhibe las

bacterias que se forman en el moco y descongestiona las fosas nasales. También ayuda a reducir los dolores
de garganta y de cabeza. Pero es un fuerte estimulante por lo que se desaconsejable utilizarlo antes de irse a
dormir, salvo que se haya mezclado con otro aceite sedante para contrarrestar el efecto. A causa de sus
efectos antisépticos, el aceite esencial es un componente apropiado para cremas y aceites para la piel, muy
utiles en caso de enfermedades cutaneas y heridas. Ademas, es eupéptica, hemostatica, digestiva y aplicada
externamente tiene propiedades rubefacientes. Terapéuticamente se utiliza en fricciones contra el dolor
reumatico, la artritis y la gota. Pero tiene el inconveniente de ser fuertemente irritante, por lo que es mejor
sustituirlo por otros aceites con las mismas propiedades como el niauli 0 en caso de utilizarlo que esté muy
diluido. Tiene efectos calmantes y alivia en caso de dolor de muelas y de oido.

Caracteristicas Botanicas: EI Melaleuca leucadendron L. es un arbol perteneciente a la familia de las

mirtaceas, que se caracteriza por sus flores regulares, de cinco pétalos, con numerosos estambres y el
rudimento del fruto situado debajo de la flor. La naturaleza del fruto suele ser bastante variable en esta
familia. Se compone de unas 2800 especies, que predominan en los paises calidos, arbustos o arboles entre
los que se cuentan los mas elevados del globo. Por lo comun las hojas nacen parejas, esto es, dos a dos en
cada nudo, una enfrente de otra, y tienen numerosos y diminutos depositos de esencias muy aromaticas, 1o
mismo que los frutos.

Floracion: El Melaleuca leucadendron L. florece en primavera. De la recoleccion interesan las hojas, muy

ricas en esencia. Se deben recolectar cuando el arbol todavia no se encuentra florido, o cuando se estan
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abriendo las flores, coincidiendo esta época en primavera. Esta esencia es muy aromatica, por lo que se
deben extremar las condiciones de almacenamiento a fin de conservar la mayor parte posible de la misma.

Partes utilizables de la planta: Las hojas frescas y la corteza de las ramas jovenes. Las hojas del cayeput

contienen tanino, resina, sustancias amargas y, sobre todo, un aceite esencial: se trata de un liquido entre
amarillo y verdoso, de olor muy agradable, que esta compuesto principalmente de pineno, cineol, dipenteno,
un hidrocarburo, mirtol y mirtenol.

En general, todas las plantas de esta familia son extremadamente ricas en esencia, siendo esta de parecida
composicion en todas ellas. Los taninos confieren a la planta propiedades astringentes.

Formas de Administracion:

- Decoccién. En un litro de agua se hierven 20 g de hojas durante cinco minutos; se filtra el liquido, se
edulcora con miel y se toman seis cucharadas al dia hasta que remita la inflamacién bronquial.

-~ Infusién. Se prepara a partir de una cucharada de café por taza, que corresponde a 15 g de la planta fresca
por litro de agua. Se pueden tomar tres tazas al dia.

- Esencia. De 1 a 2 gotas, tres veces al dia, antes de las principales comidas. La esencia también se puede
aplicar en forma de aerosol, 0 como inhalaciones.

Es conveniente recordar que se trata de una esencia, por lo que se debe tener precauciéon y no aplicar
grandes dosis a nifios, por la posible aparicidn de reacciones alérgicas. Lo mejor es dejarse aconsejar por un

profesional médico o farmacéutico.

v’ Estudios fitoquimicos y farmacolégicos.
Los estudios realizados a la planta son pocos y los primeros datan de principios de la década de los 90.
Constituyentes biolégicamente activos de la Melaleuca leucadendron L.: inhibidores de la liberacién inducida
de histamina. Tsuruga T. y col., 1991, en un estudio realizado por un grupo de investigadores de la Facultad
de Ciencias Farmacéuticas de la Universidad de Tokio en Japon obtuvieron, mediante extractos realizados de
cloroformo y metanol a los frutos de la Melaleuca leucadendron L., metabolitos activos que inhibieron en gran
medida la liberacién de histamina. El acido Orsolic, un triterpeno fue el compuesto mas activo contenido en el

extracto de cloroformo.
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Hiermann A. y Bucar F., 1994, publicaron un trabajo sobre la Influencia de algunas plantas medicinales
tradicionales de Senegal en la biosintesis de prostaglandina donde se investigaron extractos acuosos de
Melaleuca leucadendron L. para el cual no se obtuvo resultado sobre la biosintesis de prostaglandina (PG12,
PGD2, PGE2).

Por otra Sweeney, M., y col. 1994, realizaron un estudio sobre la Inmunodeteccion y comparacion del polen
de la Melaleuca leucadendron L.; donde extractos de polen de dicha planta se analizaron para la reactividad
cruzada antigénica y alérgica usando SDS-PAGE y Western-blotting con resultados satisfactorios.

Los primeros estudios fitoquimicos de la planta fueron realizados por Lee C., en 1998, quien aisl6 un nuevo
nortriterpeno  nombrado como  28-norlup-20(29)-ene-3beta, 17beta-diol de las hojas de Melaleuca
leucadendron L. por métodos quimicos y espectrales.

Nawawi A. y col., 1999, estudiaron los efectos inhibitorios de plantas medicinales de Indonesia sobre la
infeccion del virus del herpes simple tipo 1, realizando un estudio con extractos de metanol de la fruta de
Melaleuca leucadendron L. para ensayos de infeccion en ratones ASV-1, donde dicho extracto prolongo
significativamente el desarrollo de las lesiones cutaneas y redujo la mortalidad.

Los estudios de Lee C. y Chang M., 1999, determinaron cuatro nuevos triterpenos presentes en el corazon
de la melaleuca leucadendron. Los nuevos triterpenos upha-7,24-diene-3beta, 22beta-diol (1), 20-
taraxastene-3alpha, 28-diol (2), 3alpha, 27-dihydroxy-28, 20beta-taraxastanolide (3), y 3alpha-hydroxy-
13(18)-oleanene-27, 28-dioic acid (4), se le determinaron sus estructuras y estereoquimica mediante el
analisis espectroscopico.

Mas recientemente Farag R. y col., 2004, realizaron la evaluacion quimica y biologica de los aceites
esenciales de diferentes especies de Melaleuca; en este estudio se analizaron los aceites esenciales de las
hojas frescas de M. ericifolia, M. leucadendron L., M. armillaris y M. styphelioides, los cuales fueron aislados
por hidrodestilacion y analizados con un cromatégrafo de gases y espectrometria de masa. Este aceite
esencial, cultivado en Nigeria, resultd rico en 1,8-cineole (64.30%); seguido del terpinen-4-ol (18.79%). Los
aceites esenciales de estas especies poseian actividad antimicrobiana y antifingica, siendo la M. ericifolia |la
de efectos inhibitorios mas altos frente a Bacillus subtiles y Aspergillus niger. Se realizd también un estudio
de actividad de los aceites frente al virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1), en células de riidn de monos
verdes de Africa por ensayos de placa reducida. El aceite volatil de M. armillaris fue el mas efectivo con hasta
un (99%) por encima del de M. leucadendron L. (92%) y M. ericifolia (91.5%).
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Estudios antioxidantes demostraron que el aceite esencial de la M. armillaris mostré un efecto marcado,
mejorando la vitamina E, la vitamina C y los pardmetros dismutase superdxidos por lo que puede ser usado
como un supresor de radicales libres.

En el afio 2006 fueron publicados dos trabajos de la planta. Usia T. y col., 2006, realizaron un estudio para
evaluar la inhibicién de CYP3A4 y CYP2D6 en mecanismos por parte de plantas medicinales Indonesas, dio
a conocer que extractos de metanol realizados a las hojas de la Melaleuca leucadendron L. mostraron un
crecimiento de un 30% de inhibicion de CYP2D6, dependiente de a NADPH. Por su parte Amer A.y col.,
2006 evaluaron el aceite como repelente de mosquitos, para el estudio se disolvié el mismo en diferentes
solventes al 1% y se obtuvieron resultados muy satisfactorios en todos los casos.

Recientemente, extractos etandlicos de la planta fueron estudiados por investigadores cubanos, Valdés A. 'y
col., 2008, quienes evaluaron la actividad antifingica, in Vitro, frente a Microsporum canis y Candida
albicans, antibacteriana ( Escherichia coli y Staphylococcus aureus) y antiprotozoaria (Trypanosoma b.
brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum y Plasmodium falciparum), obteniéndose que el extracto de

la Melaleuca leucadendron L tenia una actividad selectiva frente a los microorganismos analizados.

1.6. Consideraciones finales del estudio bibliografico.

Las hojas de la Melaleuca leucadendron L son utilizadas en la medicina tradicional cubana como antiséptico
de las vias respiratorias. Los estudios fitoquimicos de la planta son escasos y tampoco hay reportes de la
relacion de estos con la accién citada. Teniendo en cuenta que la tradicion en Cuba incluye su uso como
antiséptico de las vias respiratorias y conociendo que dicho aceite esencial pudiera ser el responsable de
esta accidn, en el presente trabajo se estudia la composicion del mismo y concretamente se buscan
componentes que pudieran estar relacionados con la accion antiséptica. Por otra parte es importante
destacar que en Cuba existe un fitofarmaco producido en los laboratorios de fitofarmacos, que es
recomendado para las infecciones de las vias respiratorias altas.

A pesar de la importancia farmacéutica de estas acciones para la terapéutica cubana no existen ingredientes
activos estandarizados que puedan ser usados en la elaboracion de formas farmacéuticas para su
dispensacion, no existe una monografia analitica, reportada en las farmacopeas recientes, y tampoco hay un

metabolito responsable de esta accion farmacologica.
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Después de haberse realizado una exhaustiva revision de la literatura especializada se puede resumir lo
siguiente: (I)- Los aceites esenciales poseen una gran cantidad y variedad de componentes, entre los cuales
abundan aldehidos de cadena corta, terpenos, sesquiterpenos, etc.; (Il)- Las técnicas de extraccion de aceite
mas empleadas suelen ser la hidrodestilacion y el arrastre con vapor (lll)-La técnica analitica de eleccion para
cuantificar los componentes presentes en un aceite es la cromatografia de gases; (IV)- Las acciones
farmacoldgicas mas abundantes en los aceites esenciales son la antibacteriana y la antifungica; (IV)- Los

estudios reportados de la planta son escasos.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realiza en el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica y Farmacia,
durante la etapa comprendida desde Septiembre de 2008 hasta Junio de 2009; utilizando las partes aéreas de
la planta procedente del laboratorio de fitofarmacos de Topes de Collantes.

Se emplea en todos los procedimientos desarrollados, cristaleria especifica de laboratorio, previamente

descontaminada. Se emplean reactivos de calidad analitica y equipos certificados como aptos para el uso.

2.1. Aceite esencial, equipos y reactivos.

Aceite esencial

Para la obtencién del aceite se utilizaron las hojas secas de Melaleuca leucadendron L. recolectadas en las
montafias del macizo Guamuaya en la zona de Topes de Collantes. El aceite se extrajo utilizando el método
de Hidrodestilacion empleando una Trampa tipo Clevenger.

Equipos:

% Balanza digital, Boeco, Alemania.

% Cromatografo Gaseoso, Agilent 6890N series, Estados Unidos.

% Refractdmetro digital de Abbe, WYA-S, Alemania.

s Espectrofotometro UV-VIS, Termo electron, Genesys 10UV, Estados Unidos.

% Espectrofotémetro IR,

%+ Cromatofolios Al de silica gel 60, Fluka.

% Microjeringuilla de 20 uL, Hamilton, USA.

% Camara para cromatografia (25 x 10cm)

% Bafio ultrasénico, BRANSON 1510, GRD.

% Lampara UV, CAMAG.

Reactivos vy disolventes utilizados:

% Acido Clorhidrico, Panreac.

*

+» Metanol, Lichrosolv, Merck

% Acido Acético Glacial, Merck.
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Almiddn, Merck.

Fenolftaleina, Merck.

Sulfato de sodio anhidro, Merck.
Cloruro de sadio, Merck.

Hidréxido de Potasio, Panreac.
Cloroformo, Fluka.

Tiosulfato de Sodio, Merck.
Diclorometano, Merck, Alemania.
Tolueno, Panreac.

Eter, UNI-CHEM.

loduro de Potasio, Merck.

Bromuro de Yodo, Merck.

Acetona, UNI-CHEM.

Ferrocianide de Potasio, UNI-CHEM.
Acido Tricloroacético, EPB “Carlos J Finlay”
Cloruro Férrico, Panreac.

Hexamina, BDH.

Sulfato Ferroso

TetraMetil Murexide, UNI-CHEM.

Acido EtilendiaminoTetracetico (EDTA), UNI-CHEM.

Acido Ascorbico, UNI-CHEM.

31

2.2. Obtencidn del aceite. Determinacion del rendimiento de aceite esencial obtenido a partir las hojas

de Melaleuca leucadendron L.

2.2.1. Determinacion del contenido de aceite en la planta, utilizando la Trampa de Clevenger.

El método mas tradicional utilizado es el que prescribe la farmacopea Europea (Farmacopea Europea 2005).

Se basa en efectuar una Hidrodestilacion de un peso conocido de material vegetal y recoger el aceite esencial

en un tubo graduado (1mL dividido en 0,01mL) que se encuentra en un colector de destilacion especialmente

disefiado para este tipo de analisis.
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El colector se acopla a un matraz que contiene el material vegetal y un cierto volumen de agua, el cual se
calienta mediante una manta calefactora de potencia regulable para provocar la destilacion. Tras la
destilacion, se puede medir el volumen de esencia destilado y facilmente calcular el contenido, que se
expresa en porcentaje volumen/peso (mL de aceite esencial por 100g de material vegetal).

Aunque este equipo también llamado trampa de tipo Clevenger, (Figura 2.1) esta universalmente aceptado,

y esta citado salvo minimas variaciones, por casi todas las normas existentes sobre extraccion de esencia,
conviene tener en cuenta que los resultados que se obtienen con el mismo no siempre pueden extrapolarse a
un proceso realizado a escala industrial. Pero si se quiere utilizar la informacion obtenida del equipo siempre
es conveniente ensayar previamente en una escala intermedia o piloto, para confirmar los resultados en
escala de laboratorio y asi poder extrapolar a escala industrial.

Finalmente, debe considerarse que el proceso que se realiza en esta trampa, es mas un proceso de
cohobacién que de destilacion simple, pues el agua condensada en el refrigerante vuelve al matraz o balén

extractor, por lo que permite hacer una extraccién mas exhaustiva de los componentes hidrosolubles.

Figura 2.1. Equipo de destilacion de aceite esencial (Trampa Clevenger)
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2.2.2. Obtencion del aceite empleando la técnica de arrastre con vapor.

Vilvula de
saguridac
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saguridad
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colector

Material
wvageatal

S

Figura 2.2. Equipo de arrastre con vapor.

Esta técnica incluye 3 partes fundamentales (Figura 2.2): 2 balones y un condensador.

Procedimiento: Colocar el agua destilada en el balén no. 1: generador de vapor y agregue cuerpos porosos.
En el matraz no. 2 colocar el Melaleuca leucadendron L cortado en trozos pequefios. Al tapar este matraz,
cuidar que la conexion de vidrio no se obstruya con los trozos de la planta; pues de ser asi, no habra paso de
la corriente de vapor.

Calentar con el mechero el matraz no. 1 hasta ebullicién, con el fin de generar el vapor que pasara al matraz
no. 2, extrayéndose de esta manera el aceite esencial del Melaleuca leucadendron L.; el cual es
inmediatamente arrastrado por el vapor de agua en un proceso de codestilacion.

Suspender el calentamiento cuando el volumen del destilado sea de 100 o 150 mL aproximadamente; de este
codestilado, extraer totalmente el aceite esencial, mediante extracciones con acetato de etilo, las fases
acuosas se desechan y los extractos organicos se colectan en un matraz Erlenmeyer, agregar entonces la

cantidad necesaria de sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua remanente. Decantar.
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2.2.3. Determinacion del rendimiento de aceite esencial obtenido a partir las hojas de Melaleuca
leucadendron L.

Antes de proceder a realizar la determinacion del rendimiento de aceite fue necesario determinar el contenido
de agua en el material vegetal, lo que permitio realizar la determinacion del rendimiento en base a droga seca.

v" Determinacion del contenido de agua en la planta por el método del tolueno.

Aparato. El aparato ver (Figura 2.3) esta formado por un matraz de vidrio unido por un tubo de conexién a un
tubo cilindrico de condensacion con un tubo colector graduado. El refrigerante esta situado sobre el tubo
cilindrico.
El tubo colector estd graduado en 0,1 mL. La fuente de calor que debe utilizarse preferentemente es un
calentador eléctrico regulado por un reostato o un bafio de aceite. La parte superior del matraz y el tubo de
conexion pueden estar aislados.
Procedimiento. Limpiar el tubo colector y el refrigerante del aparato, enjuagar cuidadosamente con agua y
después secar. En el matraz seco introducir 200 mL de tolueno R y aproximadamente 2 mL de agua R.
Destilar durante 2 h, dejar enfriar durante 30 min. aproximadamente y leer el volumen de agua con una
aproximacion de 0,05 mL. A continuacion introducir en el matraz la cantidad de sustancia a examinar (10 g),
pesada con una aproximacion del 1 %, que pueda contener de 2 mL a 3 mL de agua aproximadamente. Si se
trata de una sustancia pastosa, pesarla en una navecilla constituida por una lamina de metal. Calentar
suavemente el matraz durante 15 min. en presencia de algunos trozos de material poroso para asegurar una
ebullicién regular. Cuando el tolueno empieza a hervir, destilar a la velocidad de aproximadamente 2 gotas
por segundo, hasta que se haya arrastrado la mayor parte del agua, seguidamente aumentar la velocidad de
destilacién hasta 4 gotas por segundo. Cuando toda el agua ha sido arrastrada, enjuagar el interior del tubo
refrigerante con tolueno R. Continuar la destilacion durante 5 min. , parar la calefaccion y dejar enfriar el tubo
colector hasta temperatura ambiente. Hacer caer cualquier gota de agua adherida todavia a la pared del tubo.
Cuando el agua y el tolueno se hayan separado, leer el volumen de agua y calcular en porcentaje la
concentracion en agua de la sustancia a examinar a partir de la siguiente relacion:

1000(n2-n1)/m
m = masa en gramos de la muestra a examinar.
n1=numero de mililitros de agua obtenidos en la primera destilacion.

n2= numero total de mililitros de agua obtenidos en las dos destilaciones.

Luis Miguel Pavia Quintero.

Obtencidn, composicién y determinacion de Cineol en el aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca
leucadendron L. por GC.



'\ Capitulo 11: Materiales y Métodos 35

Figura 2.3. Equipo de arrastre de agua en aceites esenciales (método del tolueno)

v' Determinacion del rendimiento de aceite
Tras la destilacion, se midié volumen de esencia destilado, en ambas técnicas y se calculd el contenido, que
se expresd en porcentaje volumen/peso (mL de aceite esencial por 100g de material vegetal) en base a la

droga seca.

2.3. Determinacion de la composicion del aceite utilizando la técnica GC-MS.

El analisis se realizo en un cromatégrafo GCMS-QP5050A Shimadzu.

Condiciones cromatograficas

» Se utilizd una columna capilar DB-5MS.

» Como gas portador se utilizdé He. Flujo del gas a través de la columna de 0,7 mL/min con una razén
de separacion de 49 mL/min.

» Programa de temperatura del horno: 50-150 a razén de 3°C-min-' manteniendo la temperatura de 150
°C durante 15 min (el tiempo del analisis es de 48 min)

» Temperatura del inyector de 250 °C.
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» Temperatura de la interfase de 290 °C. Impacto electrénico estandar (El); rango de escaneo de mas
de 50-500 amu a 70 eV; una velocidad de escaneo de 2000 y un voltaje de 0,80 kV.

Preparacion de la muestra

Se realizaron dos identificaciones a partir de los aceites obtenidos por los métodos de Hidrodestilacion y
Arrastre con vapor respectivamente. Para ambas muestras de aceite esencial se tomé:
» 50uL y se diluyeron en 1mL de acetona (muestra concentrada).

» 20 uLy se diluyeron en 1mL de acetona (muestra diluida).

2.4.Determinacion de los indices de calidad del aceite esencial obtenido a partir de las hojas de

Melaleuca leucadendron L.

Los indices de calidad del aceite fueron seleccionados teniendo en cuenta los incluidos en las monografias de
control de la calidad de aceites esenciales reportados en las farmacopeas relativamente recientes (B.P., 2004
y Eur Ph., 2005), estos son: Espectro UV, indice de refraccion, Densidad relativa, indice de saponificacion,
indice de acidez e Indice de peréxidos. A continuacion se exponen los procedimientos de trabajo para cada
ensayo.

2.4.1. Caracteristicas organolépticas: Se determind el olor, color, sabor y apariencia del aceite.

2.4.2. Espectro UV: A 0,05 g de la sustancia a examinar, se le afiadié ciclohexano y se diluyé hasta 50,0 mL
con el mismo disolvente. Se desarrolld el espectro de absorcion en el intervalo de longitud de onda
comprendido entre 200 y 300nm.

2.4.3. Espectro IR: Se desarrollé el espectro IR en el intervalo comprendido entre 500 y 4000cm-!.

2.4.4. indice de refraccion: Se realizo la determinacion, utilizando un refractometro digital de Abbe, teniendo
como condiciones 20 + 0,5°C en relacién a la longitud de onda de la linea D del sodio (A = 589,3 nm). Se
determina el angulo limite.

2.4.3. Densidad relativa: Se determin6 por la relacién entre la masa de 2 mL del aceite a 20 °C y la masa de
un volumen igual de agua a la misma temperatura en un matraz aforado.

2.4.4. indice de saponificacion: Se introdujo 2 g del aceite en un matraz de vidrio borosilicatado de 250 mL y
acoplado a un condensador a reflujo. Se afiadié 25 mL de hidréxido de potasio alcohdlico 0,5 mol/L. Se
acoplé un condensador y se calentdé a reflujo durante 1 hora. Luego se afiadi6 1 mL de disolucion de

fenolftaleina y se valord inmediatamente (mientras esté caliente) con HCI 0,5 mol/L (n1 mL de HCI 0,5 mol/L).
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Se realiz6 un ensayo en blanco en las mismas condiciones (nz mL de HCI 0,5 mol/L), siendo M la masa de la

sustancia a examinar en gramos, se calculd el indice de saponificacion por la siguiente expresion:

28,05- €, -n,
l = v

2.4.5. indice de acidez: Se disolvi6 2 g del aceite en 10 mL de una mezcla formada por volimenes iguales
de alcohol y éter (el disolvente debe ser neutralizado previamente con hidréxido de potasio 0,1M en presencia
de 0,5 mL de disolucién de fenolftaleina). Una vez disuelto, se valoré con hidréxido de potasio 0,1mol/L. La
valoracion se da por terminada cuando el color rosa persiste durante 15 segundos por lo menos (n mL de
hidroxido de potasio 0,1 mol/L). La masa de la muestra (M) se expresé en g. Se calculd el indice de acidez

empleando la siguiente expresion:

| — 5,61n

A=———
M

2.4.6. indice de peréxidos: En un matraz conico de 250 mL con tapon esmerilado se introdujo 5 g del aceite.

Se afiadié 30 mL de una mezcla de 3 volumenes de &cido acético glacial y 2 volimenes de cloroformo. Se
agité hasta disolver la sustancia y se afiadié 0,5 mL de disolucion saturada de ioduro de potasio. Se continud
la agitacion durante un minuto exactamente, a continuacién, se afiadi6 30 mL de agua. Se valor6 con
tiosulfato de sodio 0,01 mol/L, afiadido lentamente sin dejar de agitar hasta que la coloracion amarilla hubiera
practicamente desaparecido. A continuacion se afiadid 5 mL de disolucion de almidén y se prosiguid la
valoracién agitando enérgicamente hasta la desaparicion de la coloracidén (n1 mL de tiosulfato de sodio 0,01
mol/L). Se realizé una valoracion en blanco en las mismas condiciones (n2 mL de tiosulfato de sodio 0,01 M).
La valoracion en blanco no debe requerir mas de 0,1 mL de tiosulfato de sodio 0,01 mol/L, siendo M la masa

de la sustancia en gramos Se calculd el indice de peréxido por la siguiente expresion:

10“1‘“2:
o =—1
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2.5.ldentificacion del Cineol presente en el aceite por CCD.

Procedimiento

Disolucién problema: Tomar 10uL del aceite, obtenido de las hojas de la Melaleuca leucadendron L.

Disolucion de referencia. Tomar 10 pL de Cineol.

Condiciones Cromatograficas:

Fase Estacionaria: Placas de gel de silice F254 para cromatografia.
Fase movil: Cloruro de metileno R, tolueno R (50:50 V/V).
Aplicacién: 10uL en bandas.

Desarrollo: 2 veces, hasta una distancia de 10 cm.

Secado: al aire.

Deteccion A: examinar la placa a la luz ultravioleta a 254 nm.

2.6. Perfil Cromatografico del aceite.

El perfil cromatografico del aceite se realizd empleando la Cromatografia de Gases siguiendo el siguiente
procedimiento:

Disolucién problema. Se prepard una dilucion del aceite en acetona (50uL\1000pL)

Disoluciones de referencia. Fueron probadas 8 sustancias de referencias, que constituyen componentes

comunes reportados en multiples aceites esenciales: Cineol, Anisaldehido, Ciclohexanol, Eugenol, Mentol, o-
Pineno, Salicilato de Metilo y Terpineno.
Todas las sustancias de referencias fueron preparadas en acetona en la proporcién 50uL\1000uL

La cromatografia se llevd a cabo utilizando las siguientes condiciones cromatograficas:

v Columna capilar de Silice fundida de 30 m de longitud y 0,32 mm de diametro interno.

v Programa de temperatura: manteniendo la temperatura de la columna a 55 °C durante 1 min, luego
aumentandola a una velocidad de 3 °C por minuto hasta 150 °C y aumentar nuevamente a razén de 2 °C
por minuto hasta 200 °C y luego mantener durante 5 min antes de inyectar.

v" Nitrégeno para cromatografia R como gas portador.

<\

Detector de ionizacion en llama, 280 °C.
v"Inyector Split/Splitless: 250 °C.
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v Inyectar aproximadamente 1 pL de la disolucion de referencia y la muestra problema. Registrar los

tiempos de retencion de estas sustancias.

2.7. Determinacién cuantitativa del Cineol presente en el aceite esencial mediante Cromatografia
gaseosa (GC).
e Materiales, utensilios y equipos de medicion.
Balanza analitica digital. BOECO, error 0.1 mg, LSP 210 g, GDR.
GC, Agilent 1100 series
Microjeringuilla Hamilton de 20 pL
Acetona, UNI-CHEM, Barcelona
Filtro miliporo de 0,45um
Bario ultrasdnico, BRANSON 1510.

Agua desionizada y destilada.

AN NN N N W NN

Cristaleria de laboratorio.

e Preparacion de la solucion patrén de Cineol.

Solucion madre: Disolver 9,3 mg de Cineol en 10mL de Acetona. Tomar 300 L de esta disolucién, transferir a
un matraz aforado de 2 mL y completar el volumen.

e Preparacion de la muestra.

Disolucién problema. Se prepar6 una dilucién del aceite en acetona (18,6mg\ 5mL). Luego se tomaron 50 L
de esta disolucion, se transfirié a un matraz aforado de 1 mL y se completé el volumen.

e Procedimiento.

La cromatografia se llevé a cabo utilizando las condiciones cromatograficas descritas en el epigrafe 2.6.
Cuando los cromatogramas se registran en las condiciones indicadas, los componentes eluyen en el orden
indicado en la composicion de la disolucion de referencia. Registrar los tiempos de retencién de estas

sustancias.
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Expresion de los resultados.

La expresion de calculo empleada para la cuantificacion en el GC es la siguiente:

Ap: Area bajo la curva del patron.

Am: Area bajo la curva de la muestra.

Cm: Concentracion de la muestra. (ug/mL)

Cp: Concentracion del patron. (ug/mL)

La expresién de calculo deducida para determinar el porciento de Cineol en el aceite esencial mediante la

técnica por GC es la siguiente:

_ IM Cineol 100%

IN Aceite esencial.

0pCineol

m cineol =Cm * 100
Donde:
m cineol: Masa de Cineol que se determina en el desarrollo de la técnica de analisis.

M aceite esencial: Masa del aceite esencial presente en la solucion de prueba.

2.7.1. Validacion de la técnica analitica de Cromatografia de Gases (GC) para la cuantificacion de
Cineol en el material vegetal.
v" Linealidad.

Preparacion de la disolucion patron

Solucion madre: Disolver 9,3 mg de Cineol en 10 mL de Acetona.

Preparacion de las disoluciones de ensayo.

Se prepararon cinco disoluciones de concentraciones crecientes conocidas a partir de la solucién inicial de
concentracion 0,93 mg/mL, estas son las siguientes: 0,0465 mg/mL; 0,093 mg/mL; 0,139 mg/mL; 0,186
mg/mL; 0,232 mg/mL.

Las condiciones cromatograficas coinciden con las sefialadas en el epigrafe 2.7 (Determinacién cuantitativa
de Cineol por GC).
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Procedimiento.

Se realizan tres curvas de cinco puntos, haciéndose dos réplicas para cada valor de concentracion. Estos
datos se procesan mediante el tabulador electronico EXCEL, 2007, para obtener los resultados de la
pendiente (b), el término independiente (a) y el coeficiente de correlacion (r). El coeficiente de variacidn de los
factores respuesta (CVi), la desviacion estandar relativa de la pendiente (Sp rel) y 10s limites de confianza del

téermino independiente se obtienen a través de las formulas descritas en el epigrafe (1.4).

v Precision.
Procedimiento: Este pardmetro incluyé la repetibilidad y la precision intermedia. Para la repetibilidad se
procesaron cinco muestras del aceite esencial (segun se describe en el epigrafe 2.7) a las cuales se les
aplicé la técnica a validar en condiciones homogéneas, un mismo analista y en un mismo dia; mientras que la
precision intermedia consistid en un procedimiento similar, con la misma concentracion, realizado por
diferentes dias. En ambos casos se determiné el coeficiente de variacion de los resultados.

Criterios adoptados: El coeficiente de variacién (CV) para la repetibilidad CV < 1,5% y para la precision

intermedia CV < 3%. Para evaluar la precision intermedia se usé, ademas, el Test de Cochran, el Coeficiente
de Variacién de Horwitz y un analisis de varianza.

v" Exactitud.
Procedimiento: Se utilizd el método de adicion del patron. Se prepard una dilucion del aceite en acetona
(18,6mg\ 5mL). Luego se tomaron 50 pL de esta disolucién, se transfirié a un matraz aforado de 1 mL y se
completd el volumen.
Se adicionaron cantidades crecientes del patron de Cineol (0,0232; 0,0465; 0,0695 mg/mL). Se realizaron tres
réplicas de cada una de las concentraciones afiadidas. Las concentraciones afiadidas y recuperadas se
representaron en un grafico y se evalué el recobrado como el valor obtenido para la pendiente del mismo
(Fernandez A., 1996). Ademas, se calculo el porcentaje de recuperacion de la muestra analizada.

Criterio adoptado: Recobrado en el intervalo 97-103% (Fernandez A., 1996).
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v' Especificidad

Procedimiento: Se compararon los tiempos de retencion de las sustancias presentes en la muestra y el
patron. Se midio, el ancho de la semialtura y se calcularon los factores de simetria de los picos en los
cromatogramas correspondientes a cinco inyecciones de patron y cinco de muestras; se determind la media y
la varianza del patrén y de la muestra, se hallé la T de Student y se calculd la F de Fisher, se compararon los
valores de Ty de F con los tabulados, con el objetivo de descartar posibles solapamientos de picos.

En todos los casos se calcularon los limites de deteccidn (LD) como la concentracion de analito que produce
una sefial igual a tres veces la desviacion estandar del blanco (criterio 3o de la IUPAC) (Thompson A., 1995

y 1999; ICH., 1996) bajo las condiciones experimentales optimas.

Se tomd como limite de cuantificacion (LC) la concentracion de analito que produce una sefial igual a diez
veces la desviacion estandar del blanco (Thompson A., 1995 y 1999; ICH., 1996; Eurachem., 1998) bajo las
condiciones experimentales dptimas.
v' Sensibilidad

Procedimiento: Como una medida de la sensibilidad se tom6 el valor de la pendiente de la curva asi como los
limites de deteccién (LD) y limite de cuantificacion (LC). Los calculos se realizaron por el criterio de 3S'y 10S,
es decir el limite de deteccion (LD) como la concentracion de analito que produce una sefial igual a tres
veces la desviacion estandar del blanco (criterio 30 de la IUPAC) bajo las condiciones experimentales
Optimas. Por su parte el limite de cuantificacion (LC) la concentracién de analito que produce una sefial igual
a diez veces la desviacion estandar del blanco bajo las condiciones experimentales optimas. Una vez
calculados los LD y LC se comprobaron los mismos, aplicando las dos técnicas evaluadas (Thompson M. y
Word R., 1995; ICH., 1996; Eurachem., 1998; Thompson M. y col., 1999).
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CAPITULO Ilil. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

31. Determinacion del rendimiento de aceite esencial de Melaleuca leucadendron L.

3.1.1. Determinacion del % de humedad de la planta, utilizando el método de determinacién de agua
por arrastre (método del tolueno).

Mediante el procedimiento anteriormente descrito se obtuvo un contenido de humedad de 9% para el
Melaleuca leucadendron L. Este valor fue utilizado en la determinacién del rendimiento de aceite en la planta,
en base a droga seca.

3.1.2. Metodologia de extraccion del aceite esencial. Determinacion del rendimiento de aceite en las
hojas del Melaleuca leucadendron L.

Para la extraccion se empled el método de Hidrodestilacién que consiste en llevar a estado de ebullicion una
suspension acuosa de la planta, de tal manera que los vapores generados puedan ser condensados y
colectados. El aceite, que es inmiscible en agua, es posteriormente separado. Se establecié el tiempo total de
destilacion como 1 hora teniendo en cuenta que a partir del mismo no ocurre ninglin aporte de aceite en el
tubo graduado (1mL dividido en 0,01mL) que se encuentra en el colector de destilacién especialmente

disefiado para recoger y medir el aceite. Con el uso de la trampa de tipo Clevenger, universalmente

aceptado, se obtuvo un rendimiento de aceite en las hojas del Melaleuca leucadendron L. de 1,72%, en base
seca, este valor constituye una novedad del presente trabajo si se tienen en cuenta que en la literatura
consultada no se encontré ningun reporte del mismo. Con respecto al rendimiento obtenido en el método de
arrastre con vapor se obtuvo un rendimiento de 2.43% en igual periodo de destilacion lo que tambien
constituye una novedad. Este rendimiento obtenido en el arrastre con vapor representa aproximadamente el
doble del rendimiento obtenido en la técnica de hidrodestilacion aplicada al mismo material vegetal. Las
diferencias en los resultados obtenidos en las técnicas de destilacidén podria estar dado por la mayor eficacia
lograda al utilizar la destilacion de arrastre con vapor, de acuerdo al fundamento teérico del método (Meireles
A., 2009).
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3.2. Resultados de los indices de calidad del aceite obtenido a partir de las hojas de Melaleuca

leucadendron L.

Para realizar la evaluacion fisico-quimica cualitativa del aceite se utilizaron los ensayos que refieren las
farmacopeas, (Eur. Ph., 2005 y B.P., 2004), para el control de calidad de los aceites esenciales, extraidos por
Hidrodestilacion.

3.2.2. Caracteristicas organolépticas: El aceite de las hojas de Melaleuca leucadendron L. es obtenido por
Hidrodestilacion y posee como caracteristicas organolépticas fundamentales que es un liquido translucido,
incoloro. Miscible con éter de petroleo, parcialmente miscible en etanol e inmiscible en agua.

3.2.2. La Densidad Relativa se determin6 utilizando 10 L de aceite esencial de la planta y determinando la
relacion entre el peso de este y el peso del H20 el valor de la densidad se muestra en la (Tabla 3.1).

3.2.2. El indice de Refraccion del aceite obtenido de la planta se relaciona en la (Tabla 3.1). El valor de este
parametro no aparece reportado en la literatura y tiene interés para detectar adulteraciones y envejecimiento y
sus principales ventajas son la rapidez y sencillez con que se pueden obtener. Ademas pudiera ser la técnica
de eleccion para el seguimiento de proceso extractivos o de fraccionamiento del aceite, cuando no se dispone
de un cromatografo.

3.2.3. El indice de Acidez del aceite se muestra en la (Tabla 3.1) el cual indica la presencia de muy pocos
grupos acidos en su composicion.

3.2.4. I. Saponificacion: El aceite es insaponificable pues al desarrollar la valoracion el aceite se separa del

disolvente.

Tabla 3.1. Valores obtenidos para los indices de calidad.

Densidad | I. Refraccion l. Acidez l. Saponificacion

Melaleuca
leucadendron L 0,96 1,4625 2,2 No saponificable
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3.2.5. Espectro UV para el aceite obtenido de Melaleuca leucadendron L.

Espectro UV del aceite esencial de Melaleuca
leucadendron L.

Absorbancia

Longitud de onda

Figura 3.1. Espectro UV del aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron L.
Amax=330nm.

La presencia de una banda en la zona de los 330 nm aproximadamente indica la existencia de insaturaciones
0 grupos funcionales con pares de electrones libres que son capaces de conjugarse con dichas

insaturaciones, como los grupos carbonilo (COOH), nitro (N2*) entre otros.

3.2.6. Espectro infrarrojo (IR) para el aceite esencial de la Melaleuca leucadendron L.

La primera banda que aparece a los 3451,71 cm™' aunque se muestra ancha debido a su intensidad pudiera
indicar la presencia de OH alcohdlico. La banda que parece a los 2958,59 cm! corresponde a la presencia de
Csps-H. La intensidad del pico que se encuentra a 1744,33 cm' no es elevada, pero pudiera indicar que hay
presencia de grupos carbonilo que sefialaria la existencia de aldehidos o cetonas. Por ultimo las bandas

correspondientes a 1452,73 y 1379,41 cm! muestran la presencia de Csp2 y Csps respectivamente.
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Figura 3.2. Espectro infrarrojo (IR) para el aceite obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron L.

3.3. Identificacion del Cineol presente en el aceite por CCD.

La identificacion del Cineol en el aceite se realizd empleando la cromatografia en capa delgada (CCD). Las
condiciones cromatograficas empleadas se extrajeron de las condiciones cromatograficas descritas por la
Farmacopea Europea, 2005 como ensayo cualitativo de identificacién de los aceites esenciales. Como
resultado se obtuvo (Figura 3.3) que el Cineol aporté una sola mancha con un valor de Rf es 0,65 para la fase
mavil Tolueno-Diclorometano. La coincidencia en el valor de Rf al obtenido para el patron y la muestra permite

asegurar la presencia del Cineol en el aceite, aunque esto debe ser corroborado por técnicas mas fiables.
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Figura. 3.3. Cromatografia en capa delgada obtenida para el producto aislado, empleando el sistema
de corrida Tolueno- Diclorometano (50:50). Patrén (P) y Muestra (M).

3.4. Perfil cromatografico del aceite esencial de Melaleuca leucadendron L.

La técnica cromatografica mas adecuada para el analisis de los aceites esenciales sin duda es la
cromatografia de gases (GC). En el control de la calidad esta se utiliza para obtener el perfil cromatografico y
cuantificar los componentes del aceite esencial, es decir los mayoritarios 0 aquellos que, sin ser mayoritarios,
tengan una especial trascendencia para la calidad. El perfil cromatografico de un aceite esencial constituye
uno de los ensayos que conforman la monografia analitica de control de calidad del mismo y tienen como
objetivo identificar los principales componentes presentes en el aceite. Para proponer dicho perfil la primera
tarea resultd ser la seleccion de condiciones cromatograficas que permitieran una separaciéon adecuada de
los distintos picos obtenidos en el cromatograma del aceite.

Para esta seleccion se tuvieron en cuenta las condiciones mas empleadas para este fin en la literatura
consultada y que fueron sefialadas en el [Capitulo 1 (Pag. 15-18)] del presente trabajo, con la salvedad de
que en este trabajo la fase movil utilizada fue el Nitrégeno, ante la no disponibilidad de Helio.
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FID1 A, (C\CHEM32\1\DATAA-ESENCIALES\CAYEPUT\CAYEPUT000114.D)

Figura 3.4. Cromatograma GC del aceite esencial obtenido a partir de las hojas de Melaleuca
leucadendron L.

En la (Figura 3.4) muestra el cromatograma obtenido para el aceite. Como se observa, a diferencia de la
mayoria de los aceites esenciales, la cantidad de componentes es muy baja solo se distinguen claramente
tres picos que deben corresponder a los compuestos presentes en el aceite. En la (Tabla 3.2) se muestran los

parametros cromatograficos obtenidos para cada pico

Tabla 3.2. Resultados de los parametros cromatogréaficos obtenidos para el aceite del Melaleuca
leucadendron L. al aplicar la técnica GC

No. Pico t. retencion Area % Area
1 20,92 40045,6 68,11
2 27,30 4239,0 7,24
3 50,86 6394 10,14

Con vistas a identificar la presencia de alguno de los patrones de componentes de aceites esenciales,
disponibles en el laboratorio, para su uso como trazador analitico en el aceite, se compararon los
cromatogramas obtenidos para el patron (Figura 3.4), bajo las mismas condiciones cromatograficas que la

muestra, obteniéndose la coincidencia de los tiempos de retencion solo para el Cineol.
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Figura 3.4. Cromatogramas correspondientes a los 8 patrones utilizados.

Con vistas a corroborar esta posibilidad el aceite fue estudiado, empleando la CG acoplada a la

Espectrometria de Masa.

3.5. Determinacion de la composicion del aceite utilizando la técnica GC-MS.

La (Figura 3.5) muestra el cromatograma obtenido en el GC-MS para el aceite obtenido por hidrodestilacién,
en el mismo se reafirma la presencia de tres picos a pesar de que en este caso hubo un cambio de fase
movil.

(x1,000,000)
{TIC

10.04

Figura 3.5. Cromatograma GC-MS del aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron

L. obtenido por hidrodestilacion.
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Figura 3.6. Cromatograma GC-MS del aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron
L. obtenido por arrastre con vapor.

Por su parte en la (Figura 3.6) se presenta el cromatograma obtenido para el aceite de esta planta obtenido
en la técnica de arrastre con vapor en el cual aparecen un numero mayor de picos entre los 29 y 45 min. de
tiempos de retencion, mientras los picos mayoritarios se mantienen sin alteracion. Al superponer ambos
cromatogramas (Figura 3.7) se denota claramente la aparicion de nuevos picos en los mayores tiempos de
retencion lo cual podria estar dado por la mayor eficacia lograda al utilizar la destilacién de arrastre con vapor,

de acuerdo al fundamento teérico del método (Meireles A., 2009).

(x10,000,000)

1.00]

Figura 3.7. Cromatograma GC-MS del aceite esencial obtenido de las hojas de Melaleuca leucadendron
L. obtenido por ambos métodos.
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El analisis exhaustivo del espectro de masa de cada pico, empleando la libreria NIST, permitid el pico
mayoritario, cuyo espectro de masa se presenta en la (Figura 3.8). Es importante sefialar que este resultado
coincide con lo reportado en el Unico articulo publicado sobre la composicion quimica del aceite en estudio, en
el mismo, investigadores obtuvieron que el 1,8 Cineol era el componente mayoritario y se encontraba en un
64,30% del aceite de la planta. (Farag R. y col., 2004).
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Figura 3.8. Espectro de masas del componente mayoritario del aceite esencial de Melaleuca
leucadendron L.

3.6. Determinacién cuantitativa de Cineol presente en el aceite esencial mediante Cromatografia

gaseosa (GC).
v" Linealidad

Teniendo en cuenta que el objetivo de la técnica era determinar cuantitativamente el contenido del Cineol

presente en el aceite fue necesario demostrar la linealidad para este patrén. A continuacién se exponen,
los resultados:

La (figura 3.9) muestra la curva de calibracion obtenida al evaluar la linealidad en la cromatografia de gases
utilizada para la determinacién cuantitativa del Cineol en la muestra. Los criterios estadisticos utilizados para

evaluar el parametro aparecen en la (Tabla 3.3).
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Si se comparan los valores obtenidos en cada parametro con los criterios establecidos por las normas ICH,
1996, se puede afirmar que en todos los casos se encuentran dentro del intervalo especificado: La ecuacion
de la recta obtenida para el Cineol fue y = 27541x - 129,9 con un coeficiente de correlaciéon de 0,99 un
coeficiente de variacion de los factores respuesta 4,61 (inferior al 5%). La fiabilidad de la ecuacién se evalu6
ademas a través del error tipico cuyo valor es 0,03 muy inferior a la desviacion estandar de la variable Y. Con
vistas a corroborar los resultados anteriores se realiz6 un anélisis de varianza en el cual se obtuvo un valor de
5745,32 (F mucho mayor que el F critico), estadisticamente significativo. Se puede plantear entonces que el

método es lineal en el intervalo de concentracion evaluado.

Curva de calibracion del Cineol y = 27541x - 129’9|

R%=0,9926

6000 A
5000

4000 |

3000

2000 ‘/

1000

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Concentracion(mg\mL)

7000

Areas

Fig. 3.9. Curva de calibracion para la determinacion del Cineol por cromatografia gaseosa.

Tabla 3.3. Resultados de los criterios estadisticos utilizados para evaluar la linealidad en la técnica de
cromatografia de gases para el Cineol.

Concentracion
del patrén (mg/L) | Curva 1 Curva 2 Curva 3 Ecuacion de la recta
0.0465 1236,9 1301,4 1176,9
0.093 2228,61 2576,7 25473 y =27541x - 129,9
0.139 3531,56 3526,9 3657,7
0.186 4756,21 485478 4895,23
0.232 6412,3 6347,03 6548,2
Coeficiente de R2 Error tipico CV.F (%)
correlacion ajustado
multiple
0,99 0,99 0,03 4,61
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ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico de

libertad cuadrados los cuadrados F

Regresién 1 7,189 7,189 5745,32 1,02279E-12

Residuos 8 0,01 0,001
Total 9 72
Coeficientes Error tipico Estadlistico t Probabilidad Coeficiente
de calidad
(%)
Intercepcion -0,02 0,03 -0,75 0,46 -2,83

Criterios establecidos:

ri. Coeficiente de correlacion (ri= 0,99)

C.V.F: Coeficiente de variacion de los factores de respuestas (C.V.F < 5%)
Error tipico de la regresion(0 < Error tipico < Sy (Sy desviacion Standard de Y)
CC: Coeficiente de calidad (CC<2,5%)

v" Precision
Este pardmetro incluye los términos repetibilidad y precision intermedia. Para el primer caso la técnica se
repitié sin alterar las condiciones, mientras que en el segundo la técnica se desarrollé en diferentes dias.
En la (Tabla 3.4), se muestran los resultados estadisticos obtenidos al evaluar ambos parametros para el
Cineol. El coeficiente de variacion obtenido para la repetibilidad de la muestra fue de (1.32%), que resulté ser
menor que el establecido para este ensayo cuando es realizado a materias primas farmacéuticas (<1.5%) lo
que indica que la técnica posee buena repetibilidad. Por su parte en la precision intermedia se obtuvo también
un coeficiente de variacion (1.56%) inferior al establecido (< 3%), ademas, en este parametro se evaluaron
otros parametros estadisticos que garantizan la veracidad de los resultados y cuyos estadigrafos aparecen
también reflejados en la misma tabla.
El analisis de varianza realizado muestra que no hay diferencias significativas entre los grupos al obtenerse

en la prueba Fischer una Fcal < FCri . Esto es ratificado por el Test de Cochrans (Ccal= 0.33) en el cual se

tic

obtuvounaC <C
cal Critica.
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REPETIBILIDAD
Réplica 1 Parametros estadisticos
2138 Media = 46.368
2198,74 SD= 0.614
2147 CV (%)= 1.32
2184,91
2136,42
2192,04
PRECISION INTERMEDIA
Dial Diall Dia lll Media= 46.573
2138 2147 2136,42 SD= 0.713
2298,74 2184,91 2192,04 CV (%) = 1.53
Horwitz = 2.24
Dentro de los Grupos  S(%) =0,364 ; CV(%) =0,781
Cochrans (C calculada)= 0,0005
Cochrans (C critica) =0,59
Horwitz =2.24
v’ Exactitud

Las concentraciones afadidas del Cineol como patrén y las recuperaciones obtenidas se recogen en la (Tabla
3.5). El porcentaje de recuperacion promedio fue de 99,94+ 0,91%. El recobrado medio de los tres niveles de
concentracion, una vez calculado y es realizado una prueba t-Student en la cual se obtuvo como resultados

una tcalc < tcrit Permite corroborar que el recobrado obtenido no es significativamente diferente de 100%. Los

resultados anteriores se ratificaron con la curva de recuperacion, (Figura 3.10), el valor de la pendiente se
corresponde con la recuperacion y posee coincidencia con el valor de recobrado promedio anteriormente
calculado. Estos valores demuestran una elevada exactitud en las determinaciones del Cineol presente en las

muestras de aceite (Melaleuca leucadendron L), con el procedimiento utilizado.
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Figura 3.10. Curva de recuperacion del Cineol.
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Tabla 3.5. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro exactitud en la técnica de cromatografia
de gases para el Cineol.

Conc | Resp.exp. | Resp.exp. | Resp.exp. | Conc. Recuperacion| Resp.exp. | Media
afadida| Patron Patréon | Patron Recup.(ppm) (R) Muestra deR

(mg/L) | afhadido | afiadido + | recuperado | x=(y+129,9)/27541 Ym antes

Yp antes Muestra

0,0232 | 279,63 2290,06 522,06 0,023 102,03 1768 99,94

0,0232 | 297,76 2285,27 517,27 0,023 101,28

0,0232 | 304,58 2279,31 511,31 0,023 100,35

0,0465| 659,83 2893,65 1125,65 0,045 98,039

0,0465| 654,97 2895,36 1127,36 0,045 98,173

0,0465| 681,37 2891,22 1123,22 0,045 97,84

0,0695 | 1161,78 3558,37 1790,37 0,069 100,32

0,0695 | 1169,36 3560,21 1792,21 0,069 100,41

0,0695 | 11543 3571 1803 0,070 100,98
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v’ Sensibilidad.
Como se puede observar en la (Figura 3.12) la inyeccién del blanco solo demostrd la no existencia de
interferencias al tiempo de retencion de las sustancias presentes en la muestra. El resultado del LD y LC
para el Cineol se recogen en la (Tabla 3.6). Como Limite de Deteccidn para el Cineol se obtuvo un valor de
0,00006 mg/L y Limite de Cuantificacion 0,0002 mg/L, valores que se encuentran por debajo del valor mas

bajo de concentracion evaluado en la técnica.

ADLA (BLISAYANENBLANCOB ANCOI003100)

Figura 3.12. Cromatograma del Blanco.

Tabla 3.6. Resultados estadisticos obtenidos al evaluar el parametro sensibilidad en la técnica de
Cromatografia de gases para el Cineol.

Resp. Blanco Media Desv. Estandar | Pendiente Limite de Limite de
(areas de los deteccion (LD) |cuantificacion (LC)
picos) (mglL) (mglL)
17,882 17,548 0,576 27541 0,00006 0,0002
17,88
16,882
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v' Especificidad

Se compararon los picos cromatograficos del patron (Cineol) con los correspondientes en la muestra bajo las
condiciones Optimas de analisis (Tabla 3.2) donde no se observaron a simple vista colas, ni frentes difusos u
hombros, se puede inferir que no debe haber solapamientos de picos. Tampoco se observaron variaciones
significativas en los tiempos de retencion, los cuales se mantienen dentro de un intervalo de £ 2%.

Los resultados discutidos hasta el momento demuestran que no existen interferencias apreciables que
puedan afectar la determinacion confiable del Cineol en el aceite de la Melaleuca leucadendron L. Con todos
estos resultados se puede afirmar, entonces que el método es especifico para ser utilizado en el control de la
calidad del aceite esencial de Melaleuca leucadendron L.

Se analizaron comparativamente los cromatogramas obtenidos para el patrén de Cineol y para la muestra,
registrados bajo las mismas condiciones de analisis, observandose que no hay sustancias en la muestra que
interfieran en la determinacién de los mismos. Ademas, el pico del los patrén y el pico del Cineol presente en
la muestra, posee similares valores de simetria y ancho en la semialtura, tanto para el patrén como en la

muestra por lo que pueden superponerse, lo anterior descarta posibles solapamientos.

Patrén de Cineol
Para comparar los factores de simetria del pico para patron y la muestra, se calcul6 los intervalos de
confianza de dichos factor, de forma tal que un intervalo incluye al otro. Para la muestra este intervalo va

desde 1,04 hasta 0,97 y en el caso del patron los intervalos oscilan desde 1,00 hasta 0,99.

Limite de Confianza para los factores de simetria:

— T - S
——
>< ~
Patron Muestra
x =1,01 ¥ =099
t=213 t=213
S=0,036 S=0,007
n=5 n=>5
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Con los resultados obtenidos en los cinco parametros de validacion se puede afirmar que la técnica de
cromatografia de gases evaluada para la determinacion de aceite esencial en el aceite de la Melaleuca
leucadendron L., es fiable.

Una vez validada la técnica se aplicd en la determinacion del contenido de Cineol presente en el aceite

esencial, obteniéndose que este componente representa el 46,36% de todos los componentes presentes.
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Conclusiones

1. El contenido de aceite esencial en las hojas de Melaleuca leucadendrom L., aplicando la técnica de
hidrodestilacién, fue de 1,72%, mientras que en el arrastre con vapor se obtuvo un rendimiento de
2,43%.

2. La técnica de Cromatografia Gaseosa acoplada a Masa (GC/MS) permitié corroborar la presencia de
1,8- Cineol presente en el aceite obtenido por las dos técnicas de destilacion.

3. La comparacion de las dos técnicas de destilacion empleadas en la obtencién, realizada a través de
GC-MS, permiti6 comprobar la similitud en la composicion de ambos aceites y la marcada diferencia en
la cantidad de los componentes presentes para cada técnica.

4. Los resultados de la evaluacién de la calidad del aceite, a través de indices establecidos, fueron
similares a los reportados en las Farmacopeas vigentes, para otros aceites esenciales.

5. El procedimiento de validacion realizado a la técnica de Cromatografia de Gases, para la determinacion
cuantitativa de Cineole en el aceite, permitié demostrar que la misma es fiable y posibilita su uso en el
control de la calidad de dicho aceite.

6. El aceite posee un 46,53% de Cineol, siendo su componente mayoritario.

Recomendaciones

1. Continuar los estudios de la composicion del aceite hasta lograr identificar todos los componentes
presentes en el mismo.
2. Emplear la técnica de destilacion por arrastre con vapor, como método de obtencion del aceite por su

mayor rendimiento y cantidad de componentes extraidos.
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