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Resumen

El Zanthoxylum pistacifolium Griseb, es una planta endémica de Cuba, que crece en los montes
y montafias cercanas a la costa sur-oriental. En la bibliografia consultada no se hallaron reportes
ni de su composicion quimica ni de su uso etnobotanico y/o farmacoldgico. Por ello en este
trabajo se desarrollé la extraccidon e identificacion de los compuestos volatiles de las hojas
(colectadas en la localidad del Palenque, playa Siboney, Santiago de Cuba), empleando el
método de extraccion por hidrodestilacion-cohobacion en tres medios diferentes: neutro, acido y
basico. La identificacion de los componentes quimicos se realizé6 empleando la Cromatografia
Gaseosa acoplada a la Espectrometria de Masas. Los medios acido y basico, a pesar de
aumentar el rendimiento extractivo, condujeron a la modificacion estructural de los compuestos
volatiles, por lo que la extraccion en medio neutro resultd la mas Gtil. Un total de 82 compuestos
fueron identificados en el medio neutro (97,76 % del total extraido) con predominio de
derivados terpenoides, resultando como compuestos mayoritarios el a-Pineno (12,35 %), Linalol
(6,68 %), 2,6-dimetil-2,4,6-Octatrieno(6,50 %), Limoneno (6,19 %) y Fitol (6,06 %).

Palabras clave: Zanthoxylum pistacifolium Griseb, extraccion, compuestos volatiles.

Abstract

Zanthoxylum pistacifolium Griseb is an endemic plant that grows in the forests and hills of the
south-Eastern cost of Cuba. In the reviewed bibliography none report regarding to the chemical
composition, ethnobotanic and/or pharmacological information was find out. That is why
the intention of this experimental work was to extract and to identify the volatile components
of leaves collected in the locality of “el Palenque”, Siboney beach, Santiago de Cuba.
The hydrodistillation-cohobation extraction method in three different mediums: neutral, acid
and basic was used, while Gas Chromatography coupled to a Mass Spectrometry was
considered for the chemical separation and characterization of the volatile compounds
extracted.The acid and basic mediums increases the extraction yield but attempts against the
structural integrity of the volatile compounds, that is why the conventional method was selected
as the most effective. In neutral medium, 82 compounds (97,76 % of the total extracted)
were identified, most of them belonging to terpene type. The main compounds isolated were
a-Pinene (12,35 %), Linalool (6,68 %), (4E,6Z)-2,6-dimethyl-2,4,6-Octatriene (6,50 %),
Limonene (6,19 %) and Phytol (6,06 %).

Keywords: Zanthoxylum pistacifolium Griseb, extraction, volatile compounds.
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Influencia del medio de extraccidn en la composicién de sustancias volatiles de
las hojas de Zanthoxylum pistacifolium Griseb

Introduccion

La familia Rutaceae es muy rica en la produccion de aceites esenciales y medicinales,
que se extraen de los diferentes géneros y especies que la conforman /1/. Uno de los
géneros que posee mayor riqueza en aceites esenciales es el Zanthoxylum,
acumulandose principalmente en las hojas, flores, semillas y frutos.

Existen reportes de estudios de los aceites esenciales de hojas del Z. acanthopodium,
donde los constituyentes mas abundantes fueron el sabineno, limoneno, 1.8-cineol y el
germacreno D /2/. Se reportan como constituyentes mayoritarios de las hojas de Z.
rhetsa, el oxido de cariofileno, cariofileno, B-copaeno y el espatuneol /3/. En el aceite
esencial de las hojas de Z. rhoifolium los componentes mas abundantes fueron: el
germacreno D, limoneno, trans-2-hexenal, B elemeno, 2-undecanone, mirceno,
biciclogermacreno y germacreno A /4/.

En los frutos, se han realizado estudios con especies de este género (Z. monophyllum, Z.
rhoifolium, Z. fagara, Z. xanthoxyloides y Z. leprieurii), para determinar la composicion
quimica de aceites esenciales aislados por destilaciéon a vapor. A través de la
Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas (CG/MS) se pudieron
identificar los componentes principales del aceite de Z. monophyllum (Sabineno, 1.8-
Cineol, y cis-4-Thujanol), Z. rhoifolium (B-Mirceno, B-Felandreno, y D-Germacreno);
Z. fagara (D-Germacren-4-ol,Elemol y a-Cadinol) /5/; Z. xanthoxyloides (citronelol,
geraniol, citronelol acetato, limoneno y citronelal; y de Z. leprieurii ( (E)-B-ocimeno,
mirceno, limoneno y B pineno) /6/.

Estudios de la composicion de aceites esenciales, en especies costarricenses del género
Zanthoxylum (Z. fagara, Z. acuminatum, Z .melanostictum, Z. monophyllum), revelaron
la presencia de un gran nimero de terpenos, principalmente monoterpenoides, tales
como Linalol, 4-Terpineol, a-Terpineol, y trans-2-Hexenol /7/.

El aceite esencial obtenido a partir de semillas del Z. bungeanum, el extracto etanolico
de frutas del Z. alatum y los extractos hexanico, etéreo, metanolico y de acetato de etilo
obtenidos a partir de frutos del Z. piperitum, demostraron tener propiedades
antioxidantes /8/.

El género Zanthoxylum en Cuba estd representado por 25 especies, de ellas 15
endémicas. En la costa sur de la region oriental de Cuba abunda la especie Zanthoxylum
pistacifolium Griseb, y de acuerdo con la literatura consultada, no existen reportes de
estudios de los constituyentes volatiles de las hojas de esta especie. Atendiendo a esta
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abundancia de reportes referentes a los aceites esenciales del género Zanthoxylum sp. y
la ausencia de informacion respecto a la especie Zanthoxylum pistacifolium Griseb, en
el presente trabajo nos proponemos, como objetivo, la extraccion e identificacion de

compuestos volatiles de las hojas de la especie Zanthoxylum pistacifolium Griseb.

Materiales y métodos

Material vegetal

Las hojas de la especie vegetal Zanthoxylum pistacifolium Griseb, se recolectaron, en
horas de la mafiana, en el Palenque (poblado de Siboney), en Santiago de Cuba. La
identificacion taxondmica se llevd a cabo por especialistas del Centro Oriental de
Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO), en el Museo Tomas Romay de Santiago de
Cuba. Un ejemplar de la planta fue depositado en BIOECO con el niumero de ficha
21660.

El material colectado fue pesado en una balanza técnica marca Nagema de procedencia
alemana y se empled en su forma fresca para la extraccion directa de sus compuestos
volatiles.

Extraccion de los compuestos volitiles de las hojas

La extraccién de los compuestos volatiles se realizé por el método de hidrodestilacion-
cohobacion auxiliado de un aparato tipo Clevenger /9/. Para ello se emplearon 200 g de
droga fresca en 1 600 mL de agua, acido sulfarico [H,SO4 (4 %)] y carbonato de
[Na,CO3 (10%)].

Determinacion de la composicion quimica de las sustancias voldtiles por
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM)

El andlisis cualitativo y cuantitativo del aceite esencial obtenido de las hojas se realizd
por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas empleando un equipo
SHIMADZU GC/MS-QP500 de procedencia japonesa, constituido por un cromatéografo
de gases mega 2 series acoplado a un espectrometro de masas cuadrupolar de impacto
electronico positivo (modo de ionizacion) y una columna capilar DB-5 MS, de 30 m -
0,32 mm y un diametro interno = 1um, bajo las siguientes condiciones: gas portador,
He; velocidad de flujo, 1 mL/min.; temperatura de inyecciéon, 270 °C (razon de
separacién 100:1); temperatura de deteccion 250 °C.

El programa de temperatura fue 30 °C (3 min), 40 °C/min hasta 250 °C (10 min). La
adquisicion de los datos fue realizada en el intervalo de masas entre 10 y 500 u.m.a. /10,

11/. Todos los espectros de masas fueron adquiridos en el modo de impacto electronico
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con un voltaje de ionizacion de 70 eV. Las muestras de aceite fueron diluidas en n-
hexano y el volumen de inyeccion fue de 1 pl.

La identificacion de los compuestos se realizd comparando los espectros de masas y los
indices de retencion, obtenidos con los existentes en la base de datos “National Institute
of Standards” (NIST). Algunos espectros de masa se compararon con la bibliografia
especializada del tema /12/.

Para determinar los indices de retencion de Kovats, las muestras se analizaron
conjuntamente con patrones de alcanos lineales en el intervalo desde C-6 hasta C-32,

con incremento de dos &tomos de carbono. La ecuacién empleada fue la siguiente:

[(tx) — (tn)]

Ix =100n + 100 k [N — ()] 0

donde:

Ix=es el indice de retencion de la sustancia en estudio

n= es el numero de atomos de carbono del alcano lineal que antecede en el
cromatograma a la sustancia en estudio

k = es el namero de &tomos de carbono que existen entre un patron de alcano y otro (en
este estudio el valor de k es siempre 2)

tx= es el tiempo de retencion obtenido para la sustancia en estudio

tn= es el tiempo de retencidn del alcano lineal que antecede en el cromatograma a la
sustancia en estudio

tN= es el tiempo de retencion del alcano lineal que precede en el cromatograma a la

sustancia en estudio.

Resultados y discusion

Extraccion de los compuestos volitiles de las hojas

Muchas especies de la familia Rutaceae contienen glandulas que secretan sustancias
volatiles en diferentes 6rganos de las plantas tales como los frutos, hojas, corteza,
raices, semillas, rizomas y tallos. El género Zanthoxylum acumula aceites volatiles en
hojas, flores y fruto /13/.

Los compuestos volatiles de las hojas de Zanthoxylum pistacifolium Griseb fueron
obtenidos empleando el método de extraccién hidrodestilacién-cohobacién auxiliado de
un aparato tipo Clevenger en medio neutro. El aceite presentd un aspecto transparente,

de color verde limén y un olor penetrante caracteristico al de las hojas de la especie. La
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extraccion en medio neutro permitio obtener un rendimiento de 0,05 % (v/m),
resultando superior al reportado para otras especies del género, donde los rendimientos
para las hojas son incluso inferiores, por ejemplo 0,019 % (v/m) y 0,017 % (v/m) para
Zanthoxylum acanthopodium en verano e invierno respectivamente /2/.

Con el propésito de obtener rendimientos superiores, se realizd la extraccion de
compuestos volatiles variando el pH del medio. Esta experiencia habia sido desarrollada
con anterioridad para la extraccion de los compuestos volatiles de semillas de
Zanthoxylum rhetsa por Reddy y Beena en el 2011, logrando diferencias en sus
resultados en relacién con el rendimiento y la actividad farmacologica medida /9/.

En este experimento se comprobd, que en el medio basico el rendimiento resulto similar
al obtenido en medio neutro, o sea 0,05 % (v/m), mientras que para la extraccién en
medio &cido este triplicé rendimiento hasta un valor de 0,15 % (v/m). Las hojas del
Zanthoxylum pistacifolium Griseb resultan marcadamente xeromorficas, debido a la
zona de estrés hidrico donde fue colectada, por lo que sus estructuras almacenadoras y
secretoras de aceites esenciales se podrian encontrar protegidas por la gruesa epidermis.
De hecho, una cuticula prominente rodeaba ambas superficies de las hojas colectadas.
Es por ello que resulta probable que el medio &cido influyera en la ruptura de estas
capas protectoras, haciendo mas viable el acceso del agua al interior de las estructuras
almacenadoras y/o secretoras, facilitando asi la salida de los compuestos volatiles de la
especie.

Determinacion de Ia composicion quimica de los compuestos volitiles por
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM)

Cada uno de los tres destilados (medio neutro, acido y basico) fue sometido a un analisis
de la composicion quimica de sus compuestos volatiles. Para el medio neutro se logro
extraer y separar un total de 89 compuestos, 82 de los cuales lograron ser identificados,
para un 97,76 %. Los compuestos volatiles extraidos en medio neutro con sus indices de

retencion y masas moleculares se muestran en la tabla 1.
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TABLA 1. COMPUESTOS VOLATILES EXTRAIDOS DE LAS HOJAS DE
Z. pistacifolium EN MEDIO NEUTRO

N° | Compuesto IR A N° | Compuesto IR A
(%) (%)
1 | (3E)-Hexenol 842 0,21 | 46 | y-Gurjuneno 1475 | 0,39
2 | (32)-Hexenol 852 | 0,12 | 47 | D-Germacreno 1479 | 0,48
3 | n-Hexanol 855 | 0,10 | 48 | B-Selineno 1489 | 1,27
4 | o-Pineno 925 | 12,34 | 49 | o -Selineno 1496 | 1,21
5 | a—Fencheno 949 | 0,76 | 50 | (E,E)-a -Farneseno 1505 | 1,11
6 | Benzaldehido 961 | 0,95 |51 | y-Cadineno 1510 | 0,08
7 | Sabineno 970 | 0,21 | 52 | §-Cadineno 1517 | 0,54
8 | B-Pineno 978 | 1,28 | 53 | (E)-o -Bisabolene 1538 | 0,13
9 | Mirceno 993 | 3,08 | 54 | a-Elemol 1546 | 0,09
10 | a-Felandreno 1005 | 0,11 | 55 | Nerolidol (E) 1559 | 0,13
11 | a-Terpineno 1015 | 0,26 | 56 | Benzoate (3Z)-hexenyl 1570 | 0,64
12 | Limoneno 1034 | 6,19 | 57 | ¢No identificado? 1571 | 0,12
13 | Eucalyptol 1036 | 0,45 | 58 | Oxido de Cariofileno 1578 | 0,34
14 | (2)-p-Ocimeno 1040 | 2,36 | 59 | ¢No identificado? 1585 | 0,20
15 | (E)-B-Ocimeno 1049 | 2,80 | 60 | Viridiflorol 1593 | 0,50
16 | y-Terpineno 1058 | 0,60 | 61 | Guaiol 1603 | 0,18
17 | Oxido de cis-Linalol 1070 | 0,22 | 62 | Humuleno epoxido Il 1605 | 0,30
18 | Terpinoleno 1083 | 0,95 | 63 | Copaborneol 1616 | 1,05
19 | Linalol 1108 | 6,68 | 64 | Epicubenol 1630 | 3,87
20 | 2(E),6(2)- dimetil-2,4,6- | 1133 | 6,50 | 65 | y-Eudesmol 1633 | 0,12
Octatrieno
21 | ¢No identificado? 1140 | 0,23 | 66 | 1,2,3,4,4a,7,8,8a-octahidro-, 4- | 1641 | 0,71
isopropil-, 1,6-dimetil-Naftol
22 | 2-metil-Propanoato de (32)- | 1143 | 0,20 | 67 | 10-OH-4-Cadineno 1643 | 0,19
hexenilo
23 | Alcanfor 1147 | 0,13 | 68 | Acetato de (Z)-Nerolidilo 1661 | 1,81
24 | Borneol 1171 | 0,26 | 69 | Intermedeol 1664 | 0,93
25 | 4-Terpineol 1181 | 1,05 | 70 | (92)-Tetradecenol 1676 | 0,25
26 | 3-Decanona 1187 | 0,58 | 71 | o -Bisabolol 1685 | 0,09
27 | Salicilato de Metilo 1189 | 0,10 | 72 | ¢(No identificado? 1704 | 0,09
28 | y-Terpineol 1201 | 4,29 | 73 | (Z,Z)-Farnesol 1712 | 0,23
29 | Nerol 1225 | 0,14 | 74 | Biciclo [10.1.0] trideca-4,8- | 1726 | 0,18
diene-13-oxa-trimetilo
30 | 2-metil-Butanoato de (32)- | 1232 | 0,85 | 75 | ¢No identificado? 1765 | 0,12
hexenilo
31 | 2-metil-Butanoato de hexilo 1237 | 0,35 | 76 | Acidon-Tetradecandico 1769 | 0,17
32 | 3-metil-Butanoato de (2E) - | 1238 | 0,24 | 77 | Fitona 1839 | 0,14
hexenilo
33 | Geraniol 1252 | 0,26 | 78 | 14-metil -(82)-Hexadecenal 1860 | 0,30
34 | Geranial 1268 | 0,10 | 79 | Isofitol 1938 | 0,35
35 | Tiglato de (32)-hexenilo 1323 | 0,13 | 80 | Acido Hexadecanoico 1972 | 2,64
36 | Acetato de Dihidrocarvylo 1330 | 0,25 | 81 | 13- Z-Octadecenal 2016 | 1,50
37 | 8-Elemeno 1335 | 1,04 | 82 | Fitol 2110 | 6,06
38 | Eugenol 1355 | 2,07 | 83 | Acido Oleico 2135 | 0,60
39 | a -Copaeno 1372 [ 0,19 | 84 | Acido Octadecanoico 2157 | 0,22
40 | ¢No identificado? 1379 | 0,43 | 85 | Heptacosano 2694 | 0,05
41 | B-Elemeno 1391 | 4,61 | 86 | n-Pentacosanol 2766 | 0,05
42 | (E)-Cariofileno 1419 | 2,62 | 87 | ¢(No identificado? 2789 | 1,05
43 | y-Elemeno 1426 | 0,30 | 88 | Nonacosano 2894 | 0,78
44 | a -Humuleno 1454 | 0,80 | 89 | Hentriacontano 3081 | 0,86
45 | 4,11-Selindieno 1471 | 0,49

Leyenda: IR—Indice de Retencién; A—Area relativa; en negrita—mayoritarios
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Del analisis de la naturaleza quimica de los componentes extraidos por este medio

neutro se puede deducir que estos compuestos volatiles son tanto de naturaleza

terpenoide como no terpenoide (figura 1), resultando mayoritarios el grupo de los

sesquiterpenos. No existen antecedentes en el estudio de los compuestos volatiles de las

hojas del Z. pistacifolium, por lo que todos los compuestos reportados en esta tabla

constituyen un primer informe para la especie.

89 Compuestos volitiles de las hojas de
Zanthoxylum pistacifolium Griseb.

82 Compuestos Identificados

h' No Terpenoides || i—| Terpenoides ‘I_
Alifiticos ‘ Monoterpencs
23 {16,32%) 25 [53,34%)
Hidrocarbonados Oxigenados Hidrocarbonados Oxigenados
3(1,69%) 20(14, 63%) 13(13,21%) 12 (15,90%)
v v
Aromaticos Sesquiterpenos
3(L,69%) 31 (25,98%)
l ,L [
Hidrocarbonados Oxigenados Hidrocarbonados Oxigenados
0(0%) 3 (1,69%) 14(15,13%) 17(10,85%)

Figura 1. Naturaleza quimica y abundancia de los compuestos volatiles aislados
de las hojas en medio neutro

Desde el punto de vista cuantitativo, el anélisis mostrd (tabla 2), que el a-Pineno,

Linalol, 2,6-dimetil-2,4,6-Octatrieno, Limoneno y el Fitol fueron los constituyentes mas

abundantes en el medio acuoso neutro. La literatura reporta que el a-Pineno fue

identificado como una de las sustancias mayoritarias para el aceite extraido de las

semillas de Z. rhetsa en medio acuoso /9/. El Limoneno se ha reportado como

compuesto mayoritario en la especie Z. acanthopodium /2/ y el Mirceno como

mayoritario de hojas de Z. rhoifolium /5/.
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TABLA 2. COMPUESTOS VOLATILES MAYORITARIOS EXTRAIDOS EN LOS
MEDIOS NEUTRO, ACIDO Y BASICO

Neutro Acido Basico

Compuestos % Compuestos % Compuestos %

a-Pineno 12,34 | 1,4-Cineol 8,53 | Epicubenol 10,4

3

Linalol 6,68 Terpinoleno 5,88 | Hentriacontanol 8,52

2,6-dimetil 2,4,6- | 6,50 p-Cymeno 5,27 | E-Cariofileno 7,06

Octatrieno

Limoneno 6,19 | a-Terpineol 3,66 | 13- Oxido -epi- | 6,38
Manoilo

Fitol 6,06 y-Terpineno 3,51 | Fitol 6,76

Adicionalmente al o-Pineno y al Limoneno, otros compuestos volatiles del tipo
monoterpénicos han sido identificados en otras especies del género, y ellos son: el
Sabineno (Z. monophyllum /5/, Z. acanthopodium /2/, Z. gilletii /14/, Z. alatum /15/, Z.
armatum /16/, Zanthoxylum rhetsa /17/); B-Pineno, y Linalol (Z. acanthopodium /2/, Z.
alatum /15/, Z. armatum /16/; y- Terpineno (Z. acanthopodium /2/ 'y Z. gilletii /14/); a.-
Terpineno, (Z)-p-Ocimeno, (E)-B-Ocimeno, Terpinoleno y Nerol en las especies Z.
acanthopodium /2/ y Z. armatum /16/. Esto hace que de 25 monoterpenos aislados de
las hojas de Z. pistacifolium solamente 12 se hayan reportado con anterioridad para
especies del género, resultando los 13 restantes novedosos, incluso para el género.
Terpenoides del tipo sesquiterpenos aislados para otras especies del género, son el a-
Copaeno, D-Germacreno, B-Selineno y 6-Cadineno (Z. alatum /15/ 'y Z. gilletii /14/). El
6xido de Cariofileno y el a-Selineno se han reportado en el Z. alatum /15/, mientras que
en Z. acanthopodium se han aislado el B-Elemeno, el (E)-Cariofileno, el a-Humuleno, el
d-Cadineno y el (E)-Nerolidol /2/. Por su parte, el a-Elemol ha sido informado como
compuesto mayoritario del Z. fagara /5/ y el Geraniol en el Z. armatum /16/. De este
tipo de sustancias, se aislaron de las hojas en estudio, un total de 31 compuestos, y
como antecedentes genéricos solo existen estos anteriormente informados, por lo que
los restantes 19 sesquiterpenos no mencionados, también resultan de un primer informe
incluso para el género.

Compuestos de naturaleza no terpenoide también han sido informados en esencias de
diversos 6rganos de especies de Zanthoxylum. Acidos organicos como el palmitico y el
oleico forman parte de los compuestos volatiles determinados en Z. armatum /16/,

mientras que el Nonacosano ha sido aislado del Z. gilleti /14/. En estas dos especies
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también han sido aislados derivados aromaticos, pero ninguno coincide con los aislados
en el presente trabajo.

En sentido general, el nimero de compuestos volatiles extraidos de las hojas del
Zanthoxylum pistacifolium Griseb que nunca antes habia sido reportado para especies
del género es relativamente alto; no obstante la presencia de determinados marcadores,
como las sustancias mayoritarias o-Pineno y Linalol, constituyen una evidencia
adicional de que la planta estudiada se trata de una especie del género Zanthoxylum.
Extraccion en medio dcido

Cuando se empled este medio se logrdé no solo triplicar el rendimiento del proceso
extractivo, sino que también se incrementd el nimero de compuestos extraidos,
llegando a la cifra de 100. De ellos, un total de 91 fueron correctamente identificados,
representando un 96,39 % del total extraido (figura 2). Cuando se realizé el analisis de
la influencia de este medio con respecto al valor de rendimiento obtenido, se planted la
probable influencia del &cido sobre la destruccion de las estructuras celulares y
subcelulares. Esta misma condicién pudiera ser ahora la responsable del hecho de que se
obtenga un mayor nimero de compuestos quimicos, pues los mismos, al igual que las
estructuras celulares, podrian estar expuestos a la accion hidrolitica y quimicamente
agresiva de estos &cidos.

100 Compuestos volatiles de las hojas
de Zanthoxylum pistacifolium Griseb

91 Compuestos Identificados
~L_| No Terpenoides ‘] J4_| Terpenoides ‘I—
| Alifaticos 15 (8,64%) || Monoterpenos
| 38(61,17%)
Hidrocarbonados Oxigenados
3(0.73%) 12(7.91%) Hidrocarbonados Oxigenados
v 14 (28,43%) 24(32,74%) A
Aromaticos Sesquiterpenos
5(3,91%) 33 (22,67%)
v ' ) '
Hidrocarbonados Oxigenados Hidrocarbonados Oxigenados
0(0%) 5(3,91%) 23(15,83%) 10(6,84%)

Figura 2. Naturaleza quimica y abundancia de los compuestos volatiles aislados
de las hojas en el medio acido.
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Si se observa detenidamente la tabla 2 se comprobard, que ninguno de los componentes
mayoritarios detectados en la extraccion en medio neutro coincide con los identificados
en el medio acido. Esta evidencia, unido al hecho de que los niveles de concentracion de
€s0S compuestos mayoritarios son notablemente menores que los del método extractivo
previo, pudieran explicar el posible efecto degradante que implica el empleo de &cidos
como solventes extractivos.

La figura 2 muestra, ademas, la clasificacion segin la naturaleza quimica de los
compuestos aislados en este medio. En ella se aprecia un incremento en nimero de
compuestos, y el aporte al rendimiento relativo radica, esencialmente, en los
compuestos monoterpénicos, precisamente las unidades estructurales méas sencillas, las
cuales pudieran ser el resultado de procesos degradativos y/o oxidativos. En su defecto,
los compuestos hidrocarbonados no terpenoides son los que sufren una mayor
disminucion, tanto en nimero de compuestos, como en el por ciento relativo en el que
se encuentran con respecto al resto de los componentes.

No obstante a lo anteriormente planteado, cincuenta compuestos resultan coincidentes
entre ambos métodos, evidenciando que al menos uno de cada dos compuestos aislados
por cualquiera de los medios resulta en comun. Los compuestos en comun son los
representados en la tabla 3, asi como el area relativa de esos compuestos en el medio
acido y la diferencia de areas entre el medio acido y neutro. Como se observa en esta
tabla, los cinco compuestos mayoritarios del medio neutro son también aislados en el
medio &cido, sin embargo todos ellos sufren importantes disminuciones en sus
abundancias relativas. Adicionalmente, si se comparan los compuestos mayoritarios
declarados para el medio de extraccion acido (tabla 2) con los compuestos en comun
con el medio neutro (tabla 3) observaremos que tres de ellos aparecen solamente en la
extraccion con &cido (1-4-Cineol, p-Cymeno y a-Terpineol) mientras que los dos

compuestos que coinciden son el y-Terpineno y el Terpinoleno.
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TABLA 3. COMPUESTOS EXTRAIDOS EN MEDIO NEUTRO Y MEDIO ACIDO.
VALORES DE ABUNDANCIA RELATIVA EN MEDIO ACIDO Y DIFERENCIAS DE
AREAS ENTRE AMBOS MEDIOS

N° | Compuesto A (%) | Asc- Ne Compuesto A AV
A, (%) | A,
1 | (3E)-Hexenol 0,15 |-0,06 | 38 Eugenol 0,89 | -1,18
2 | (32)-Hexenol 0,07 |-0,05 |39 a -Copaeno 0,18 | -0,01
4 | a-Pineno 2,79 -9,55 |41 B-Elemeno 0,14 | -4,47
5 | a—Fencheno 1,31 0,55 42 (E)-Cariofileno 2,50 | -0,12
6 | Benzaldehido 0,35 |-0,60 |43 | y-Elemeno 0,08 | -0,22
9 | Mirceno 3,00 -0,08 | 45 4,11-Selindieno 0,39 | -0,10
10 | o-Felandreno 083 |0,72 |46 | y-Gurjuneno 1,40 | 1,01
11 | a -Terpineno 0,88 0,62 47 D-Germacreno 0,41 | -0,07
12 | Limoneno 250 |-369 |49 o -Selineno 0,52 | -0,69
13 | Eucalyptol 2,17 | 1,72 |51 y-Cadineno 0,08 | 0,00
15 | (E)-p-Ocimeno 0,20 |-2,60 |52 5-Cadineno 0,43 | -0,11
16 | y-Terpineno 3,51 2,91 54 o -Elemol 0,22 | 0,13
18 | Terpinoleno 5,88 4,93 56 Benzoate (32)- | 0,40 | -0,24
hexenyl
19 | Linalol 0,45 -6,23 | 58 Oxido de | 0,27 | -0,07
Cariofileno
20 | 2(E),6(2)- dimetil-2,4,6- | 1,04 |-546 |61 Guaiol 0,68 | 0,50
Octatrieno
22 | 2-metil-Propanoato de |0,35 |0,15 |63 Copaborneol 0,31 | -0,74
(32)- hexenilo
24 | Borneol 1,52 1,26 64 Epicubenol 154 | -2,33
25 | 4-Terpineol 0,60 -0,45 | 65 y-Eudesmol 0,34 | 0,22
26 | 3-Decanona 0,34 -0,24 | 67 10-OH-4-Cadineno | 0,25 | 0,06
27 | Salicilato de Metilo 0,05 -0,05 |76 Acido n-| 0,17 | 0,00
Tetradecandico
28 | y-Terpineol 0,66 |-3,63 |79 | Isofitol 1,64 | 1,29
30 | 2-metil-Butanoato de [0,11 |[-0,74 |80 | Acido 2,59 | -0,05
(32)- hexenilo Hexadecandico
31 | 2-metil-Butanoato de | 0,30 -0,05 | 82 Fitol 1,35 | 4,71
hexilo
33 | Geraniol 0,09 -0,17 | 88 Nonacosano 0,23 | -0,55
37 | 5-Elemeno 1,14 0,10 89 Hentriacontano 0,22 | -0,64

Leyenda: A —Area relativa; A,-A,—Diferencias de Areas entre el medio acido (A.) y el neutro
(An); en cursiva —mayores diferencias, en negrita—mayoritarios.

Estos dos compuestos mayoritarios (para el medio acido) en comun se lograron
identificar en el medio neutro con valores muy bajos de area relativa (ver tabla 1),
aspecto este que hace volver sobre la hipotesis del porqué el medio acido favorece el
proceso extractivo y las posibles consecuencias de su empleo en la especie en estudio.
Por ello, el incremento significativo del area relativa de estos dos compuestos puede
estar determinado por dos factores: primero que los mismos se encuentran almacenados
en zonas de las hojas poco expuestas al exterior, a las cuales solo se puede acceder

cuando agentes externos (medio acido) son capaces de romper las estructuras celulares
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de almacenamiento; y segundo que sean el resultado de una reaccion quimica provocada
por el &cido en su proceso de reflujo (4 h).

Para que se cumpla esta segunda hipotesis, seria necesario que algin o alguno de los
metabolitos presentes en el medio neutro (natural), haya sufrido modificaciones
quimicas, disminuyendo su concentracion a expensas de la creacion de nuevos
compuestos. El ejemplo mas ilustrativo de esto seria el a-Pineno (compuesto
mayoritario en medio neutro), el cual disminuye su abundancia relativa en casi seis
veces en el medio acido, probablemente para la formacion del a-Terpineol (compuesto
en abundancia obtenido exclusivamente en medio acido), el cual a su vez se convierte
en otros compuestos del medio &cido, segun el esquema de reaccion propuesto en la
figura 3.

H+
2H,0 — OH" + Hz0*

OH
i K%OH
3 e + —_— _< >_'7

a-Terpineol

a-Pineno
g SOmerizacion < Isomerizacion
3O+ 30+
y —Terpineno Terpinoleno Limoneno
2 HZO on- &:
/E OH E
OH HO
3-en-Terpineol 4-Terpineol y —Terpineol

\:30* l Hsj/

1,4-Cineol

Figura 3. Esquema de reaccién para la conversion del a-pineno y otros compuestos
mayoritarios del medio neutro a los compuestos del medio acido

Leyenda: En cursiva compuestos en comun (2), en negrita compuestos mayoritarios

(6), en rojo compuestos exclusivos del medio acido (1).
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Extraccion en medio bisico

A diferencia de la modificacion del medio anterior, en este caso el ndmero de
compuestos extraidos resulté menor no solo con respecto al medio acido, sino también
con respecto al medio neutro. Se logré identificar un total de 63 compuestos del total de
69 que se aislaron, representando un 96,81 % de abundancia relativa del total extraido.
De los 63 compuestos identificados un total de 42, resultaron comunes con los extraidos
en el medio neutro, evidenciado una vez mas que el mismo fue menos agresivo tanto
para las estructuras celulares de las hojas como para los compuestos presentes en la
misma. No obstante, la tabla 4 muestra como si existen diferencias apreciables en
cuanto a las abundancias que para el medio neutro presentaban los compuestos
mayoritarios.

TABLA 4. COMPUESTOS EXTRAIDOS TANTO EN MEDIO NEUTRO COMO
BASICO. VALORES DE ABUNDANCIA RELATIVA EN MEDIO BASICO Y
DIFERENCIAS DE AREAS ENTRE AMBOS MEDIOS

N° | Compuesto A (%) | As-A, | N° | Compuesto A Ap-A,
(%)
1 | (3E)-Hexenol 0,30 | 0,09 48 | B-Selineno 1,14 |-0,13
4 | a-Pineno 3,91 -8,43 49 | o —-Selineno 1,86 | 0,65
6 | Benzaldehido 3,21 2,26 50 | (E,E)-o -Farneseno 1,39 | 0,28
9 Mirceno 0,65 -2,43 51 | y-Cadineno 0,38 | 0,30
12 | Limoneno 0,41 -5,78 52 | §-Cadineno 0,60 | 0,06
14 | (2)-B-Ocimeno 0,33 |-2,03 55 | Nerolidol (E) 0,44 |0,31
15 | (E)-B-Ocimeno 0,62 |-2,18 56 | Benzoate (3Z)-hexenyl 0,19 |-045
17 | Oxido de cis-Linalol | 0,16 | -0,06 58 | Oxido de Cariofileno 1,67 |1,33
19 | Linalol 0,55 | -6,13 60 | Viridiflorol 1,09 | 0,59
20 | 2(E),6(2)-  dimetil- | 1,28 -5,22 61 | Guaiol 0,34 | 0,16
2,4,6-Octatrieno
30 | 2-metil-Butanoato de | 0,12 -0,73 62 | Humuleno epoxido Il 0,56 | 0,26
(32)- hexenilo
36 | Acetato de | 0,67 |0,42 63 | Copaborneol 042 |-0,63
Dihidrocarvylo
37 | 5-Elemeno 4,42 | 3,38 64 | Epicubenol 10,43 | 6,56
38 | Eugenol 0,73 |-1,34 67 | 10-OH-4-Cadineno 1,19 | 1,00
41 | B-Elemeno 1,96 -2,65 69 | Intermedeol 1,87 |0,94
42 | (E)-Cariofileno 7,06 4,44 73 | (Z,2)-Farnesol 0,22 | -0,01
43 | y-Elemeno 0,84 0,54 76 | &cido n-Tetradecandico 0,29 |0,12
44 | a —Humuleno 1,24 0,44 80 | acido Hexadecandico 0,60 |-2,04
45 | 4,11-Selindieno 0,38 -0,11 82 | Fitol 6,76 | 0,70
46 | y-Gurjuneno 2,22 11,83 88 | Nonacosano 553 | 4,75
47 | D-Germacreno 0,61 0,13 89 | Hentriacontano 1,10 | 0,24

Leyenda: A —Area relativa; A,-A,—Diferencias de Areas entre el medio basico (Ay,) y el neutro
(An); en rojo —mayores diferencias, resaltados —mayoritarios.

La figura 4 muestra la clasificacion estructural de los 63 compuestos identificados en la

extraccion por este medio.
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69 Compuestos volitiles de las hojas
de Zanthoxylum pistacifolium Griseb.

63 Compuestos Identificados

No Terpenoides || I Terpenoides |I
Vlf 1 I ¥
Alifaticos Monoterpenos Diterpeno
14(25,07%) 13 (10,70%) 1(6,38)
| 1 ol
Hidrocarbonados  Oxigenados Hidrocarbonados Oxigenados Hidrocarbonados Oxigenados
2(1,87%) 12 (23,20%) 71(7,68%) 6(3,02%) 0(0%} 1(6,38%)
v \4
Arométicos Sesquiterpenos
3(3,85 %) 32 (50,81%)

' P v

Hidrocarbonados Oxigenados Hidrocarbonados Oxigenados

0(0%} 3(3,85 %} 17 (25,32%) 15 (25,49%)

Figura 4. Naturaleza quimica y abundancia de los compuestos volatiles aislados
de las hojas en el medio basico

Otra diferencia apreciable entre este medio basico y el resto de los medios empleados
(neutro y acido) radica en que los compuestos mayoritarios son esencialmente del tipo
sesquiterpénico, algo no evidenciado anteriormente. Por ello, la hipdtesis de que la
extraccion en medio basico no influye en la composicién quimica de los compuestos
volatiles resulta en esencia descartable (ver tabla 4).

A manera de resumen se puede notar, que en todos los medios empleados para la
extraccion de compuestos volatiles, se identificaron compuestos de naturaleza
terpenoide y no terpenoide. Los que mas prevalecieron en los tres medios fueron los
terpenoides, 56 en el medio neutro para un 55,09 %; 71 compuestos en el medio &cido
para un 83,84 %, y el medio basico se identificaron 46 para un 67,89 %. Si se
consideraran los compuestos comunes en los tres medios de extraccion, la cifra
alcanzada seria 31, los cuales se muestran en la tabla 5.

Considerando las posibles modificaciones a las estructuras de los compuestos volatiles
presentes en las hojas del Zanthoxylum pistacifolium Griseb, el método tradicional de
extraccion de compuestos volatiles empleando agua destilada resulta ser el mas efectivo

para la extraccion de los mismaos.
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TABLA 5. COMPUESTOS VOLATILES EXTRAIDOS EN LOS
TRES MEDIOS (ACIDO, BASICO Y NEUTRO)

N° | Compuesto N° | Compuesto

1 (3E)-Hexenol 47 | D-Germacreno

4 a-Pineno 49 | o —Selineno

6 Benzaldehido 51 | y-Cadineno

9 Mirceno 52 | 3-Cadineno

12 | Limoneno 56 | Benzoate (32)-
hexenyl

15 | (E)-p-Ocimeno 58 | Oxido de Cariofileno

19 | Linalol 61 | Guaiol

20 | 2(E),6(2)- dimetil-2,4,6- | 63 | Copaborneol

Octatrieno
30 | 2-metil-Butanoato de (32)- | 64 | Epicubenol
hexenilo

37 | 8-Elemeno 67 | 10-OH-4-Cadineno

38 | Eugenol 76 | Acido n-
Tetradecanoico

41 | B-Elemeno 80 | Acido Hexadecandico

42 | (E)-Cariofileno 82 | Fitol

43 | y-Elemeno 88 | Nonacosano

45 | 4,11-Selindieno 89 | Hentriacontano

46 | y-Gurjuneno

Conclusiones

El medio &cido favorecio el rendimiento total de compuestos volatiles, sin embargo,
afect6 la naturaleza quimica cualitativa del aceite; por lo que se propone el método de
extraccion en medio neutro como el mas efectivo en la extraccion de compuestos
volatiles de las hojas de Zanthoxylum pistacifolium Griseb, identificando como
compuestos mayoritarios el a-Pineno, Linalol, 2,6-dimetil-2,4,6-Octatrieno,

Limoneno y Fitol.
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