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1. INTRODUCCION

El ser humano siempre ha tratado de encontrar alternativas para tratar
diversas enfermedades en los recursos que le ofrece la naturaleza, por eso el uso
de las plantas medicinales data de épocas muy remotas en la historia de la
humanidad y ha formado parte de la cultura de las personas. No s6lo ha atendido
sus problemas de salud, sino que se ha alimentado con lo que la naturaleza provee
y muy especialmente en esos tiempos donde las plantas eran su recurso mas
cercano y abundante (Melgarejo-Lopez et al.,, 2008). Asi, logré adquirir el
conocimiento sobre los productos naturales de forma empirica y éste se ha ido
transmitiendo de generacion en generacion, por lo que actualmente es necesario
aplicar el método cientifico para el estudio de las plantas tradicionales de interés

medicinal (Osuna-Torres et al., 2005).

La medicina tradicional es un recurso terapéutico sustentable, factible e
integral que tiene gran uso costumbrista en nuestra nacion. La organizacién Mundial
de la Salud (OMS) reconoce el valor de esta practica terapéutica haciendo énfasis
en que el 80% de las dificultades de salud de los paises en desarrollo son resueltos,
mediante el uso de plantas medicinales; por lo tanto, resulta imprescindible concebir
hoy a estas plantas no solo como alternativa para el tratamiento de las
enfermedades méas comunes sino también como una opcién socioecondmica,
fundamentalmente para los paises de menores posibilidades econémicas (Soriano-
Almazéan, 2016).

De tal manera que es de suma importancia realizar estudios para conocer el
contenido metabdlico de las plantas medicinales para garantizar el uso adecuado y
seguro por parte de la poblacion. Por lo que en esta tesis se presenta el estudio del
extracto de metanol de Santolina chamaecyparissus, una planta de interés
medicinal, ademas del analisis de sus componentes volatiles y aquellos presentes
en el aceite esencial mediante la técnica de microextraccion en fase sélida (HP-
SPME-TOF) y CG/EM.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas del género Santolina
2.1.1 Género Santolina

El género Santolina (familia Asteraceae) comprende especies ampliamente
distribuidas en el area del mediterrdneo. De acuerdo a una revision hecha por
Tundis en 2018, la lista de plantas incluye a 103 de las mas reconocidas especies.
Sin embargo, de éstos, sblo 20 son especies aceptadas (Santolina africana Jord. &
Fourr., S. benthamiana Jord. & Fourr., S. canescens Lag., S. chamaecyparissus L.,
S. corcega Jord. & Fourr., S. decumbens Mill., S. elegans Boiss. Ex DC., S. etrusca
(Lacaita) Marchi & D'Amato, S. insularis (Gennari ex Fiori) Arrigoni, S. magonica
Romo, S. melidensis Rodr.Oubifia & S.Ortiz, S. neapolitana Jord. & Fourr., S.
oblongifolia Boiss., S. pectinata Lag., S. pinnata Viv., S. rosmarinifolia L., S.
semidentata Hoffmanns. & Link, S. tincloria "Molina", S. villosa Mill., y S. virens Mill.).
Es un género taxondmicamente complejo que consiste en especies de plantas cuya

clasificacion ha sido revisada varias veces.

S. chamaecyparissus L., S. pectinata Lag. y S. viridis W. son las mas
distribuidas. Con el creciente interés en los metabolitos secundarios bioactivos de
Santolina spp., se han llevado a cabo varios estudios relacionados con la
investigacién de la composicién fitoquimica y las propiedades biolégicas de las

especies de este género (Tundis et al., 2018).

2.1.2 Distribucién y hébitat

El género Santolina es originario de Europa meridional, crece silvestre en la
parte centro-occidental de la region mediterranea, sobre todo en los campos de
cultivo de secano (almendros, olivos, etc.), especialmente cuando dejan de ser
labrados, en barbechos, pastizales, orillas de caminos, pistas forestales, junto con
romeros, tomillos y aliagas. Se enrarece hasta desaparecer en todo el oeste y

noroeste de la peninsula.
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Se desarrolla en los collados y laderas pedregosas y arcillosas,

principalmente sobre materiales ricos en bases, en suelos calcareos y siliceos,
desde el nivel del mar hasta cerca de los 2000 m de altura (Giner y Rios, 2000). En
cultivo, se utiliza con fines ornamentales principalmente en América del Norte
(Villarino, 1999).

2.1.3 Composicion quimica

En las ultimas décadas, los estudios fitoquimicos sobre especies de
Santolina revelaron la presencia de varias clases de constituyentes. Se ha
descubierto la presencia de terpenoides, en particular los sesquiterpenos tipo
eudesmano y de tipo germacrano, los triterpenos de tipo dammarano, los
heterociclos de acetileno, los acetilenos tipo espirocetalenol-éter, los flavonoides y
las cumarinas como metabolitos secundarios comunes del género (Tundis et al.,
2018).

2.2 Caracteristicas de la especie Santolina chamaecyparissus L.
2.2.1 Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxonémica fue obtenida de la biblioteca Integrated

Taxonomic Information System (ITIS).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Santolina chamaecyparissus

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Santolina
Especie Santolina chamaecyparissus
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2.2.2 Descripcion

S. chamaecyparissus L. es una planta perenne, con numerosos tallos
lefiosos rectos que alcanzan hasta 60 cm de altura. Desprende un intenso olor
aromatico que recuerda al de la manzanilla. Los tallos floridos son simples. Las
hojas son verdes a cano-tormentosas, angostas y lineales, y estan profundamente
divididas desde la base hasta el vértice en I6bulos cortos, no superiores a 2 mm de
longitud y dispuestos en varias filas. Son escasas en la parte superior del tallo, y
ausentes en la parte apical. Los capitulos son terminales, hemiesféricos y
subglobulosos, sobre pedunculos un poco hinchados en el vértice. Todos los
capitulos son iguales, carecen de flores liguladas, comunes en otras especies; las
flores son amarillas, gamopétalas, tubuladas y con cinco dientes en su extremo
(Giner y Rios, 2000).

Figura 1. Santolina chamaecyparissus L.
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2.2.3 Nombres comunes

En el éarea mediterranea S. chamaecyparissus L. es denominada
popularmente como: Santolina, Abrétano hembra, Cipresillo, Lino Santo, Hierba
piojera, Manzanilla basta, guardarropa, hierba de San Juan (Figura 1) (Giner-Pons,
2000).

2.2.4 Usos

S. chamaecyparissus L. se cultiva en Europa, Asia y Africa, debido a las
propiedades antihelminticas, antiespasmadicas y emenagdgicas de las infusiones
preparadas a partir de sus hojas y flores. Esta hierba también es util en el
tratamiento de infecciones oculares, en la estimulacion de la cicatrizacion de tejidos

y en el alivio de las picaduras de insectos (Ahuja et al., 2005; Lopez et al., 2008).

De acuerdo a una revision hecha por Meriem y colaboradores (2018), la
planta se utiliza cominmente como té de "manzanilla” para los trastornos digestivos
en Navarra y otras areas del Mediterraneo; ademas, las inflorescencias son usadas
principalmente en la medicina popular mediterranea por sus propiedades
analgésicas, antiinflamatorias, antisépticas, antiespasmaodicas, bactericidas,
fungicidas, digestivas y vulnerarias, y se utilizan en fitoterapia para diferentes tipos
de dermatitis. Por otra parte y de acuerdo al mismo autor, el aceite esencial tiene
propiedades contra la candidiasis, y encuentra algunos usos limitados en

perfumeria y cosmética.

2.2.5 Aceite esencial

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles
producidas por organismos vegetales y aisladas Unicamente por medios fisicos (por
compresion y destilacion, p. ej.) de una planta completa o de alguna de sus partes.
Los principales compuestos contenidos en los aceites esenciales son derivados de
tres rutas biosintéticas: la ruta del acido mevaldnico que produce sesquiterpenos, la

del metil-eritritol (DOXP) que produce mono Yy diterpenos y la via metabdlica del
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acido siquimico (fenilpropanoides). Sin embargo, es casi incontable el nimero de
sustancias sencillas por lo que puede haber una tremenda variacion en la
composicion de los aceites esenciales. Muchas de estas sustancias volatiles tienen
diversas funciones ecoldgicas, y pueden actuar como mensajeros internos, como
sustancias de defensa contra herbivoros o como atrayentes de insectos
polinizadores (Harrewijn et al., 2001). Los aceites esenciales son acumulados con
su contenido volatil en estructuras anatomicas especializadas que pueden ser
células secretoras, cavidades/ductos o tricomas glandulares, sin embargo algunos
volatiles de las esencias de flores son producidos e inmediatamente liberados por

capas de la epidermis de los pétalos (Franz, 2010).

Por otra parte, el estudio de los compuestos volatiles y aceites esenciales
provenientes de plantas es muy importante ya que en muchos casos éstos tienen
actividades terapéuticas como antibacterianas, antioxidantes, antiespasmadicas,
expectorantes entre otras por lo que se les dan aplicaciones tanto en aromaterapia

como en la medicina tradicional (Pauli, 2010).

Normalmente, los aceites esenciales contienen alrededor de 100 o mas
compuestos quimicos, la mayoria en concentraciones por debajo del 1%, incluso
algunos de los compuestos se presentan en menor concentracion. Algunos aceites
esenciales contienen uno 0 mas compuestos mayoritarios, y las propiedades
terapéuticas y toxicolégicas de los aceites se atribuyen a estos constituyentes.
También, otros compuestos presentados en menor concentracion pueden ser
importantes. La composicion de un aceite esencial varia de acuerdo a las
condiciones ambientales y de crecimiento de la planta, de las partes empleadas de
la planta y de la extraccion y almacenamiento. Los componentes mayoritarios de un
aceite esencial pueden presentar diferencias quimicas de la misma especie de
planta. Los componentes de un aceite esencial son en su mayoria volatiles los
cuales pueden ser sensibles a los efectos de luz, calor, aire y humedad por lo que

deben ser almacenados en un lugar frio y oscuro.

Incluso cuando se almacenan correctamente, la composicién del aceite esencial

puede cambiar durante el almacenamiento de modo que los analisis cualitativos y

~6 ~
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cuantitativos solo se relacionan con la composicién del aceite en el momento de la
prueba. También existe la posibilidad de que se produzca adulteracion y
contaminacion durante el procesamiento. La contaminacion puede ser detectada
usando técnicas analiticas establecidas como la cromatografia de
gas/espectrometria de masas (CG/EM).

Para la preparacion de la muestra y la obtencion del aceite esencial, el
método de hidrodestilacién, o la extraccibn con disolventes organicos o la
microextraccion en fase solida son técnicas muy comunes, entre otros. Hay que
enfatizar que tanto la hidrodestilacion como la extraccion con disolventes organicos
son métodos que consumen demasiado tiempo asi como grandes voliumenes de
muestra y disolventes y por otra parte pueden causar pérdida de algun analito
debido a las condiciones de temperatura.

De acuerdo a Heinrich (2014), los aceites esenciales deben en todos los
casos ser referenciados por el nombre latino binomial de la especie de la planta de
la cual derivan y debido a que éstos pueden ser producidos en diferentes 6rganos,
las partes empleadas de las plantas deben ser precisamente especificadas y
algunas veces se necesitaria una mayor especificacion para definir el quimiotipo de

una planta en particular (Heinrich et al., 2004).

Varias especies de Santolina han sido estudiadas para establecer la
composicion quimica de sus aceites esenciales. S. chamaecyparissus es una de las
mas investigadas. Estudios realizados demuestran que la composicion quimica
varia, segun el origen geografico de la planta (Tundis et al., 2018) y algunos de los

compuestos identificados se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Componentes identificados en el aceite esencial de S.

chamaecyparissus.

Pais de origen de la
Nombre Estructura
planta

o Francia, Turquia, India,
artemisia cetona - _
Siria, Italia,

. Francia, India, Siria,
mirceno _
Italia.

Turquia, Argelia,
alcanfor N
Espana.

B-felandreno Turquia, Siria, Italia.

) /
O O ‘\\\\\ i O
/ O // )

a-bisabolol Turquia.
1,8 cineol Espafia, Tunez.
HO
‘,
B-eudesmol Tanez.
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sol
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OH",
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l
Ne)
l

Tunez, Espana.

TlUnez.

India.

Siria.

Argelia.

Argelia.
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sabineno Argelia, Italia.
borneol OH Espafia.
terpinoleno Espafa.

2.3 Métodos analiticos y tratamiento de la muestra
2.3.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es una de las técnicas mas versatiles y
comunes en los laboratorios, se usa para la determinacién de compuestos organicos
volétiles (Gary, 2000). Esta técnica de separacion esta basada en la distribucion de
los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una estacionaria (fase
de la columna) y otra mévil (gas acarreador); esta separacion se lleva a cabo por
adsorciéon y depende de la afinidad de los analitos por la fase estacionaria (Skoog,
2008).

La muestra se inyecta rapidamente con una microjeringa a través de un tapon
septum de goma de silicona; se volatiliza en el inyector y pasa a la columna en fase
gaseosa. El puerto de inyeccidén es principalmente usado en dos modos: Split y
Splitless. En el modo Split solo una pequefia fraccion de la muestra es dirigida hacia
la columna y el resto se desecha; es utlizado para muestras relativamente
concentradas. EI modo Splitless se emplea cuando la muestra tiene
concentraciones traza por lo que toda la muestra contenida en el inyector pasa por
la columna (Harris, 2007; Skoog, 2008).

~ 10 ~
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El puerto de inyeccion y el detector se mantienen a una temperatura mayor

qgue la columna para evaporar rapidamente la muestra liquida y evitar que ésta se
condense en el detector. La fase estacionaria se encuentra en las paredes internas
de la columna y su composicion le confiere una determinada polaridad. La
separacion se efectla a medida que los componentes volatilizan y se equilibran con
el gas acarreador y la fase estacionaria. El gas acarreador es un gas quimicamente
inerte que debe encontrarse en forma pura, como argon, helio o nitrégeno. Los
analitos de la muestra que ya fueron separados se detectan automaticamente

cuando salen de la columna, mediante diversos detectores (Gary, 2000; Harris,

2007).
. Registrador |
Micrap inga |
Dihvisar e fupp r [T —
S Beptum || | Dviect_| | o pueme
Regulake ™. ™
de flup =
Regulador ' e
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{:T\" D< Cnge rmcor
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1
|:Ir I| | 1"]
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Gan potadar
Herng termostatizady

Figura 2. Esquema general de un cromatografo de gases.

2.3.2 Espectrometria de masas

Es una técnica instrumental que produce, separa y detecta iones en fase
gaseosa. La muestra se introduce en un sistema de admision, que trabaja en
condiciones de vacio y a alta temperatura. La muestra se evapora y arrastra hacia
la fuente de ionizacién. Las moléculas del analito suelen ser neutras y se deben

ionizar, lo que habitualmente se logra bombardeando con electrones de alta energia
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en una fuente de impacto electrénico. Los iones se separan en el espectrometro al
ser acelerados a través de un separador de masas. La separacion se realiza de
acuerdo con las relaciones de masa a carga (m/z) de los iones. Finalmente los iones
separados se detectan y el sistema de andlisis de datos genera una grafica de
intensidad de los iones contra el valor de m/z (Gary, 2000).

Muestra
________________________ —
107%-10"° torr |
Sistema de } Fuente Analizador |
entrada | de iones de masas I
‘ |

Sistema |
de vacio ||

1
Procesador |
de la sefial ||

Dispositivo |
de lectura

Figura 3. Diagrama de bloques de un espectrometro de masas

2.3.3 Cromatografia de gases-Espectrometria de masas

La detecciébn de un maximo cromatografico a un determinado tiempo de
retencion sugiere, pero no garantiza la presencia de un determinado compuesto. La
probabilidad de que la identificacion sea positiva depende de factores como el tipo
y la complejidad de la muestra y de los procedimientos de preparacion de la
muestra. Por lo que la cromatografia de gases acoplada a masas combina la
capacidad de separacion de la cromatografia de gases con la sensibilidad y
capacidad selectiva del detector de masas, haciendo posible el analisis vy

cuantificacion de compuestos en mezclas complejas con un alto grado de eficiencia.
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2.3.4 Microextraccion en fase s6lida (SPME)

Es una técnica rapida, barata y libre de disolventes para la extraccion de
compuestos organicos volatiles y semivolatiles (Wejnerowska et al., 2007), se
obtienen resultados confiables, no requiere gran tiempo de analisis ni grandes
cantidades de muestra. Esta basada en la extraccion de analitos de una muestra
(puede ser sélida, gaseosa o liquida) mediante la utilizacion de una fase soélida de
silice fundida que esta recubierta de un material adsorbente generalmente
polimérico, seguida de la desorcion de analitos mediante temperatura o un
disolvente organico. La fibra debido a su tamafio pequefio y geometria cilindrica se
puede incorporar en una jeringa para facilitar su manipulacion y protegerla (Pefalver
Hernando, 2002).

Como con otras técnicas de separacion de componentes volatiles de plantas,
el analisis de los metabolitos también se lleva a cabo por el método de CG/EM. En
estos casos la identificacion de los componentes volétiles se basa en el espectro de
masas Yy en la determinacion del indice de retencién utilizando estandares externos
gue son una mezcla de hidrocarburos constituida por una serie homoéloga de n-
alcanos. La elucién en el cromatdgrafo de gases de esta mezcla de hidrocarburos
se lleva a cabo en las mismas condiciones cromatogréficas utilizadas para las
muestras analizadas, ya sea el aceite esencial o los componentes volatiles extraidos
por SPME.
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Figura 4. Componentes del soporte manual y fibra para la SPME.

2.3.4.1 Fundamentos tedéricos de la SPME

La extraccion se basa en el reparto del analito entre la fase organica en la
fibra de silice fundida y la muestra (Mahdi-Moein et al., 2014). El transporte de los
analitos desde la matriz de la muestra hasta la fibra comienza cuando la fibra entra
en contacto con la muestra y la extraccion se considera completa cuando la
concentracion del analito ha alcanzado el equilibrio de distribucion entre la muestra

y la fibra.

La microextraccion en fase sélida puede ser usada por inmersién directa de
la fibra dentro de la muestra para extraer los analitos o por introduccion de la fibra
en un headspace “espacio de cabeza” para extraer los componentes volatiles

presentes en la fase gaseosa (Mahdi-Moein et al., 2014).
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2.3.4.2 Procedimiento de la SPME

Esta técnica consta de dos etapas:

a) Etapa de extraccion: Con la fibra retraida se pasa la aguja a través del
septum del vial con la muestra, a continuacion se expone la fibra a la fase
gaseosa y se permite la exposicion por un tiempo y temperatura definida,
para facilitar una migracion de los analitos desde la muestra a la fibra, hasta
que se alcanza el equilibrio. Se retrae la fibra dentro de la aguja y se remueve
del vial.

b) Etapa de desorcidon: Se puede realizar térmicamente en el caso de CG o con
el uso de disolventes en HPLC. En la CG se inserta el dispositivo SPME en
el puerto de inyeccion, se expone la fibra por un tiempo, se retrae y se retira,
Figura 5 (Lucio-Gutiérrez, 2005).

Tubo que
sujeta la fibra
Muestra ¥

B
| -

calentamiento 7 Sr o
(@)Perforacién (@ Exposicion @ Retraccion
del séptum fibra/extracto delafibra

=

v

GC column

Figura 5. Representacion del proceso de adsorcion/desorcion de los analitos en el
dispositivo SPME.

2.3.4.3 indice de retencion de Kovats

Es un método que permite determinar los tiempos de elucion relativos de los
diferentes compuestos en cromatografia de gases, de forma que ayuda a identificar
positivamente los componentes de una mezcla. El método aprovecha la relacion

lineal entre los valores del logaritmo del tiempo de retencion, log (tr'), y los tiempos
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de retencion de una serie homologa de hidrocarburos saturados (C-8 a C-24). El

valor del indice de Kovats suele representarse por | en las expresiones
matematicas. Su aplicacion se limita a los compuestos organicos (Hernandez et al.,
2014).

Para la cromatografia isotérmica, el indice de Kovats viene dado por la ecuacion:

lOg(tlr(desconocido)) - log(t’r(n))
log(t,r(N)) - log(t’r(n))

[=100x|n+ (N —n)

En el caso de temperatura programada en cromatografia de gases, se puede
calcular un indice similar utilizando directamente los valores, en lugar de sus

logaritmos.

_ (tr(desconocido)) _(tr(n))
log(tr(N)) - log(tr(n))

* (100 x z) + (100 x n)

Donde:

I: indice de retencion de Kovats

n: Numero de atomos de carbono de los alcanos pequerios

N: Namero de atomos de carbono de los alcanos grandes

Z: Diferencia del nimero de atomos de carbono entre el alcano pequefio y el grande
tr: Tiempo de retencion (ajustado)
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3. JUSTIFICACION

Hoy en dia la medicina tradicional es considerada y reconocida como un
recurso fundamental para la salud de los seres humanos, es un componente
esencial para las culturas del mundo, un acervo de informacion, recursos y practicas
para el desarrollo y el bienestar, y un factor de identidad de numerosos pueblos del

planeta.

Las plantas medicinales forman parte muy importante de las estrategias que
utiliza la poblacién para el tratamiento de enfermedades. Esta practica resulta de la
gran diversidad boténica existente en el planeta y de su aprovechamiento por parte
de la gran diversidad de grupos étnicos y de la necesidad de contar con recursos
accesibles para la salud. Es por ello, que es de gran importancia el estudio integral
de esas plantas a las cuales se les han atribuido propiedades medicinales, mediante
métodos adecuados para poder aislar, purificar e identificar la amplia gama de
sustancias quimicas que contienen, para posteriormente confirmar su eficacia y
seguridad por medio de pruebas y ensayos apropiados. S. chamaecyparissus es
una planta que se utiliza en los paises del mediterraneo con fines medicinales, en
México se ha introducido como una planta ornamental y actualmente es de amplia
distribucién en nuestro pais. En estudios previos a éste en el laboratorio 111 de la
Facultad de Quimica se ha analizado el contenido metabdlico de los extractos de
hexano y de acetona, sin embargo habia quedado como perspectiva completar el
estudio mediante el andlisis del contenido metabdlico del extracto de metanol, entre
otros, para documentar los pardmetros de composicion para un eventual control de
calidad de la planta, por lo que en el presente estudio se justifica continuar con su

investigacién quimica, incluyendo el del contenido de componentes volatiles.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Aislar e identificar a los componentes mayoritarios presentes en el extracto de

metanol de las partes aéreas de la planta medicinal Santolina chamaecyparissus,

asi como analizar el contenido de compuestos volatiles.

4.2 Objetivos particulares

v

Revisar en la literatura cientifica los antecedentes de estudios quimicos sobre

la planta medicinal S. chamaecyparissus.

Preparar el extracto organico de metanol de las partes aéreas de la planta

objeto de estudio por medio de la técnica de maceracion.

Realizar el aislamiento y elucidacion estructural de los metabolitos
secundarios mayoritarios presentes en el extracto de metanol por métodos

cromatograficos, espectroscopicos y espectrométricos.

Analizar la composicion del aceite esencial obtenido mediante un proceso de
hidrodestilacién, por cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de

masas.

Identificar a los compuestos volatiles presentes en las partes aéreas de la
planta de estudio por el método de microextraccion en fase sélida (HS-
SPME-GC-MS-TOF), utilizando el indice de retencion de Kovats y los

espectros de masas y corroborar con la base de datos NIST.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material y equipo utilizado
Cromatografia en columna abierta (CCA)

Para la cromatografia en columna abierta se utilizaron como fase
estacionaria Gel de silice 60 marca Merck (malla 0.063-0.200 mm) y como fase
movil una mezcla de disolventes de polaridad creciente. Las cromatografias
preparativas se realizaron en placas Merck de 1 mm de grosor y una superficie de
20 x 20 cm.

Cromatografia en capa fina (CCF)

Los analisis por cromatografia en capa fina se llevaron a cabo en
cromatofolios de Silica gel 60 F254. Como reveladores cromatograficos se utilizaron
una camara con ldmpara en el UV Spectroline modelo ENF-260C con las longitudes
de onda de 254 y 365 nm y solucion cromogena de sulfato cérico amoniacal
[(NH4)2Ce(S04)42H20] al 1% con H2S04 2N seguido de calentamiento en parrilla
(100 °C).

Espectroscopia de RMN
Los espectros de RMN de 'H se determinaron a 400 6 600 MHz y a 100 y

125 MHz para *3C. Como disolventes se emplearon CDCls, CD3OD, acetona-ds.
Andlisis por microextraccion en fase soélida

Todos los analisis se realizaron en un cromatografo de gases marca Agilent,
modelo 6890N equipado con una columna capilar DB-5 (5% fenil-polimetilsiloxano),
con dimensiones de 10 mm x 0.18 mm x 0.18 um, acoplado a un espectrémetro de
masas con analizador masico de tiempo de vuelo (TOF), marca LECO modelo
Pegassus 4D, utilizando el método de ionizacién por impacto electrénico a 70eV.

Se utilizo el programa Chroma TOF.
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5.2 Recoleccion e identificacion del material vegetal

El material vegetal empleado para este trabajo se recolect6 en el pedregal de
Ciudad Universitaria en junio de 2016. La identificacion botéanica fue determinada
por el Dr. Robert Bye Boettler en el Instituto de Biologia de la UNAM vy el M. en C.
Ramiro Rios del Departamento de Botanica de la FES Zaragoza, UNAM. Una
muestra de referencia se conserva en el laboratorio 111 del Departamento de

Farmacia con el nimero de colecta SC-14-06-16.

5.3 Extraccion
5.3.1 Obtencion del extracto organico

Las partes aéreas del material vegetal fueron sometidas a secado a
temperatura ambiente. El material vegetal seco se fragment6 con la ayuda de unas
tijeras en pequefios pedazos y se someti6 a un proceso de maceracion a
temperatura ambiente, por periodos de 24 h con hexano, acetona y metanol
(consecutivamente y por triplicado). Se obtuvo un total de 20.0 g de extracto de

metanol.

5.3.2 Obtencién del aceite esencial

50 g del material vegetal previamente fragmentado se sometieron a un
proceso de hidrodestilacion con 850 mL de agua desionizada, con la finalidad de
obtener la fraccion volatil (aceite esencial) de la planta en estudio. El aceite
recolectado se analizé6 mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas
(CG/EM).

5.4 Analisis quimico del extracto de metanol
5.4.1 Fraccionamiento cromatografico

El fraccionamiento del extracto de metanol se realizO mediante una
cromatografia en columna abierta. Para ello se adsorbieron 10.0 g del extracto de

metanol en 11.0 g de gel de silice. La muestra se aplicé en una columna de vidrio
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gue contenia 200 g de gel de silice. La elucion se realizé con mezclas de disolventes

de polaridad creciente de CHCls-acetona y CHCI3-MeOH. Se recolectaron
fracciones de aproximadamente 80 mL cada una, reuniendo un total de 314
fracciones primarias. La composicion de los eluatos se detecté por medio de
cromatografia en capa delgada, en placas de aluminio (2.5 x 7.0 cm) recubiertas de
gel de silice. Los compuestos se visualizaron con luz UV a 254 y 365 nm y se empled
sulfato cérico amoniacal como revelador. Las fracciones fueron agrupadas con base
en su similitud en la cromatografia en capa fina en seis fracciones secundarias (F1-
1 a F1-6). En la Figura 1 se muestra un esquema de andlisis fitoquimico de S.

chamaecyparissus.

Partes aéreas de la planta (160 g
de S. chamaecyparissus)

1. Colecta de la planta

2. Identificacion botanica

3. Secadoy fragmentacién

4. Extraccion con hexano y posteriormente con acetona

Extracto de hexano Extracto de acetona .
Material vegetal

5. Maceracion con MeOH a temp. ambiente/24 h
6. Filtrar y concentrar con rotavapor

Extracto de metanol

7. Fraccionamiento por cromatografia en columna
con gel de silice (disolventes de polaridad creciente)

Fracciones primarias
(314: F1-1 a F1-6)

8. Cromatografia en capa fina (F1-1, F1-3 y F1-4)
9. Analisis mediante métodos espectroscopicos

Compuestos 1,2y 3

Figura 6. Esquema general del proceso de fraccionamiento del extracto de

metanol.
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5.4.2 Reaccion general de acetilacion

A 100 mg del compuesto o fraccion se agregaron 1.0 mL de anhidrido acético
y 0.3 mL de piridina, la mezcla anterior se mantuvo con agitacion durante 24 h a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion se afadieron 5.0 g de
agua/hielo y se acidulé con una solucion de HCI al 10%. La solucion anterior se
extrajo con tres porciones de 15 mL de acetato de etilo. La fase organica se extrajo
con tres porciones de 5 mL cada una de solucion saturada de NaHCOs3 y se realiz
un lavado por duplicado con porciones de 5 mL de H20. Por ultimo, el extracto
organico se secO con Na2S0Os4 anhidro y por evaporacion del disolvente se

obtuvieron los compuestos acetilados.

5.5 Determinacion de los compuestos volatiles por microextraccion en fase

sélida (HS-SPME-EM-TOF) de las partes aéreas de S. chamaecyparissus.

Se utiliz6 una fibra para microextraccion (gris) con las siguientes

caracteristicas: 2 cm-50/30 um DVB/Carboxen/PDMS Stable flex, marca Supelco.

5.5.1 Acondicionamiento del cromatdgrafo de gases

Se acondicioné el equipo de cromatografia de gases con las condiciones

mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones del equipo para el andlisis de las muestras.

Técnica analitica CG-EM-TOF

Temperatura del inyector 300°C

40 °C (por 3 min), aumentando 20 °C cada

Programa de temperatura del horno minuto hasta los 300 °C

Tipo de inyeccion Split (con division de flujo) 1:20
Gas acarreador (fase movil) y flujo Helio (Praxair), grado 5.0 (Ultra Alta Pureza)
Temperatura linea de transferencia 250 °C

Tipo de ionizacion lonizacién por impacto electrénico (IE)
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Analizador masico Tiempo de vuelo (TOF)
Adquisicion espectral 20 espectros / segundo
Retraso del encendido del filamento 3 minutos
Intervalo de masas 33-400 um
Temperatura de la camara de ionizacion 200 °C.
Compuesto de calibraciéon PFTBA

5.5.2 Preparacién de las muestras para su analisis por SPME

10 mg de las partes aéreas de S. chamaecyparissus fragmentadas con tijeras
en pedazos de aproximadamente 2 mm fueron colocados en un vial con tapa de
silicon, se adicionaron 5 mL de agua HPLC y se afiadié NaCl. Posteriormente, la
jeringa con la resina libre de analitos se prepard subiendo el émbolo, y se coloco en
una base que permitia sostener la jeringa sobre el vial conteniendo la muestra. Se
perforo la tapa del vial (silicn) con la jeringa y se bajo la fibra por medio del émbolo,
cuidando que ésta no tocara la solucion contenida en el vial y se dejo expuesta por
10 minutos, sin calentamiento ni agitacion. Una vez transcurrido el tiempo, se retrajo
cuidadosamente la fibra con el émbolo, se saco la jeringa del vial y se introdujo la
aguja de la misma (conteniendo a la fibra) en el inyector del CG para la desorcién

de los compuestos adsorbidos.

5.5.3 Procesamiento de datos para el analisis por SPME

Una vez realizado el procedimiento de acuerdo con el punto 5.5.2, se
procedio al analisis de los datos. Para ello, se utilizd el programa Chroma TOF
(incluido en el equipo) obteniendo diferentes parametros derivados del analisis de
la muestra; los mas relevantes son: % de area, tiempo de retencién, peso molecular,
indice de retencién de Kovats experimental (IKe) y el espectro de masas de cada
compuesto volatil de la muestra. Se obtiene ademas un listado de compuestos
resultado de la comparacion de los espectros obtenidos experimentalmente con los

gue se tienen en la base de datos del equipo (NIST, 2002).
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5.5.4 Identificacion de los compuestos volatiles de las partes aéreas de S.
chamaecyparissus.

Posterior a la eliminacion de aquellos compuestos interferentes (disolventes,
silanoides, etc.) dentro del listado de compuestos obtenido por el equipo, se
procedid a confirmar la identidad de cada uno de ellos, correlacionando su indice
de retencion de Kovats experimental (IKe) y su espectro de masas con el reportado
en la literatura (Adams, 2007 y de la biblioteca electronica del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia NIST, 2018).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

A pesar de ser una especie de origen mediterraneo, S. chamaecyparissus se
ha extendido geograficamente en nuestro pais con una amplia delimitacién
geografica; el espécimen que se estudié en este trabajo fue colectado en la zona
pedregosa de Ciudad Universitaria. En investigaciones previas de esta especie, se
prepararon y estudiaron los extractos de hexano y de acetona (Navarro, 2018), por
lo que quedd como perspectiva de ese trabajo el estudio del extracto de metanol el
cual fue analizado en este trabajo de tesis.

6.1 Analisis del extracto de metanol

El procedimiento para analizar el extracto de metanol fue complicado (Figura
6) debido a que presentaba gran complejidad en su contenido metabdlico y porque
parte de los compuestos separados por cromatografia en columna se oxidaron con
el paso del tiempo, sin embargo, por posteriores cromatografias de las fracciones
primarias (F1-3, F1-4 y F1-5) se aislaron tres compuestos en mezcla con
compuestos minoritarios. Asi, de la fraccion F1-3 fue posible detectar una sustancia
de tipo terpenoide e identificar su estructura de manera probable basandose en
métodos espectroscopicos (Tabla 4 y Figura 7) como un glicésido triterpenoide (1)
de acuerdo con las numerosas sefales singulete que fueron evidentes en la zona
del espectro de RMN-'H (3+ 0.91 a 2.05) y las sefiales para atomos de hidrégeno
unidos a carbonos base de oxigenos como una parte glucosidica (Figura 8). Dada
la escasa cantidad obtenida de este compuesto no fue posible realizar experimentos
posteriores para corroborar su identidad. Triterpenoides de tipo dammarano han
sido identificados en especies europeas de S. chamaecyparissus (De Pascual,
1986).
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Tabla 4. Resultados del fraccionamiento cromatografico del extracto de metanol de
S. chamaecyparissus.

Fraccion Proporcién de disolventes (v/v) Resultado
F1-3 CHCls/acetona (70:30) Glicosido terpenoide (1)
F1-4 CHClIs/MeOH (50:50) Glucosido del acido cafeico (2)
Compuestos glicosidicos (3)
F1-5 CHClIs/MeOH (20:80)
(mezcla)
OH
OH
OH O
OH NEPAN o
(1) R=azucar OH

Figura 7. Estructuras de los compuestos presentes en el extracto de
metanol de S. chamaecyparissus.
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Figura 8. Espectro de RMN-*H del compuesto 1.

Por otra parte, en la fraccion F1-4 precipitdé un sélido amarillento en muy
pequefia cantidad. Las sefiales observadas en su espectro de RMN-H se describen
a continuacién. En &1 7.56 y 6.30 se observan un par de sefales dobles acopladas
entre si con una constante de acoplamiento (J) de 16 Hz asignables a los
hidrégenos vinilicos con disposicion trans de una cadena alifatica. En 61 7.1, 7.025
y 6.84 se observaron sefales singulete, doble de dobles y doble con J de 8 Hz,
asignadas a un anillo bencénico 1,3,4-trisustituido. De 61 2.7 a 4.2 y en 4.7 (doblete)
se observaron sefiales para hidrogenos en carbonos base de oxigeno. Integrada la
informacion anterior se propuso para el compuesto 2 la estructura de un glucésido

del &cido caféico (Figuras 7y 9).
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Figura 9. Espectro de RMN-'H del compuesto 2.

Finalmente, en la fraccion F1-5 precipitd un sélido grisdceo de composicion
compleja visualizada por cromatografia en capa fina; al analizar su espectro en el
IR se aprecio la presencia de gran numero de grupos hidroxilo (3352 nm) (Figura
10).
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Figura 10. Espectro en el IR del compuesto 3.

El compuesto sélido (3) fue sometido a una reaccion de acetilacion y como
producto se obtuvo nuevamente una mezcla de compuestos, por lo que se propone
la presencia de una mezcla de azlcares en este precipitado. La Figura 11 muestra
el espectro de RMN-'H del sélido sometido a acetilacion en donde se aprecian
numerosas sefiales intensas en la zona de &+ 2 ppm de probables grupos metilo de
grupos acetato. En la zona de o1 4 a 5 ppm se observan sefales probables de

hidrogenos en carbonos base de oxigeno pertenecientes al nucleo de azlcares
acetilados (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de RMN-!H de la mezcla 3.

6.2 Obtenciodn del aceite esencial

El método practico de andlisis involucré procesos de muestreo, preparacion
de la muestra, separacién, deteccién de componentes y un analisis de datos. La
identificacion de los constituyentes individuales se realiz6 utilizando cromatografia
de gases (GC) acoplada a la espectrometria de masas (CG/EM) la cual como ya se
menciono es una técnica adecuada para separar e identificar compuestos volatiles.
Para la preparacion de la muestra, se utilizé el método de hidrodestilacion, asi como
la microextraccion en fase sdlida. La hidrodestilacion de las partes aéreas de S.
chamaecyparissus y posterior analisis de sus componentes por CG/EM mostré la
presencia de 12 componentes mayoritarios. Los datos estan resumidos en la Figura

8yenlaTabla5 en donde se muestran los compuestos separados, las abundancias
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relativas, los indices de retenciéon de Kovats y los tiempos de retencién para cada

uno de ellos. En la Tabla 5 se puede observar ademas, que los compuestos
mayoritarios son artemisia cetona (26.27%), B-felandreno (17.06%), 3,4-dimetil-1,5-

ciclooctadieno (17.06%), mirceno (7.99%) y longiverberona (7.09%).

Tabla 5. Compuestos identificados en el aceite esencial por CG/EM.

Nombre Formula IK e IK ¢ Area % TR (s)
(Adams, NIST)

Artemisia cetona C10H160 1061 1062 26.279 399.5

B-felandreno CioHis 1026.5 1025 17.06 381.35

3,4-dimetil-1,5-ciclooctadieno CaoHas 1026.2 NI 17.06 381.15

Mirceno CioHis 986.3 987 7.9972 357.75

Longiverberona Ci5H220 1660.8 1658.2 7.0916 654.55

B-Pineno CioH1s 972.56 973 4.5044 348.1

Sabineno CioH16 969.85 971 4.4729 346.2

Terpinoleno CioH1e 1089.6 1089 3.0075 414.6

4,6,6-Trimetil-2-(3-metilbuta-1,3-

oxatriciclo[5.1.0.0(2,4)]octano

Camfeno CioH1s 944.71 946 2.5486 328.55

CioH1e 1083.4 1084 2.5481 411.3

Isoterpinoleno

Alcanfor C10H160 1145.3 1146 2.1643 443.95

*NI: No Identificado
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Figura 12. Cromatograma de gases del aceite esencial de S. chamaecyparissus

(hidrodestilacion).

6.3 Determinacion de los compuestos volatiles por microextraccion en fase
sdlida (HS-SPME-EM-TOF) de las ©partes aéreas de Santolina

chamaecyparissus.
En la Figura 13 se muestra el cromatograma obtenido del analisis por SPME.

Por medio de este experimento se detect6 una serie de compuestos (25) que
fueron identificados por la comparacién de su indice de retencién con el del
contenido en las bases de datos segun Adams (2007) y los datos de NIST (2018).
Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 6 y se puede apreciar que por la
técnica de analisis por SPME el compuesto mayoritario fue el 2,7-nonadieno
(14.3%), seguido del B-felandreno (14.16%), el 1(R)-4a,5,6,7,8-hexahidro-3,5,5,9-
tetrametil-2H-benzocicloheptano (10.68%), el a-longipineno (6.12%), el B-pineno
(5.14%) y el camfeno (4.07%).
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Tabla 6. Compuestos volatiles identificados por HS-SPME-GC-SM-TOF.

Nombre Férmula K IK teerico Area % TR (s)
experimental (Adams, NIST)
2,7-nonadieno CoHas 1024.5 NI 14.312 380.252
B-felandreno CioH1e 1025 1025 14.167 380.552
(?Ff)slngztgtarasn? éZiﬁ)r;Xzaohcli%:g_ CisHas . i 10684 5g7.852
heptano
a-Longipineno CisHza 1355.5 1352 6.1275 539.652
B-Pineno CioH16 971.13 973 5.1498 347.102
Camfeno CioH1se 943.36 946 4.0759 327.602
Terpinoleno CioHis 1088.2 1088 3.7579 413.852
a-felandreno CioH1se 996.63 998 3.4582 365.002
B-mirceno CioH1s6 985.02 986 3.3559 356.852
D Germacreno CisH24 1485.6 1485 2.9472 591.102
0-cimeno CioH14 1018.9 1020 2.8287 377.302
Alcanfor Ci0H160 1143.9 1143 2.736 443.202
6-Elemeno CisHz4 1338 1338 2.509 532.152
Sabineno CioH1se 968.36 971 2.6153 345.152
LA nEpUEEEms, Zoelmetilke: e 922.84 NI 2.3844 313.202
metilene-
a-Tujona CioH1e 922.2 925 2.3836 312.752
¢-Elemeno CisHoa 1501.1 NI 2.2287 596.952
a-terpineno CioHis 1010 1012 2.1829 372.652
Aromadendreno CisH24 1466.2 1463 1.7468 583.802
Artemisia trieno CioH1se 928.61 929 1.7046 317.252
Artemisia alcohol C10H180 1081.9 1083 1.5455 410.502
Cariofileno CisHza 1423.2 1424 1.492 567.552
y-Terpineno CioH16 1056.9 1055 1.1089 397.352
Santolina trieno CioH1e 902.05 903 0.8172 298.602
CisHza 1373 1375 0.7859 547.202

a-Ylangeno
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Figura 13. Cromatograma de gases de los compuestos volatiles de S.

chamaecyparissus detectados por SPME.

Como se puede apreciar al comparar los resultados obtenidos del analisis de
los compuestos volatiles por destilacién y por microextraccién en fase sélida (Tablas
5y 6), los componentes identificados por ambos métodos son B-felandreno, B-

pineno, mirceno, camfeno, sabineno y alcanfor.
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7. CONCLUSIONES

El extracto de metanol de S. chamaecyparissus esta constituido en su
mayoria por mezclas complejas de carbohidratos, asi como de glucésidos de

compuestos terpenoides y de acidos fendlicos.

La fraccion volatil de S. chamaecyparissus obtenida tanto por hidrodestilacién
como por la técnica de microextraccion en fase solida esta constituida por
numerosos componentes dentro de los cuales la artemisia cetona y el B-felandreno

son los mayoritarios.

La técnica por SPME es de mayor permite una mejor deteccion de
compuestos volatiles (25) a diferencia de la técnica de hidrodestilacion (12). Esto

puede ser debido a que la deteccidn es mas directa en el método por SPME.

La técnica por SPME es mas amigable con el ambiente puesto que emplea

una menor cantidad de muestra y de disolventes.
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