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UNIVERSIDAD NACIONAL DE BUENGS AIRES
Facultad de Cienclas Exactas y Natumales
CROM\TOGRAKFIA DE ACEITES ESENCIALES
Y SUS COMPONENTES
Tesis presentada para optar al t{tulo de Doctor en Quimica:
Benjami{n J., Frydman

RESUVEN

Se ha aplicado el andlisis cromtogrdffco a la resolu-
cién y an{lisis de los aceiteé esenclales, Ante la necesidad
de establecer m€todos de crommtografis de los aceltes esencia-
les y tamndo en cuenta los traba jos ya exlstentes sobre com-
ponentes de aceites esenciales en este terreno, se ha procura-
do establecer una tdcnica que permita la resoluclén cram togrd
fica de éstos. E1l andlisis cramtogrdfico directos de aceites
esenclales se ha visto impedido por las caracteristicas de los
aceites esenciales pues son casi irresolubles por la cramto-
grafia de adsorcién en columa y la cromtografia de particién
en papel. Por eso en los ltimos diez afios se resolvid la cro
mtografia de las eseuncias separando distintas fracclones de
ellas, carbonflicas, fenélicas, terpénicas etc, y cromtogra-
fidndolas por separado. En este trmabajo se ha encarado la cro-
matograff{a directa de los aceites esenciales y se ha resuelto
con éxito. Se adopté la tdenica de la placa adsorbente "chram -
toplat.e" empleada para componentes de esenclas y se adapté de
forma que resulté eficaz para la cramtograffa de aceltes esen
clales, Se cromtografiaron primero componontes puros, luego
mezclas termarias y cuaternmarias de dstos y por ltimo aceltes
esenciales. Se cromatografian las esencias en una placa de vi-
drio recublerta de mterial adsorbente. Se aplicé a cuarenta

aceites esenciales., [a placa es de 3 mm, de espesor, el tamafio
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es de 20 cmts., x 11 cmts, [a mezcla adsorbente se prepara as{:
30 grs. de dcido silfcico, se tamizan por 200 mmllas, se mez-
clan con 3 grs. de almidén en polvo, se le agrega la mezcla

15 mml.de solucidn de rodaminma 6 G al 0,1 o/00 en agua y lue-
g0 39 ml.de agua, S1 no se plensa emplear luz U,V, en la pla-
ca se agregan directamente a la mezcla 54 ml, de agua, Se em-
pasta a bafio mris a 8 *C agitando, En corto tilempo la wez-
cla se espesa, Agltando se retira del bafio y se deja enfriar,
Se 1le agrega 10 ml, de agua. Se recubre la placa con una capa
de 0,5 mm, de la mezcla, iLa placa se lleva a estufa a 110°C y
se de ja exactamente 30 minutos., Aun caliente se somete al va-
cfo de 0,5 1 mm, sobre HOK durante una hora. Se rampe el va-
cfo con aire seco, El desarrollo de 15 cmts, tarda 90 minutos,
Para disolver la sustancla se usé &ter etflico. Como solvente
se usé hexano normal y 15% acetato de etllo, Se revelan los
componentes con:

a) Los carbonflicos con soluclén clorhfdrica de 254 dinitrofe-
nilhidrazina en frio, luego con calor a 105°C durante 10 minu-
tos y luego a la luz U.V, La rodamina da fluorescencila amari-
lla y en el lugar donde hay sustanclas actlvas a la luz U,V,
se ven manchas violdceas,

b) Los terpdnicos no carbonflicos aprovechando su sensibilidad
a los dcidos y al calor y su adsorcién a la luz U,V,

c) Los compuestos alcchélicos y con ligaduras no saturadas de
las esenclas se axidan con deido crémico recubriendo lg gota
con soluclén de 4cido acético saturada con deido crémico y se
revelan con los métodos a) y b).

d) Se introduce un revelante nuevo para los aceites esencilales,

el Sudan 3, Adens cada componente se identif'ica por un Rf,
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Este mdtodo es muy exitoso en la resolucidn de los
-acelites esencigles, Su rapidez, su alto pader de resolu-
cién evidenciado en los numercsos componentes revelados,y
la valiosfsimm 1dea qQue proporciona Sobre los grupos fun-
clomles de los camponentes de esencig (ca.rbonilicos, ter-
pénicos, alcchéblicos, con ligaduras no saturadas) asf como
. 1a venta ja principal de ser uma cromtografis directa de los

aceites, nos permite ser optimistas sobre Su utilidad en el
campo de la quimica amalf{tica.
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A_papers de Prélogo

Este trabajo, de oraomtogratia directa de aceites esencia-
les, es la dltima parte de una seris de trabajos realizados por
distintos investigadores en el pafs y en el extranjero en los
cuales trataron de adaptar ol anflisis oramtogrdfico al estu-
dio de aceites esenciales, Queremos significar con lo dicho,que
este trabajo, ®d ensayo directo de la adsorcidén cramatogrdfica
socbre los aceites esenciales, es el dltimo eslabdn en um larga
seriods ensayos y métodos hechos scbre los camponentes de los
aceites esenciales, En los dltimos 8-10 aiios en que se tratd
de resolver la constitucién de los aceites esenciales se apli-
04 la ocromtografia a sus gamponattes, tratando de lograr méto-
dos pars la perfecta resolucidén e identificacidén de camponsntes
purcs de aceites esenciales y de sus mezclas, Por supuesto que
tales esfuerzos, realirados por exeelentes analistas han dado
sus frutos y la quimica andl{tica se ha visto enriguecida de pd
tados exactos y preciscs para la identificacidn de los cample-
Jos camponentes de los aceites esenciales, Este trabajo no eos
pues un treabajo aislado ni un andlisis cramtogrdfico =fs sino
que viens a llenar el dltimo capftulo de la aplicaciénds la org
mtografia al estuiio de los aceitegesenciales; qus es la cromg
tografia de los aceites esenciales mismos,

El anlisis cramtogrd{fico de los componentes de los acei-
tes esenciales y de sus derivados (hidrezonss, dinitrobenzoa-
tos, otc.) a través de decemas deo trabajos, publicacionss, to-
sis, etc., ya ha alcanzado ura muy buena precisién y #e hace un
imperativo dirfamcs el aplicar sus métodos y reacciones adaptdp
dolos al andlisis de los aceites esenciales mismos,

la cromtografia de 1los aceites esenciales no ha sido hasta
ahora desarrollada camo 1o fué la cramtografia en otros campos
de los compuestos orgdnicos o biolégicos (aminodcidos, pigmentos




clorofiliancs, glicidos, proteimas, £cidos orginicos,nucledsi-
dos y nucledtidos, alcaloides, vitaminas, aminas bioldgicas ,etc)
porque las misms carecWisticas de los aceites esenciales los
hacfan inaptos para ser cramatografisdos, Este tipods sustan -
clas, as{ tanbién camo las ceras y grasas, fusronalificados
por Watson, que tanto hizo en la cramtografia de pigmentos clg
rofiliancs, como los “venenos de la oromtograffa”.Por lo tanto
8o encard ol arfiflisis por seniercs latersles, se cramtografia-
ron casponentes , 8@ separaron fracsionss carbonflicas al estado
de 2-§ dinitropenilhidrazconas y se cramtografiaron, se oroma-
tografiaron 3-5 dinitrobenzoatos de alocholes y fenoles, etc,. Pe-
ro todos estos excelentes trabajos ya han preparado el terreno
pare acometer la cramtogreafia directa de aceites esenciales,

Esto o3 lo quo na hemos propussto en el siguients traba-
Jo, bajo la experta direccidn de ese infatigable investigador
en ol campo deo los aceites esenciales que os el Dy, A.L.Montes,
verdadero “plonero” del andlisis de aceites esenciales en el
pafs y en el axteriorf{ y qus junto con otro trabajo de A,Tropa-
revaky también bajo la guia del Dr. A .L.iontes, tratan de sen-
tar bases gensrales y métodos standard en la oramtograffa di-
recta de acelites esenciales,
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Haremos une pequeia resefia histérico-bibliogrdfioca de co-
o surgid ym desarrolld el andlisis oramtogrdfico en nuestro
campo para situar me jor ouestro trabajo; pero ante algums pa-
labres sobre los aceites e3aenciales mismos, Nos referimos siem-
pre al excelents libro Productos Aromf{ticcs del Dr, A, L.Montes,
donde oste tema, tan profuso en definiciones erronsas y concep-
tos mal aplicados, estd expuesto con claridad y exactitud,

Los aceites esenciales o osencias vegetales son productos
de nktureleza quimice campleja, voldtiles, muy difundidos en el
reino vegetal (se conocen mfs de mil dosciesntas especies y va-
riedades aromfticas de 76 familias distintas), en los que puede
predambnar por la intensidad de su arama alguno de sus camponsn-
tes poco aramdticos; ;o pusde ser su perfum® resultante de la com
binacién de los arams de variocs componsntes,

3gun el mftodo de extraocidn empleado (por disolventes ,por
prensado, por enflorado, ets) se obtiensn de los vegetales pro-
ductos qué varfan en su camposiocidn y quo ademds del aceite esep
cidl pueden santener otros camponentes del vegetal, como oeras,
aceites fijos, colorantes, oto,

Los aceites esenciales pusden hallarse preformadcs en los
vegetales (os el caso de im mayorfia) o formando parte de hete-
résidos de 1los que son liberados por hidrdélisis, o bien son prp
ducidas constantemente y en pequefias cantidades (tal es ol ca-
80 del jazmin y nardo)

Ia composicién de los aceites esenciales es campleja;adop-
tamos la clasificacidén general de iontes para las A50 aproxim-
damente, compusstos conocidos:
1°) el mfs importants 'y carecteristico:el de los terpenos.,acf-
clicos o ciclicos, maonoterpénicos, sesquitespdnicos, mono o
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bicfclicos, tales el limoneno, el felamireno, el pineno, ol
canfeno, el geraniol, el citmal, el linalol, el citranelal,el
cinsol, ¢l mentol y la mentoma, la carvoma,el alcanfor,el veti-
verol,santalol, el ocedrol, el cedreno, otc,

2°)Los de nideso bencénico, también muy importantes, que para
algunos acdites esenciales comstigtuyen los componentes predami-
mantes (por ej. en los de cansla, clavo de olar, tamillo, anis,
eotc.) Entre otros: el benzaldeshido, el cinamldehido, el alco-
hol feniletflico, la vainillima, el piperoml, 6l timol,el ans-
%o0l, el eugenol, el p-cimeno, el £cido benzoico, ol £eido ci-
mmico, ete,

3°) Los alifdticos de cadena recta, qus en gentrel son camponen-
tes menores ,sisndo particularmente importantes los fcidos, Por
0J: Aldehido dec{lico, metilheptenocma, dcidos férmico,acético,
caproico, etc,

§°) Incluiria este grupo componsntes sulfuredos, nitrogenados

y heterocfclicos, as{ como también los adn no identificados:
entre ollos podemos citar: el isotiocianato de alilo,los sul-
furos de alilo, sulfuro de butilo y propenilo, sulfuro disro-
tflico, antranilato de metilo, indol, furfural, etec.

Para establecer la identidad de todcs estos campuestos y resol-
ver la camposiocidn de los aceives esenciales se traba jé desde
la alquimia hasta muestros dias,

El estudio sissemftico de los componentes fué iniciado por J.B,
Dumas (1800-188%) y luego M.Bermhelot (1827-1907) W. Tilden
(1842-1926), Osto Wallach (1847-1931), O.Aschan, S .Bertram,L,
Ruzicia.



Métodos y teorias de) apdlisis cromtogrdfico

Antes de detallar la aplicacién de la cramtografia al
and{lisis de aceites esenciales, daremos una idea sobre las ba-
ses del mdtodo de adsorcién cramtogréfica.

El andflisis cramtogrdfico (1) se comporta en su realiza-
cién como une adsorcidén frecciomada que permite una separacidén
completa de sustancias muy seme jantes entre si en solucién, opg
rando sismpre con cantidades muy pequeias de muestre del orden
del mg. y hoy oen dfa del orden de las gamms,

Ia ocramatografia puede emplearse en lugar de la destila-
cidn freoccliomada en aquellas sustancias Que no pueden destilar-
se sin descomposicién, 68 decir sustancias difiocdlmente volfti-
les y por 1lo tanto la oramtografia se asemeja mucho a um reg
tificacidn en qus el proceso de seleccidn se repite varias ve-
ces autandticamsnte, Esta teoria de aseme jar el cramatogram a
una columna de destilacién fracoiomada fud desarrollada por igr’
tin y Synge (2) (en 19%1) y luego por Weiss (3),0fford (¥), De
Vault (5) y Glueckauff (6).

la cramtografia cldsica es la cramtografia en columna,
ideada por Tsweett en 1906 (7) pare separar los pigmentos clo-
rofiliana (xantofila y carotina) y la clorofila A y B, El prin-
cipio se base en lo sigulente; la solucién conteniendo la mez-
cla a absorber se filtra a través de um sustancia adsorbente
pulveriforme contenido en un tubo de vidrio, adptado vertical-
mente a 1 frasco aspiredor, En dicha operacidn las sustancias
disueltas se van precipitando une tras otre on la coluana ,dan-
do 1 sucesién de anillos superpusstos.- Si las sustancias son
colordadas aparecen una sucesidén de anillos coloreados:de ah{
ol nanbre original de ocromatografia. la segunda opsracién es
el"desarrollo”,es decir despuds que la solucién problems se di-



vidis en somas, 8¢ vierte disolvente puro o mezcla de disolven-
tes, y las distintas zomas van bajanio, 8@ Soparan y en general
suzantan de ndmsro.- Ahore se sigusn a continumcién dos téoni-

cas para aislar 1os camponsntes de cada banda. 30 pusde proce-

der por o6lucidn: se continia pasando a través dé la coluzna el
eluyents y cuando ésta arrestra ¢l color do una banda 80 reco-

@ aparte, as{ se recojen separedaments las bandas,

Los eluyentes se diferenciaa de los solventes
en que son en gensral lijuidos polares (alcchol, éter, agua)jue
eliminan las sustancias adsorbvidas. la otra técnica consiste en
sacar del tubo la columm del material adsorbente sin romporia
¥ separar mecdnicamente (por corte) las bandas coloreadas, Estas
bandas se eluyen separadamonte,

Ia bibliograi fa afs moderna sobre este tipo de
cramtografia son las obres de Strein (8); williams (9) y Lede-
rer (10). '

Otro tipo gensral de método €8 la cramtograiia
sobre papel o cromtografia de particidn,

Auniue lleva 6l mismo nombre qQue la anterior se
basa en otro principio, 3¢ funda en los procedimientos del and-
lisis por capilarided y por adsorcidn establecidos por Goppels-
rosder (11) y Freandlich (12). £stas téonicas primitivas (se usa
ron para separar poyueiiis imas cantidades de colarantes) fueron .
desarrolladas y perfecciomadas por Consden, Gordoa, Martin (13)
J hoy logran separer sustancias del orden de 1-50 Y.,

Se basa en que soure uoa tire de papel de filtro,
lc8 componsates de ums mezola se desplazan g diterente velooi-
dad & 10 largo de la tire, cuando por osta 860 hace correr par
capilaridad un disolvente dado, que 68 en gensral un solvente
saturado de agua.

ks casl um regla gonsral que si la sustencia es mlly



S8e base en que sobre una tira de papel de filltro,
los camponsntes de una mezcla se desplazan a diferentes velo-
cided a 10 largo de la tira, cuando por esta se hace correr
por capilaridad un disolvente dado, que €3 en general un sol-
vents saturado de agua. Es casi una regala gensral que si la
sustancia es muy soluble en el solvente (p.ejemplo:una suss,
grasa y camo solvente eter de petrdleo), no se produce la re-
tencidn y separacién de la sustanciay hay que usar entonces un
solvente en que 1la sustancia sea poco soluble (p.ej. HpO satu-
rada de eter de petréleo, etc.) El agua en el papel forsa ums
fase liquida estftica y el solvents nm fase liguids mévil,es
decir que el papel hace las veces de 1l soports inerte para el
agua,

Ia diferente velocidad de corrimiento de los compo-
nontes de la mezcla en el mismo, eatd coniicionada, a los res-
pectivos coeficientes de particidn entkre el agua y el solvents,

Esta técnica, psrmite ubicar las sutancias a)por mé-
todos de revelacién y b) por una constante propia (el Rf.)

a) Cuando el solvente ha recoirido una distancia fija
desde el origen en que se colocd la sustancia; se revela el org
matograms Ruasdeciéndola con la solucién de un reactivo apropia-
do que produzca uma reaccién coloreada con los componentes de
la mezcla oramtografiada., Si se trata de uma sustancia pura
aparecerd uma sola mancha en el papsl, pero si la sustancia era
mezcla de varias otras aparecerdn manchas a distintas distancias
del lugar en que se deposits la gota.

b) E1 Rf se defins camo la relacidn entre la distancia
recorrida por la mancha (desde el lugar en que fud depositada la
gota) y la distancia total recorrida por el solvente (medida
tambidn desde el lugar en que se colocs la gota).

El valor del Rf es constante para um sustancia dada




en condiciones determinadas y pusde decirse §us a igualdad de
Rf corresporde uma identidad de sustancias y diferentess sutan-
ocias dan diferentes Rf,

Esta téonica de cramtografia en papel, cuando sirve,
o3 excelents, rdpida y precisa. 30 realiza en general por 2 t4g
nicas principales: descendents, el solvents avanza desde arri-
ba hacia abajo on 1as tiras de papel suspsndidas por su parte
inferior de un recipients con el solvente; o ascendente:el sol
vente sube por capilaridad desde abajo hacla arriba por el pa-
pel sumsrgido en su parte inferior en el solvents, Ambas técni-
cas 80 hacen en uma caja herméticamente cerrada y satureda de
vapores del solvents, [a tdonica ascenden se prefiere hoy por
su me jor poder de resolucién. Esta cromsografis en papsl ha si-
do aplioada con mucho éxito & la resolucidén de alcaloides (14);
a proteinas, glicidos, aminodcidos, nucledtidos, eto. (15);pe-
ro esta tdécnica senilla fracasa con importantes grupcs de sus-~
tancias.

Grandes grupos de alcaloides (de la nicotiana, xfnti-
cos como cafeina, teobromina, etc, alcaloides del curare etc.)
cano as{ también las aminas bioldgicas (colina, colamina, otc,)
las vitaminas (del grupo riboflavina, otc.) y los aceites esen-
ciales no se pusden resolver por la ocromatografia en papel.En
10 que respecta a o3tas sustancias, excepto los aseites esen-
ciales, ha sido resuslta su cramtogrefia par Roger Munier(1S)
y este ennumera 108 métodcs a utilizar en su magnifico trabajo
¥ Que son hoy universalmente usados,

En cuanto a 108 aceitss esenciales se ha resuelto
oon la %éonica del “chramtostrip” ideada por kKirchnsr Miller

¥ ksller (17), y muy me joreda posteriocrmente, 1o que le confi-
rié verdadero wvalor.



Ennumeraremcs las dificultades que R.dunier enumsra
en su trubajo al aplicar ésta téonica a sustancias que no se
adaptan a ella. 3on las misms quo engontrumos en este traba-
jo al querer aplicar la cramatogrefia en papel a los aceites
esenciales y que detallarexcs mfs adelante,

a) El Rf de las sust, o8 igual a I:, &8s decir la 1s0-
torma de particidn estf tan deaplazada hacia el solvents orgf-
niso que la sustancia aparece en ol frente del solvente, No
hay separaciéa.

b) lLas manchas son alargadas en forma de cuila redon-
deada, ks este un inconveniente muy importante., Las manchas
de las distintas sustancias en la cramtografia en papel deben
ser pequeiias, redondas y de concentracidn uniforme (sin “colas
o elongaciones) , Esto es importante al determinar el "centro
de gravedad( de la mancha pars determinar su Rf y ademds pare
lograr buena separacién entre las manchas. Se explican las map
chas alargadas admitiendo que la sustancia al detenerse logre
un determinado equilibrio con las fases imméviles y méviles,
kn las sustancias que consideramos su constante de disocia-

cién est{ entre 10-2 y 10-9 y camo 8 una constante pequeiia
coexisten las formss B* y 5Ch en las bases. Estas 2 farmas no
llegan a un equilibrio de disolucién ocon la fase mévil y par
e30 dan trazos largos, [as sustancias muy disociadas k =10-2
(bases de amonio cuaternarias) o muy poco disociadas k=10-9
que solo presentan un $ipo iénico, dan manchas muy buenas y
redondes .¢) E1 Rf de las manchas depende de la concentracién
de la sustancia. Inconveniente grave pues en caso de produc-
tos mtureles como los nuestrcs nunca se sabo la concentracidn
de las sustancias y si su Rf es mayor o menor con la myor o meno:
concent.no podremos identificarlas,

R.Munier obvié estos inconvenientes oreando "fases



miviles £cidas” o "alcalinas™; es decir disolviendo en el solven-
te orgdnico saturado de H2 0 un £cido fuerte orgfnico (ac.acéti-
co, etc,) o aun inorginico (H Cl 22° B6, POM Hs : o etc,), o bien
un £lcall (K31 3 p. 0j.:) logrando asf evitar la disociacidén de
las sust. oromtografiadas en 8t y BGH (Mstodo llammdo Phase sol-
vante acide, o bien impregné los papeles con Sales (papiers sa-
les) inorg. como PO y Hy K3 o CLK | 7 en 1a fase solvents HCI)

de modo de crear un sistema butferizante queo regula la ioniza-~
cién y da perfectos resultados, Pare un estudlo exhaustivo de es-
tos nuevos métodos de cramatografisf sus inconvenientes (el fend-
meno de "demixi4n"™) hay que remitirse a los trabajos originales
(15); (16); (1R); pues adn no hay libros sobre ests tema.

Otro camino ha seguido la cromatografia de los aceites
esenciales, Hubo varics ensayos de distintas formas de oromto-
grafiar los camponsntes y derivados de los aceites esenciales
sin sbaxdomar el papel, El mfs interesante fué el de impregnar
el papel con 81 (3 H2 (18), para aumsntar su capllaridad (mdto-
dos de fase invertida); la teoria de esta tdcnica estf explida-
da on (19). Era um transacoidn entre la cramtogrefia de adsor-
ci6n y de particidn, Be impregna el papel con Si .O4 Nay, se tra-
ta con HCL, se lleva a estufa. No ha dado dptimos resultados y
por el contrario es trabajosa y inclerta, 31 el papel con 35103
H2 se resquebraja al manipularlo, ya no sirve ,

En canblo, el retorno a la cramtografia de adsorcidn
ha dado busnos resultedos., Emmeraremcs mds adelante los traba-
jos de oramst. en columna sobre camponentes de aceites esencia-~
les, Ia téonica ideada (17) consistia en recubrir una tira de
vidrio con una sustancia adsorbente en una capa finfsima, Se te-
nia una tire adsorbente que se cramtografiaba como uma tira de
papel, 3¢ llamé “chramatogtrip”. Sus autores la usaron con buen
éxito pare diversas sustancias, Tenfa el inconveniente que va-




riaba 6l Rf de tire en tira. Standardzando el métcodo se Iegs a
asegurer una reproductivilided en el Rf de § unidades, Este md
tado fud luego me joredo por Montes y labat (20) . Finalmente;
Reitzems (21) reemplzd las tires por una piaca chromatoplate"
qQue permite alrededor de § cromatografias independientes a la
vez, eliminando as{ la variacién del Rf (se logre coincidenocia
de Rf de 0,05 unidades), Esta técnica fué la que adaptamos y
modificdndola convenientemente (segin se aplica lusgo en la pap
to telrica), lasgplicamos a la cromtog, de acoites esenciales,




Diremos ahora unas cuantas palabras en 1o que respec-
ta goromatografia de sustancias incoloras. Esto en lo que se re-
fiere a cramtografia de adsorcién; puss en nusstro trabajo nos
hemos visto obligados a tensr que detectar sustancias que no se
hacfan visibles por ningdn reactivo empleado, o por sustancias
carbon{licas que aun dando 2-4- dinitrofenihidrezonss colorea-
das cuando se encuentren en gren cantidad en psqueiias cantida-
des ("trace ketones” en los trabas jos americancs] no son revela-
bles, En cramatografia en papel las reacciones se cambinan de
tal forma que siempre la mancha 0 el fondo del papel se coloreen,
81ino hay que recurrir en general a un densitdémetro.

En la antigua oramatografia de adsorcidn en columna
se ofectuaba de varias mansres,

1°) Se cortaba arbitrariamente la columna en varias
partes despuds del desarrollo y se hacia la elucién separada-
monte,

2°)3e lavaba la oohim después del desarrollo con uma
seris de disolntes y se examimaba cada fraccldén por separado,
As{ se cromtografiaban oeres y luego se elufa con distintos
solventes y s evaporaban y se desiilaba luego cada fraccidn
por separado, se 1o tambe fndice de refraccidn ets, Fué in-
traducido ests método por Reichstein (22),

Osro método €3 por pretratamiento adecuado del adsor-
bente 0 lavanxio la columna desarrollada con 1 reactivo que
reaccione con el adorbido, dando colomacida.

Marsin y Synge emplearon indicadores de pH(wmetil orap
ge antociancs, eto.) para colorear sus columas de sflice em-
bebidas de agua en la semaracién de amincacidos acetilados;al
pasaje de éstos ltimce hay un virsje del indicador con forma-
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cién de distintas zomas coloreadas,

Un mftodo seme jante usé Munier en su trabajo (16) pa-
Ta separar en papel £cidos orgfnicos del cislo blolégico (mml-
elco, fumrico, succinico, etc.) y revelando con azul de bro-
mofenol.

Trattner y Roberts emplean la dimetil-amino-azo-bence-
no como indicador coloreado pare la separecldén de alcaloides
sobre gel de silice, El adsorbente se colorea de rojo en los
sitios donde se fijan los alcaloides,

Zochmeister revela la presencia de estilieno eis y trens
en columna pincelando la columna a lo largo ocon pomio de
potasio al 1% despuds del desarrollo,

Bell oramtografia hidratos de carbono;luego aplica uma
solucidn alcchélica de of.- naftol y despuds 3.0y H2 soncent.

Los métoiocs modernocs se basan en la .caﬂumcldn de la
fluorescencia con la luz U.V, y/o de sustancias fluorescentes
camo fomio, |

El examen de la columma oramtogrifica bajo la luz U.V,
propussta por sarrer y Winterstein permite localizar las zoms
de sustancias incoloras, Sus primsras aplicaciones fusron:aci-
dos biliares (23); alcaloides (24) ,separacién de metilgluco-
sas (25);aislaniento do vitaminas A y D(26);dosaje de vitanmi-
na8 B (27) y £(28) . R.Munier la aplicé también en el papel pa-
ra vitaminas gomo as{ tambidn para lumicromo, AFDN, eto. (16)
Brockmnn y Volpers (29) pretrataron el adsorbente son una
sustancia fluorescente, Cuando uma columna ¢on dicho material
o8 observada ba jo una iluminacién monooromftica de cierta lon-
gitud, las zomas de adsorcién Qae revelan en forma de anillos
no fluorescentes y oscuras sobre un fondo brillante, Usando
aquollas rediacionds absorbidas porla sustancia a separar és-



to procedimiento crommtogrdfico puede ser extendido a muchas
sustancias incolores,

Ia pentahidraxiflavona "morina® ha sido empleada pare
colorear aldmins . (300 mg. pare 500g, de sAumina); la “"berve-
rina" pars la sflice y ol £cido difenil florindeno sulfdniso
pare el carbonato de Kk 8 Ca y OMg.~ Cada uno de estos goloran-
tes fluorescentes eran previaments adsorbidos con metanol.-Ul-
timmente entrd en uso el empleo de gel de s{lice mezclado con
255 de SZu fluorescente, Fué ol empleado por Reitzema (21) en
su “chramatoplate”,

Montes y Clavet (30) y Moates y Iabat (20) usaron rodami
m 6@ (B.D.H.)




Daremos ahora una certa reseia del empleo de los distintos
tipos de adsoroién ocramatogrefica en los componentes de aceltes
esenciales,

En primsr lugar mencicoaremos los primeros ensayos sobre
sustancias orginicas bioldgicas, Ademds del trabajo origiml de
Teweolt, Koschara (31) separd por este método colarantes urina-
rios,

ila venta ja del mftodo 68 que no perjudioca las sustancias
s separar, Adem{s sirve para camprobar la purgza de uns sustan-
cia, pues 31 s pura y 80 ocramtogrefia no debe dar mfs de um
banda, 0 deo una mancha,

Mendomaremos 6n primer lugar 1los trabajos de Plattner y
Pfau (32) sobre oramtografia sobre alimina de los campuestos
de los azulenos con trinitrobenceno, disealtas en ciclchescano
3 1 de Broclkmann y Volpers scbre separacidn por orcamtografia
sobre aldmina de aldehidos y cetomas de aceites esenciales (33)
los trebajos ya mencionados (17); sobre compaonentes de aceites
esengiales; otro tambidn de Millsr y Kirchner (34), en “"chro-
matostrip"donie introducen un nuevo revelante de terpencs no sa-
turados consistente en "spray” de fluoresceima y vapores de Brp

que se fijen en la doble ligadura, Otro trabajo de Miller y Kiroh
ner (35) sobre desterpemacién de aceites esenciales por adsor-
6ién en columna; previa detectacidn de los terpencs en "strip"

Un importante trabajo de Al, Montes (36) sobre resolucidn de
mezclas de las 2-4 DN hidrazomas de 12 aldehidos y cetomas de
aceites esenciales, en columnas de S1 03 H3 y bentonita, El tra-
bajo ya mencionado de Clavet y Montes (30) sobre separacién de
los 3-5 dinitrobenzoatos de alccholes y fenoles de aceites esen-
ciales, De [abat y Montes (20); sobre "chramtostrips® en la se-
parecidn de 2-§ dinitrofenilhidrazonas de cetonas y aldehidos,



as{ como separacién de fénoles y terpencs deo aceites esenciales,
Un trabs jo interesante de Miller y kirchner (37)sobre reaccicnes
"in sisu” en el "chramatostrip” sobre las sustanoias a cromaso-
grafiar, algunos de los cuales hemos adoptado y adaptado en nues
tro trabajo, Por dltimo el trabajo de Reitzema ya meacicnedo (21)
on ol cual s6 hace el primer emsayo de identificar, directamente
en oramatografia de aceites esencisles, sus compaonentes, En cro-
mtografia en papel mencionaremos el trabajo de Beatriz R.Corsi-
na y Ab.Montes (38) que es una cromatograffa en papel para in-
vestigar tuyona on bebidas alcohélicas,






Ensayos con pepel

Las primercs ensayocs de crambtgrafiar los as, es, los rea-
1izamos en papel. Usamcs a €80 fin el papel Delta XNo.3000 y el pa-
pel whatmann No,l Colocamos el aceite disuelto en éter sulfdrico
con una micropipeta on el papel y lo oramatogrefifbamos por la
sdonica ascendents con hexano y 156 de AcORt o con benceno y 156
de ACOET, Cramtogrefiamcs tambidn asf los camponentes purcs, Uma
vez alcanzado el frents del solvente;retirdbamos el papsl lo de jf-
bamos secar y lo sumergiamcs en una solucidn de rodamina 63(B.D.
H) en metanol al 0,1 0/00 0 & un pulverizado do ls misma solucidn
Seco el papel 10 sametfamos a 1la luz UV, pero esta 0 no revelaba
nada o se cbservaban manchas difusas y trezos alargados, Pare ob-
viar el inconvenisnte que qun‘l'ol »otanol ocramtografis las mn-
chas en el lugar al quedar uncs segundcs en contacso con ellas ,en-
sayamos cramatografia ya sobre papeles pretretados con rodamina
63 Pero por sor una ocramatografisa de particién se camtograria la
rodamina con 1los distinscs solventes quedando los papeles camo si
no hubiesen s8ido tratados con olla. En 1los papsles en los que ade-
ads de un "spray" de rodamima ensayamos ademfs un pulverizado de
2.4DNPH en HC1l 2 N en la esperanza de revelar campuestos carbonf-
Uoos, no encontramcs mfs qus manchas borrosas, Pero como las Uni-
cas mancaas m{s o menos definidas se encontraban on un Rfs}; en-
sayamos utilizar, de acuerdo a lo que msnscionamcs en nuestre In-
traduccién, solventes acucsos saturados de solventes orginicos
(CHC13, alcchol amflico, eter de pesrdleo, alschol isoprépilico),
Una vez preparedos estcs solventes (por saturacidn de ampolla y
ulterior decantacidn) los empleamos en oramatogrefiar las distin-
tas manchas de los componentes de aceites esengisles .Lusgo sumer-
glamos ol papel en solucién de rodamina al 0,1 0/00 en agua pare
no usar solventes orginiccs en 1lcs cuales los acolsss esenciales
son solubles, Los papeles mojados 108 secdbamos suavemente a re-




flujo de tela extendidos sobre vidrio, Lusgo los pulverizdbamos
con una soluc, de 2.4 DNPH en HC1 2 N, N1 & simple vista nia
luz U.V, se obmrvaron manchas y las que se observabah eran de
trazos largos, Ia desaparicidn de 1as sustancias del papel se
debfa sin duda al arrastre por vapor de Ho0 qae se producia al
secar 6l papel impregmado de tantos solventes acuoscs,



Como la cromtogrefis de estos campuestos en papel ya to-
nfa mmlos antecedentes, resolvimcs abanicoarla después de numero-
808 ensayos, Encaramcs entonces la preparacién de "ohramtostrips”.
Como ya dijhnos en la Inteduccién al ser preparados los primercs
*strips” (17) sus autores recamendaron el uso de sflica-gel empas-
tado con almidén (se pusde usar amilopsctina)y extendido scbre um
angosta tira de vidrio de 22 om, x 1,50m. en un espesor de 0,0 2
pulgadas. También se pusde pulverizar la mezcla sobre el vidrio
con 1 pulverizador de pirura. Esta téonica fué introducids en
nuestro pais por Momtes y Nabat (20); con variantes Diluyeron el
absorbente de £oido sflfcico con bentonita (1:4) pare hacerlo me-
nos absorbente, Par lo demds siguieron a Kirchener y siller en su
téonica., Mzclaron el ac.silfcico con la bentomita (de una campo-
sicién oonocida), Lo tamizaron por 200 mmllas (74 micronss de
grano) . Lo empastaron con almidéan y lo extendieron scbre la tirs
de vidrio con un espesor de 0,5 mm, Pero el absorbern® asf no es-
%L listo para usar, Se seca a estufa, E1 tiempo deo secado es im-
portante como as{ tambiédn la tempervure, Hay que cuidarlo pare
obtensr valares reproducibles de Rf. luego, y como lo especifi-
oa Kkirchner, con 1los "strips” aun calientes hay que activar la
silice, labat siguienio la receta de Kirchner, lo realiza some-
tiéndolo al vacié de 3am, durante 30', sobre HOK, Luego deja
entrar el aire por una msezola absorbente de humedad, Retiredos
del vacfo, no se puede dejarlcs al aire mfs de 10° pues sino
8¢ desactiva la sflice y varian completaments los Rf,

Al-usar ol "chromatoplate” Reitzema (21), usa um mezcla
de £cido sflicico yalmidln empastados a bafio-maria., Los extien-
de sobre um paca de 12,50m. x 17,50m,

Al preparar muestrs mezcla absorbente, cansideremos el
trabajo de Montes y labat. Ia wezcla con bentanita, no repotta
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ninguna ventaja, Ademfs de introducir un absarbente mfs, suscep-
tible de los variados cambios en su cauposicidn segin su origen
no presenta ningung mejora en su poder de resolucién, Par eso
nos decidimcs por la mezcla mfs simple; dcido silf{cico-almidén,
pare eliminar toda interferencia ajena., Poro las proporciones de
ambos que establece Reltzema, no nos han dado una mezcla lo bas-
tante uniforwme® y manipulable al extenderlia sobre el vidrio, Qui-
Zds el almiddn que 61 usd en EE,.UU es diferente al de aquf, Por
1o tanto hemos establecido las cantidades que @tallamos en la par
te exporimental, Ia sflice debe ser tamizada por 200 mallas Sino
ademfs de no tener grano uniforme, la superficie de la sflice al
secarse es fspera y rugosa. El amidéa debe estar bien molido Evi-
ta los grumos, El1 calientamiento €3 un poco mfe pmolongado que €l
establecido por Reitzema parque se activa me jor luego, Esta par-
te, la activacidn, o8 la verdadera parte importante en la prepa-
racién de la placa absorbente, Cuando me jor se activa 1a sflica
al vacfo, myor es ol poder resolutorio de la placa. Segunismos
establecido en nuestros ensayos & mayor activacién de la sflice
sucede; a)Disminuye ol Rf de las manchas, Como la sflice abtsor-
be mfs; ias sustancias no alcanzan en gensral Rf - 1 que o3 el
verdadero inconveniente on la cramat., de aceites esenciales (es-
pecialmente los terpencs) con solventes arginicos, b)Aparecen
mis manchas y separadas por myores distancias, Cuando mfs absop
be la silice, sustancias Que on gensral van pegadas se separan
bien,

Reitzema Samote las placas a un vacfo de 2-%m. durante
30'sobre 0 K; pero hemos encontrado que los mejores resultados
se obtiensn sametisndo las placas calientes atn, a 0,5-1 mm.de
cada vacfo durante 60°'.
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Es sabido que los siehidos y cetonas son los “compuse-
to8 llaves” en 1os aceites esenciales. Por eso 8¢ trabejé tan-
to en su cramtografia. En genoral se prepararon los dinitrofe-
nihidrezconas y se cromtografiaron. Son muy colareadas y la co-
loracién se profundiiza con la no saturecién, las primeres hidra-
zonas 86 prepararon de los cetafcidos y se cromatografiaron (39);
disolviendo 25 gamms /0,1 ml en 0,01 M bufter fosfaso (pH7,2),
cn butanol, butanol con sol %% N H3, ete,

Pero el verdadero peligro de ocromtografiar DNFHidre
zZonas 10 seimla R, Mmier (16) en su trabajo, donde demuestra
Que la DNFH de 1 campuesto puro da 2 manchas, Cita ah{ varics
ojemplos; el dcido pirdvisco p.ej. su DNFHona da al oramatogra-
fiarse en papel 2 manchas sisndo imposible de dbtinguir la
verdadera.

En columna Montes (36) ha ocromtografiado mezolas de
DNFH de campusstos carbonflicos en mszclas binarias pero es
my trabajoso y no de gran poder de resolucisn awdn de usar
grandes cantidedes de sustancia,

Un e jemplo:usa 0,04 gs. (40.000 Yy ) de la DNFH de la
fracoién carbonilica del ac.es, de peperina disuslta en 1 par-
%e benceno /2 ligroina/ A% de eoter otilico. En un desarro-
110 que dura 6 horas no 8¢ logra Separer mds que 2 compuss tos
carbonflicos, |

Iabat, par su parte, impregnd las tiras absorbenges
con una ancha bania basal do los derivados de DNPH de fraccio-
nes carbonflicas de acoites esensiales y las oramatogrefis,
Aden{s de usar gren cantidad de sustancia, qQue no siempre es
accesible, se cbtisnen al desarrollar bandas anchas supsrpues-
tas que no permisen gran sensibilidad, As{ p.ej. en la frac-
cidén carbonilica de AAlba no logra en su desarrollo separar
nds que 2 compusstos carbonflicos, Por supusstos que a las



bandas no 80 les puede asigmar ningdam Rf,
Ea nuestro trabajo hemos decidido formar los deri-

vados coloreadocs ya una vo: realizada la cramtografifa.Se oro-
mtograffan 25 del aceite eseacial, ods una mezcla de sus
componentes revelables por DNFH ea la forua en que detallamos
oA la parte exporimental. Uma vez evaporaio 6l solveated la
placa se le aplica ua pulverizado a 1a placa de DNFH en HCl
2N, Eso evita la cramtograffa de hidrazanas meszcladas que no
podemos saber su forma de somportarse frente al solvente . En el
lugar donde hay coampusstos cerbomf{licos aparecen manchae peque-
fias y redomxdas de distintas tomalidades del amarillo claro (p.
6j:fencom) al rojo imtenso (P.ej.piperomal). Cada campussto
tien® asf su Rf determinado, Ea une misms placa las § cramto-
grafias dan Rf identfcos para iguales sustancias, 3e puede
identificar mumerocscs compusstos para un solo aceise, Sustan-
cias como feucona 0 pulegoma que mo dan DNPHona por la técni-
ca preparatoria comdm (M0) em soluociém; dan buenas manchas ea
la placa.

Se procede luego a calentar la placa a 110°C y
15 mfm, ocon lo que sucede lo sigulente;
a) Ias manachas de DNFH se oscurecea en su mayoria, adoptando
boxrdes mfs matos, (mfs propicio pare determinar Rf). Algunos
permaidcon iavariables,
b) Aparecen manchas colareadas muevas, 8oa debidas a:
1°) A hidrezones de caapusstos en pequefias cantidades o que
no s¢ forman ea frio, Soa oa gomeral amrillas,
2°) A los sorpencs que reaccimman al estar en medio f£cido y
sometidos al calar. (Heat sensisive y Acid-sensisive) Soa co-
laores en gemsral marrones, violetas, vexdos, eto,
3°) A alodholes terpénicos sensibles al calor (p.ej. limalol)
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Son machas marrén violdceas,

¢) Muchas sustancias que sim caleatamiento no se detectan des-
puds de calentadad . ®® detectan a 1la 1yz U.V,

d)Par (l$imo algunas manchas de la DNFH desaparecea por el ca-
lor, P.oj:la mentona, que da amarillo er frio con DUMH desapa-
roce al calentar,

8¢ procede luggo a uma 3a. imspecciém a la luz U.V, que revela
mnohas no visibles, Para eollo la sflice y ol almidéa fueron
protratados coa rodamims 6 G (B.D . H) Para algumas sustancias es
eldnico medio de detectarlas (p.ej:salicilato de metilo, alco-
hol feail etilico)

Estos 3 emsayos ya proporcioman ume idea clarea sobre la compo-
sicifm del aceite esencial, en uma S0la placa.

El 20, mftodo que aplicamos al aceise esoncial oa otra placa eos
la axidaciéa de sus campuestos exidables,

S3e base on ol trabajo de Kirchmer y Miller (37) ya oitado de
reaccionss ea 6l chrammtostrip sobre alguncs componsates de acel
tes esenciales,

El método se base or que la cromtografia ofrece um método sim-
ple de separar 1os productos de uma reaccidéa. E1l compuesto puro
se adsorbe em el "strip”, se cubre com ol reactivo y se cramto-
grafia com el solveate adoecuado, El alto poder de resolucidéa y
la rapidez coma qu® los cromtograms individuales se realizan
hacen del "chromatostrip” um método ideal pare este tipo de
reacciomss, Ademis, el cardcter inerte de la plasa 1la hacen
ideal pare el uso de reactivos fuertes y carrosivos, de modo
que todo el producto de la reaccida pueda ser ocramatografiado
sia peligro pare Ol crommtogram. kn la mayop parte las reac-
cionss que ocurrea mno 3¢ campletan de modo quo estdm presentes
ol campuesto o campuestos origimsles, los productos formsdos




y ol reacsivo, Pero los compuestos inorgfinicos tales como el agua,
bases, sales y £oidos mo som movidos por los solventes usados y
permanscen oa su origea, La myor parte de los campuestos orgini-
cos simples formmdos om la reacoiém (oa nuestro caso li oxida-
ci6a com Cr03) como ser £cido acéticoglicol, oto. se absorbe
fuerte por el dcido silfciso y tiemea valores de Rf bajos que

no interfierea oa la deteccida, Ea el caso de la oxidacida del
citral a dcido gordnico phe ©j: con Cr0y om quo se form um com-
puesto muy axigenado, el Rf del producto @8 bajo y ost{ oscure-
0ido par el £cido acético usado om 6l reactivo, Se comsidera”reag
cisa megativa”.

Ia reaccida que usamos ©s la oxidacida com Cro03 di-
suslto ea £cido acético, Proporcionma uma informaciéa valiosisima
sobre la estructura de los coupomoates del aceite esemcial.

En sus ensayos Miller y Kircheer ideamtificaron por
oaxidacida carveol como carvoma, limalol y geraniol ccmo citral,
mstil hoepsenol cano metil heptencas, merol como citral, Ea com-
pusstos puros hemos idemgificado por este método msntol y alco-
hol bencflico mo revelables por los métodos comunes. Ba los acei-
tos @onciales la axidaciém da campuestos carbonflicos de los al-
ccholes alifdticos o serpdnicos y de las roturas de las dobles
ligaduras,

Una veoz cramtografiados los producsos de reaccidm
8¢ revolan com la DNFH cgom los tres ensayocs ya memciomados., Se
revelan as{ mumerocsas sustancias tal camo 1o imiican las tablas,
Ua tercer método empleado es el del sudam 3 introducido por mo-
sotros, Este reactivo qus ya 68 comocido por su empleo al sefiir
las grasas ea ol metabolismo de estas y qus se emplea para su es-
tudio, as{ como también ea ol revelado del lipoprotefnas ea la
electroforesis, nos ha parecido que debfa ser de utilidad ea la
cramtografia de acoites eseaciales, y efectivamente es mn muy



busa reactivo pare la detecaida de aceites esenciales, Asimismo

10 hemos ensayado sobre 1os compaReates purcs com Busnos resul-
tados tal como se detalla eam la tabla correspomiisate, El reacti-
vo en solusida alcchdlica €8 rojo. Ia placa 86 sumerge ©a 6sa 80-
luciéa. Pero antss hay que temsr la precaucida de humedecer biea
1a placa com um pulverizado de agua,porque si4o la placa absarbe
ol coloreate y queda todo teiiido de rojo uniformemense, Despuds

de mojarla se sumerge éa la solucidéa alochélica de Sudan 3, se de-
Ja escurrir y se deja secar ol alochol al aire, a8 manchas ad-
quisrea su mdximo de imtensidad al secarse 6l alcchol pero so ate-
auan mucho despuds de umas hareas. Los terponcs que som los de Rf
elovados (Rf. aprax.0,90) se tifiea emseguida do amaramjados, Los
demds compusstos sé tiisa oa gemeral de rojo inteaso, la placa
queda como ua fomdo rosado, Hay sustamncias quo mo tamaa 61 colo-
rante, Pero eatomces 856 vea camo manchas blamcas (el color de la
s{lice)sobre fomdo rosado) , Es imteresante hacor motar que al pul
verizar la sflice com agua y mojarla, antes de aplicar ol Sudan 3
J 80 observa par traaspareancia la placa 86 vea las maachas de los
acoeites esonciales,

Estos métodos nos ham permitido realizar la oroma-
tografia de los aceites eseaciales y revelar 108 Rumerosos com-
pusstos que los formam. Por cierto qus la ocromtograffa de acei-
tes esonciales, estd lejos de establecer la idontidad de los cam-
ponsates do los aceites esomciales, pero es ¢l método mfs rdpido
¥ preciso pare ixiicar el mimero de campomentes de um acoite esea-
cial, y da uma idea cierta del tipo y estructura quimica gomeral
de sus campomsntes, Es, sia duda, la operacida previa a todo and-
lisis de aceites esenciales desconogidos,
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A comtimmcién damos las tablas de¢ las primcipales ca-
recteristiocas de los aceites esenciales empleados ea muestro tra-
bajo. Hemos emsayado musstros métodos sobre cuaronta acoites esoa-
ciales de los mfs camuwes, En muchos de ollos ya se haa realizado
trabs jos de identificaciém de compomsates por los métolos cldsicos,
Ea las tablas consignamos entomces o1 aombre cieatifico de las esea:
cias, la demcmimaciéa comin, cuando la poseea, el origea de la plan
ta y los primcipales compomjates idemtificados y ya comocidos,

Adem{s ea otra tabla detallamos 1los componentes puros
que hemos utilizado para calibrer el mStado, De estos damos la
seris a que pertenccen (benoénica, terpénica, etc.) y su funoida
qQuimica deserminante. En general son compusstos carbonflicos en su
myoria, pues este tipo de campuestos es ol quo mfs homos tratado
de identificar en las esencias.s

- S G & Hay ® > &
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Prepargcidn de la placa adsorbents
a) la placa o8 de vidrio de 3am, de espesar apraximdamente, E1

tamafio 8 de 20 cmts, X 1l cmts, Cada placa que 8@ va & usar de-
be ser antes contrastada en su largo y en su ancho éon un palmer
para asegurar espesor uniforme. No todos los vidrios presentan i-
gual espescor eén 6l centro y on los bardes, Deben der desechados.
El espesor debe ser uniforms para que tsambisn lo sea luego ol de
la capa adsorbents. Variacionss de O,lmn. on @) espesor de la pla
ca en distintos puntos de sus superficie yu la inutilizan pama es
te uso,

b) la mezcla adsorbente se prepara asi: 30 gr. de dcido silfcico
(se usé marcs Inkhem), se muelon y 86 tamizan por tamiz de 200
mallas . Eso da granos uniformes de 7A micronss camo tamafio mfxi-
mo, [uego se muelen a polvo fino 3 grs. de o.imiddn y 80 mezcla
con ol £cido silfcico. Se wezcla a contacto fntimo de ambos cuer-
pos. Ahora se pueden preparar placas pare usar con luz ultrevio-
leta o no. En el primsr caso #e 1o agregan a la mozcla £oido si-
1fcico almidén, 15 mml, de solucién de rodamim 6 G al 0,1 p/oo
on agua y lusgo 39 mh de agua. 31 no se piensa emplear luzs ultra
violeta en la placa s® agregan directaments a la meicla adsorben-
te 54 ml, do agua.

¢) Um vez prepareda la suspensién de la mezcla, 86 empasta, Pare
ollo se lleva & baiio maria a 85°C agitando continmuamente, En cor-
to tiempo (aprox.2') la wezcla se espesa y ofrece una consisten-
cia gelatinosa desgpareciendo los granos durcs del £cido silfci-~
6o del fondo del recipiente, Si se usd rodamine 6G la masa pre-
senta un color rosado. Siempre agitanio se retira del bafio y se
deja enfriar, Al enfriarse la masa 850 esposa aun mds. Se le -gné-
gan agitando 10ml. de agua y se homogeiniza bien la masa, |

d) Se extiende la msa sobre el vidrio, Ia placa limpia y seca,se
coloca ontre dos bandas de vidrio elevadas 0O,5am. sobre el nivel



de 1a placa. Ia mezcla adsorbente se extiende sobse la placa ocan
una espftula o con un pincel, Usando las bandas de vidrio como
soporse se pasa entonces una regla metf{lica bien lisa. Ia placa
queda recubierta con una capa de 0,5mh, de mezcla adscrbentes Es
necesario no demorar mucho en toda esta oporacldn, puss la mez-
cia al extenderse sobre ol vidrio gon lentitud se espesa jrre-
gularmense en distintos lugares, Otra precaucion es, antes de
exterdar la mezola, vertorla a otro vaso de precipitados lim-
plo. Eso se debe a Qque en 61 vaso en que 82 r3aliza ol empaste
quedan a veces poquefios grumos endurecidos adheridos a las pare-
des en la parte supsriar del weso, y a veoos 5o arrastran eon
la m®zcla sobre la placa, inusilizdndola.

Tomndo en cuenta estos pequeilos detalles se obtiens
una capa perfectamente uniforme y de espesor constanse. Con la
cantided indliceda de mezcla se obtiensn sels placas,

o) Ia placa sé lleva a estuta, Esta debe estar a 110°C al intro-
ducir la placa y esta temperatura debe mantensrse constante. Se
de ja exactamente 30°, Se retira y en la superficis se puede es-
oribir cmalquier imxiicacién con ldpiz camo si fuese papel, 51
tisns rodamina es de un color rosado, t%nue y si no la posee es
de una blancura impecable,

f) Aun caliente se samets al vacfo de 0,5 a lmm., de mercurio,
sobre HOK durante una hcre. Deszpués de ests tiempo, se rompe el
vac{o con aire seco (86 pasa por uns mezcla absorbente de hume-
dad) y sin pérdida de tiempo se procede a depositsr las sustan-
clas, No debe transcrurir mds do 10' entre qus se saca ol va-
cio y quo se coloca la placa en la cuba & cramtogrefiar,
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Cada placa tiens capacidad para cuatro cromatografias
independientes separedas por 2 cus.c/uma, & unos dos centime-
tros del borde inferior de la placa, se depositan A0 a 50 gamms
de la sustancia a cromtografiar, se deja evaparer el solvente
y 8o llewa gla cuba de cromtografia satureda con los vapores
del solvente. Se introduce la place on el solvente, se manipula
como si fusse una cromtograffa en papel y se deja ascende éste.
Cuando el freante del solvents ha recarrido 15 cmts, se retirs
1a placa y se deoja secar al aire, El desarrollo tarde 90'.kEn el
traba jo se ha seguido ol mismo método que se detalla a continua-
oién, pare lo8 componentes purcs de esencia, para las mesclas
de é3%a3 y pare las osoncias misms,

Pare disclver las sustancias se usd éter etilico. Se
aplica la disolucidn a la placa con una miocropipeta.

Como solvente en la cramtografia se usd hexano nor-
ml, freccidn de dter de petréleo que hierve entre los 60 a 70°C
con 15% de acetato de etilo, Esta mezcla nos ha dedo los mejores
resultados en la resolucién,

Bevelado: Ia placa ya cramtografiada se some$e a una pulveriza-
cién de solucidn cloxhidrica de 2,4 dinitrofenilhidrazina. Esta
se prepare saturando una solucién de HC1l 2 N con la DNFH y fil-
trando, B4 filtredo 68 amarillo por lo tanto el pulverizado debe
SOr suave para no interferir con el color de las hidrezoms for-
mdas, Inego de un ligero pulverizado ya aparecen nitidas mmn-
chas, 3¢ les detormima el Rf,

8¢ Ibva luego la placa a estufa a 105°C y 10', No debs
aumentarse ni el tiempo de calentamiento ni la temperature par-
que el £cido clorhidrico oscurece toda la placa y se pierde la
cramtografia. 3¢ hacen las nusvas lecturas,



36 lleva la placa calentada a la luz ultrevioleta (300
a X200 I/M) y por la rodamima se observe una flucrescencia am-
ranjeda on tcda la placs y on 1ds lugares donde hay sustancias
activas a 1a lus UV, se men manchas violdcess, Se anotan los
nueves resultados,

El revelado caon Sudan 3 se hace en otra placa. Se satu-
Ya uma solucidn de BRtanol eon Sulan 3, se filtre o decanta la o0~
lucién 1limpida de color rojo, Se vuslca on uma cubeta y se sumer-
Jo ah{ la placa previamente humsdecida por un pulverizado de agua,
Se retire la placa y se deja secama al aire, hacidndase luego las
lscturas, En otra placa se hace el ensayo de oxidaciém en las esen-
clas, Para 080 se recubre la sustancia antes de cromtografiar con
una gota de £oido acético saturada con CrO3H. Esa placa no llsva
rodamina en su camposicidén, Despuds de la investigacidn con DNFH
por ol calor se hace un pulverizado con una solucidén al @,l0/00
de rodaming 63 en agua y se lleva a la luz U.V, 36 complotan as{
tanbidén los tres emsayos con la soluocidén clorhidrica deDNFH en la
placa de axidacidn,



-37-

RESULTADPOS
I.- Gamponentes purcs de esencis

8¢ detalla la tabla a contimuacidn, los resultados obve-
nidos en establecer los Rf e identificar algunocs de los componsn-~
tos mfs camunss en las esencias, Los Rf son perfectamente constan-
tes en la misma placa, obteniéniose el mismo Rf (¥ 0,05 unidades),
en las cuatro cramtogrefiss gemelas de la sustansia en la placa.
Eso indica QU las placas son porfectamente uniforwss en su espe-
gor. En la tabla los ndmeros gorresponiisnses a los métodos son:
1~ DNPH en frfo,
2= DNFH en calisnte,
3~ DNFH - calor - U.V.
&~ Sudan 3.

8¢ indica 8410 ol mSt0d0 Que da la mencha mfs nftida pa-
Fa establecer el Rf, Es preferible usar la mancha mfs ascura [en
gonsral despuds de calentar) por ser de bardes mfs nfsidos. En las
esencias se detallan los colares de sodos los métodos, En dos sus-
Sancias, mentol y alochol benc{lico, 3¢ ha realizado previamsnte
el ensayo de¢ axidacidn pama poder revelarlos,
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1I.- Resoluoidp de pezglas

En la tabla siguiente damos cusnta de las mezclas de cam-
ponsn$es purcs resueltocs can nuestro método. Los Rf de las sustan-
¢las en las mezclas san los de e3as sustancias al estado puro con
variacién de § unidades en gensral en el Rf, la proparcién de las
sustancias en las mezclas es par parses iguales,

Los métodos empleedcs en la resolucién son:

1- DNFH en frio.
2- DNFH en caliente,
3- DNFH calor U,V.
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III.-Resolucidn de goolves esenolgles
Ias tablas a continmuacién dan los resultados de la coro-

matograffy de los aceites escuclales,. Eu cada ensayo estd detalla-
40 el Rf de cada mancha, su colar y 3u intensidad, Bstos tres da-
8 ya dan una idea bastante importante soure la carecteristica de
la mncha, El1 ensayo de DNZI se detalla cauo antes en frio,calien-
% y & 1la luz UV, Lo mismo el ensayo do oxidacidén. E1l mayor o me-
nor ndmero de sustancias aparecidas en la axidacién da ides del
ndsero de compussios alochélicos existentss en la esencia o de su
no satumocidn, Debe recardarse, como ya se dijo en la parte telri-
ea, que algumas manchas en 61 ensayo de axidacidn son idénticas enn
algunas en el DNFH directo, puss son camspudssiocs carvonilicos que se
axidaron parcialmente,

En las tablas se da tawbidn el ndmero de compuestos re-
velados con los ensayos de DNFH y Sudan 3. Lus abreviaturas son:
a- amrillo (o; de uma & tres cruces segun la intensidad del colar)
n- anaranjado (de una a tres cruces)
m~ marrdn (de una a tres cruces)
v~ verde (de uma a dos gruces)

vl- violeta (de una & dos cruces)
0 rojo (de una & dos cruces)
bl- blango

Los Rf estdn tamedos al Rf x100. B jemplo:0,20 es 20.E1
cuadro imiicado g- o8 el color de la mancha,

En ol ensayo con Sulan 3 se tomm oamo blanco cuamio que-
da coloreada de rosado la placa y no tama color la mancha,quedan-
do el blanco de la sflice,
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CONCLUSJIONES
Se ha aplicado el andlisis cramtogrdfico a la resolu-

cién y andlisis de los aceites esenciales, Ante la necesidad de
establecer mésodos de ocramatografia de los aceites esenclales y
tamndo en cuenta los trabajos ya existentes sobre gomponentes de
acelsss esenciales en este terreno, 86 ha proocurado establecer
una técnica que permita la resolucidn cramatogrdfica de éstos.
Los aceites esenciales son uno de los campos de la quimica donde
da cramatograffs es una mecesidad imperiosa dada la escasf{sim
muestra existonte a veces y su comple j{sima constitucién, Cada
esencia posee siempre 10 a 20 componentes distintos en variadi-
s ims proporciones, Todo Srabajo on los aceites esenciales re-
qQuiere previamente un andlisis erometogrdfico que oriente el tra-
ba jo posterior, como on otros productos maturales:alcaloides ,vi-
taminas ,gldcidos, etc.

Sin embargo se pusde decir que ol andlisis orometogrd-
fioo directo de aseites esenclales se ha visto impedido por las
carecteristicas de los aceites esenciales, pues son casl irreso-
lubles por la. cramtogreffa de adsarcién en columna y la crom-
tsograffa de particién on papel, Por eso en los Ultimos diez afos
se resolvid la oromatografia de las esencias separando distintas
fracciones de ellas, carbonfilicas, fendlicas, terpénicas, etc.y
orom tografidndolas por separado. En este trabajo se ha encara-
do la cramtografia directa do los aceites esenciales y se ha
resuslto con éxiso, Se adopts la sdcnica de la placa adsvpbente
“chramtoplate” empleada para componentes de esencia y se adap<
t6 de forma Jque resultd eficaz para la cramtograffa de los aceli-
tes esenciales. La técnica se puso a punto primero con componen-
tes puros, pasdndose lusga a la resolucidn exitosa de mezclas
ternarias y cuasernarias y por dltimo a la cromtografia y reso-

lucién de los aceites esenciales mismos, Se cromtografian las
esencias en una placa d& ¥#riocs recublerta de material adsorb-




bente., Se aplics a A0 aceites esenciales, Se revelan los camponsn-
tes con;

a) Los carbonflicos con 2-§ dinisrofenilhidrezina en frio, con
oalor y a 1a lucz U.V,

b) Los terpénicos no carbonflicos aprovechando su sensibilidad

a los £cidos y al calor y su absorcidn en la luz U.V,

¢) Los compuestos alcchélicos y con ligaduras no sastredas de las
esencias se axidan con £cido cramico en el mismo cromatograma y
se revelan con los métodos a) y D).

d) Se intraduce un revelante nuevo pare los aceites esenciales:
ol Suidn III, Ademds cada samponente se identifica por su Rf co-
mo on la cramtografia de partiocidn en papel, Los resultadcs se
consignan on las tablas c;armpouuonm.

Este método o3 muy oxitoso en la resolucidén de los
acoites esenciales, Su rapidex y su alto poder de resolucidn,
evidenciado en los mmerosocs componsntss revelados, y la valio-
s{sim idea que proporcions sobre los grupos funciomsles de los
componentes de esencias (carbonflisos, terpénicos, alcchélicos,
oon ligaduras no saturadas), asf ecomo la ventaja prinoipal de
ser una ocrumtografia directa deo los aceitea, nos permite ser
optimistas scbre su utididad on €1 cauwpod la gquimica analfti-

C
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