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I N T R o D u c c I o N . 

El objetivo de éste trabajo es determinar la 
cantidad de Asarona contenida en Rajz de Calamus y en 
Corteza de Elemuy por el método de Cromatografía en ca 
pa fina-Espectrofotometría U. V. 

El motivo por el cual se decidió hacer el 
análisis cuantitativo de Asarona es debido a la acción 
farmacológica principal que presenta, ya que éste com­
puesto presenta actividad como hipocolesterolemiantc -
( 1 ) . 

Estudios farmacológicos reportan que la Asa­
rona obtenida a partir del extracto hexánico del Ele 
muy produce una reduc~i6n substancial de los niveles -
de colesterol en ratas y perros; recientemente se re­

portó que el extracto etan6lico de ésta planta es efes 
tivo para reducir el nivel de colesterol en el suero 
humano. En el Sureste de México el Elemuy es muy uti­
lizado en la medicina popular para el tratamiento de 

cálculos biliares (2). 

El aceite esencial de la raíz de Calamus se 
ha utilizado desde el punto de vista médico como un re 
lajante y espasmolítico, además de poseer propiedades 

hiperteniivas. También se ha utilizado como un insec­
ticida, y en tiempos más recientes se utilizaba con mu 
cha frecuencia para dar sabor a los licores; pero la 
FDA prohibió el uso de Calamus (bajo cualquiera de sus 
formas raíz, extracto, o accjtc) en los alimentos, -
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pues 6ste Producto contiene ~-Asarona y como result~ 

do de un trabajo toxicol6gico se vi6 que ese compuesto 
produjo cancer en el intestino de las ratas sometidas 
a dicho estudio (4). 
Cabe mencionar que el Elcmuy no contiene ~- Asarona 
por lo que no causa cancer como el Ca1amus (1). 

La Asarona se extrajo de la raíz <le Calamus 
y de la Corteza de Elemuy utilizando los métodos de ex 
tracción líquido-líquido, s6lido-líquido y destila-­
ci6n por arrastre con vapor. Parte de la Asarona así 
obtenida se encontraba mezclada con otros compuestos y 

se procedi6 a su identificación cualitativa y análisis 

cuantitativo por cromatografía en capa fina-cspectrof~ 
tometría U. v~; se eligi6 éste método cromatográfico, 
ya que es un método que permite detectar e ·identificar 
compuestos en mezclas complejas utilizando cantidades 

muy pequeñas . 
• Dentro del análisis cuantitativo, uno de los 

métodos que en la actualidad se emplea con más frecucn 
cia es la espectrofotometría U.V., que emplea las pr~ 
piedades físicas y químicas de las sustancias para su 
determinación. Este método analítico fue elegido para 

la cuantificaci6n de Asarona por ser un método sensi­
ble, fácil de desarrollar, reproducible y principalme~ 

te porque el tiempo en el que se realiza es corto. 

De ésta forma se conjuntó la Cromatografía -
en Capa Fina con la Espectrofotometría U.V. para lo­
grar el objetivo de la Tesis; utilizando además, la -
Cromatografía en Columna y la Cromatografía de Gases 

para verificar que los resultados obtenidos fueran los 

correctos. 



A N T E C E D E N T E S , 
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A S A R O N A . 

(E) - 1, 2, 4-Trimctoxi-5-(1-propenil) benceno; 
trans-2, 4, 5-Trimctoxi-1-propenil benceno; 
o<.-Asarona; Asarin; Asarum alcanfor; Asarabaca alean 
for. 

Fórmula condensada: c12H16o3. 

P.M.: 208.25 
9, de e= 69.21; % de H = 7.74; % de O = 23.05 

Se extrae de la raíz de Asarum europaeum L., 
Aristolochiaceae mediante destilación por arrastre con 

vapor; tambi~n se encuentra en el aceite esencial de A. 
arifolium L., Aristolochiaceae y Acorus calamus L. 
Es un s6lido blanco cristalino con punto de fusi6n de -

62 - 63°C., punto de ebullición de 296°c y 1 ~D=1.5719. 
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Es prácticamente insoluble en agua; soluble 
en alcohol, 6ter, ácido acético glacial, tetracloruro 
de carbono, cloroformo, éter de petróleo (4), 

La principal actividad farmacológica que pr~ 
senta la Asarona es como hipocolesterolemiante, aunque 

tambi6n se le han atribuido otras actividades y usos a 
los extractos obtenidos de las plantas que la contie-­
nen, como se describe en los párrafos siguientes. 
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Guatteria gaumcri, Annonacea; llamado comun­
mente Yumel o Elcmuy. Es una planta que no se ha estu­
diado a fondo, pero se sabe que crece en el Sureste de 
México, particularmente en M6rida, Yucatán; y que en la 
corteza de la planta es donde hay mayor cantidad de Asa 
ro na ( 1). 

Se ha estudiado la fracci6n no polar de los 

extractos de corteza de Elemuy debido a la propiedad h! 
pocolesterolemiante que presenta, encontrando que sus 
componentes químicos son: Asarona (en mayor cantidad), 
Asaraldehído, y dos propenilbencenos (en menor canti­
dad) identificados como trans-isoelemicina y trans-iso­
miristicina; ~oncluyendo así, que lap-Asarona no se en 
cuentra presente en el Elemuy (1,5). 

El elemuy es muy utilizado en la medicina po­
pular en el Sureste de México para el tratamiento de -­
cálculo~ biliares. Recientemente se reportó que el ex­
tracto etanólico de ésta planta es efectivo para redu-­
cir el nivel de colesterol en el suero humano (2). 
Otros experimentos farmacológicos reportan que la Asar~ 

na obtenida a partir del extracto hexánico de Elemuy -­
produce una reducción substancial de los niveles de co­
lesterol en ratas y perros (1). 
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Acorus calamus L. Araceac; llamado comunmcn­
te Calamus o "sweet flag". Es una planta si 1 vestre que 
crece por lo general a lo largo de los pantanos y en­
las orillas de los estanques de Norte América, Europa y 
Asia. 

Su aceite esencial es de color amarillo paja, 
con olor parecido al alcanfor y sabor muy picante; es -
extraído de la raíz de Calamus mediante destilación por 
arrastre con vapor (6). 

Estudios realizados sobre el aceite esencial 
de Calamus, reportan que su composición quimica varia -
de acuerdo al lugar de origen de la planta; pero en g~ 
neral se encontró que su princial componente es 2;4,S -
trimetoxi-1-propenil benceno, que puede estar en dos 
formas isoméricas: cis ( ~ -Asarona) y trans (Asarona). 
La Asarona es un sólido blanco cristalino y la ~-Asar2 

na es un líquido amarillo con densidad específica de -
1.0933. Ambos isómeros son fácilmente soluble en cta-­
nol y disolvente no polares, y prácticamente insolubles 
en agua (7). 

La f> -Asarona es el componente que se encuen-. 
traen mayor cantidad en el Calamus (7), encontrándose 
también, aunque en menor cantidad otros hidrocarburos 
aromáticos semejantes a la Asarona como son: Eugenol, 

Metileugenol y Pinenos (6,7,8,9). 

· El aceite esencial de la raíz de Calamus se 
utilizó en la India y lejano Este como insecticida, ver 
mifugo y en la preparación de perfumes (6). 
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Se ha utilizado desde el punto de vista médi 
co como relajante y espasmolítico, además de poseer Pº! 
piedades hipertensivas; también se lleg6 a utili:ar en 
la preparación de drogas como carminativo y antiirri­
tante de uso tópico (3, 10). En los últimos tiempos 

se utilizaba con mucha frecuencia para dar sabor a los 

alimentos y licores, debido a las propiedades organolé~ 
ticas que presenta (3,6). 

La FDA realizó un estudio durante dos años 
del comportamiento de ratas, a las cuales se les admi-­

nistró en sus alimentos aceite esencial de Calamus pe! 
teneciente a la variedad Jammu. La sustancia en estu-­
dio produjo un número significativo de tumores malignos. 
en la superfi~ie del intestino delgado de las ratas, lo 

cual se le atribuyó a la presencia de ~-Asarona. Este 
estudio no es válido para otras variedades de aceite, -
pero hasta que no se demuestre que la capacidad carcinQ 

génica del aceite de Calamus Jammu está ausente en 

otras variedades, la FDA prohibió el uso de Calamus ba­
jo cualquiera de sus formas (raíz, aceite o extracto) 

en alimentos, medicamentos y cosméticos (3). 
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ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION. 

Todos los átomos y moléculas son capaces de 

absorber energía, la cual se puede proporcionar en fo~ 
ma de radiación electromagnética (luz). El tipo y ca~ 

tidad <le radiaci6n absorbida por una molécula guarda -
relación con la estructura de la molécula; asimismo, 

la cantidad de radiación absorbida está sujeta el núm~ 
ro de moléculas que interaccionan con la radiación. El 

estudio de éstas dependencias se conoce como Espectro~ 
copla de Absorción (12,13). 

Toda radiación electromagnética es, de modo­
fundamental, similar, con independencia d~ su longitud 

de onda, pero se han designado distintos nombres a la 

radiación de diferentes márgenes de frecuencia. El i~ 

tervalo completo de radiaciones de denomina "ESPECTRO 

ELECTROMAGNETICO", y se ha caracterizado convcnciona 1-
mente como se indica en la tabla 1. (12,14). 

LEY DE BEER. 
El análisis espectroscópico cuantitativo se basa en la 

relación entre la cantidad de luz absorbida y la canti 
dad de sustancia absorbente (12). 

El poder de una emisión radiante disminuye -

en relación a la distancia recorrida a través de un me 

dio absorbente. También disminuye en relación a la -­

concentración de moléculas absorbentes o de iones en-­

centrados en ese medio. Esos dos factores determinan 
la proporción de la energía total incidente que emer-­

gc, en una relación conocida como LEY DE BEER; que es 



TABLA 1 

ESPECTRO ELECTROMAGNET 1 CO. 

Longitu,des de onda aproximadas 
ílegionea delespectro 

Intervalos (cm>• 

Rayos cósmicos 10-12 - 10-n 

l'layos gamma 10-11 - 10- 8 

l'layos X 10-8 - 10-6 

Ulfrovloleta 10 -& - 10-5 

Visible 10 -5 - 10 - 4 

Infrarrojo 10 - 4 - 10- 2 

Microondas 10- 2 - 10 

F~cuencio de 10 - 10 8 

rodio 

'* Redondeados los ordenes de magriitud. 
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la ley fundamental que rige a la cspectroscopfa de ab­
sorción, y se representa de la siguiente forma: 

A abe 

en donde T, es transmitancia; A, absorbancia; a, absor 
tividad; b, longitud de la celda y c, concentraci6n -
(15, 16). 

Por lo general la representaci6n de la ley -
de Beer (absorbancia en función de la concentraci6n) 
es lineal y la recta pasa por el origen. Pero en alg~ 
nas ocasiones se observa curvatura en dicha represent~ 
ción; entonces se dice que hay una desviaci6n de. la­

ley de Beer. 
Existen desviaciones reales y aparentes de la ley de 
Beer; las desviaciones reales de la ley de Beer se pr~ 
sentan s6lo en sistemas en los que la concentración de 
las especies absorbentes es tan alta que el índice de 

refracción de la radiación varía. 
Las desviaciones aparentes son más comúnes que las de~ 
viaciones reales; y pueden ser de origen qufmico, físi 
co o instrumental (12,17,18). 

ESPECTROFOTOMETROS. 
Los instrumentos utilizados en la medida de un espe~ 
tro se denomina espectroscopio o espectr6metro; exi! 

ten varios tipos de ~stos instrumentos, como son: es­
pectrógrafos, espectrofot6metros, colorfrnetros. La di 
ferecncia entre ellos es básicamente la forma de detec 
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tar o medir la intensidad de luz en cada uno; por ejem 
plo el espectrofot6metro (que fué el instrumento que -

se utilizó en éste trabajo), mide la intensidad de la 

luz con una célda fotoeléctrica (17). 

Todos los espectrofot6metros se componen bá­

sicamente de los siguientes elementos:fuente de luz, -
selectbr de frecuencia, control de intensidad, porta-­

muestra, detector y medidor o registrador. 
Los materiales y los detalles de construcción dependen 

d~l margen de longitud de onda que se va a estudiar -­

(19, 20). 
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C R O N A T O G R A F 1 A . 

La cromatografía es una técnica de separación 
basada en la diferente velocidad con que se mueven los 
solutos a traves de un medio estacionario mediante el 
flujo de un disolvente llamado eluente (21). 

Los mecanismos de separación que intervienen 
en la cromatografía son: partición, adsorción, intercam 
bio iónico y exclusión molecular (12,21,22). 

CROMATOGRAFIA DE GASES. 

En la cromatografía de gases la fase m6yil es 
un gas y la estacionaria puede ser un líquido o un sóli 
do. 

Cuando la fase estationaria es un líquido, se 

le llama cromatografía gas-líquido (CGL); y el macanis­
mo de separación es por partición (23, 24). 

La cromatografía de gases es una técnica para 
separar substancias volátiles por medio del paso de una 
corriente de gas inerte sobre la fase estacionaria, así 

los componentes a separarse son llevados a través de la. 
columna por el gas inerte, al que se le llama gas port! 
dor.. En éstas condicones la muestra se reparte entre -
el gas portador y el disolvente no volátil, o sea la f! 
se estacionaria. El disolvente no volátil selectivamen 

te retierte los componentes de la muestra de acuerdo a -
su coeficiente de distribución hasta que éstos forman -
bandas separadas en el gas portador, las cuales salen -
de la columna en la corriente del gas y se registran e~ 

mo una función de tiempo por el detector; a la inscrip­
ción así obtenida, se le llama cromatograma (25, 26). 
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En condiciones establecidas en cada proceso 
analítico la determinación cuantitativa se lleva a ca 
be s~bre el cromatograma obtenido, calculando el firea 
bajo la curva de los picos; ya que para aspectos cua~ 
titativos, el área bajo la curva del pico es directa­

mente proporcional a la concentración de las mol6cu-­
las que estan proporcionando ese pico (27). 

Las partes de un cromat6grafo de gases bási 

camente son las siguientes: 1)dep6sito de gas porta-­

dor, 2)medidor de flujo, 3)entrada de la muestra, 4) 
columna, S)horno, 6)éetector, 7)registrador. En la fl 
gura 1, se muestra ur. diagrama de los componentes del 
cromat6grafo de gases (17, 26, 27). 



2 

4 

1 

7 

1,- Depo1ito d• gaa portador, 

2.- Medidor dt flujo. 

3. - Entra da dt mu11tr a. 

4, - Columna. 

5. - Horno. 

&.- Detector. 

7, - R•gl1trador. 



P A R T E E X P E R I M E N T A L . 
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MATERIALES ----------
Los espectros de Ultravioleta (U.V.) para el con­

trol del compuesto fueron determinados en un Espectrofot6-­
metro Perkin-Elmcr modelo 202, utilizando etanol como disol 
vente. 

La cuantificación de Asarona se llevó a cabo en -
un Espectrofot6metro U.V. Varian Techtron modelo 634, em--­
pleando como disolvente etanol. 

Los espectros de Infrarrojo (I.R.) se hicieron en 
un Espectrofotómetro Perkin-Elmer 599 B, en pastilla de bro 
muro de potasio. 

Los esprectos de RMP se hicieron en un Espectro-­
fotómetro Varían EM 390 usando CDC1 3 como disolvente y te-­
trametilsilano como referencia. 

Los puntos de fusión se deterainaron en un apara­
to BUCHI-SMP 20. 

Los cromatogramas se obtuvieron en un Cromat6gra­

fo de Gases Varían modelo 3700; y las condiciones de traba­
jo se informan en la parte experimental correspondiente. 
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S U· S T A N C I A S ----------
- Asarona estándar. 
- Raíz de CALAMUS. 
- Corteza de ELEMUY. 
- Behenato de metilo (estándar interno). 

- Hexano. 
- Benceno. 
- Cloroformo. -
- Acetato de etilo. 
- Etanol. 
- Agua. 
- Para Cromatografía en Capa Fina: 

Sílica gel GF 254 (MERCK). 
- Para Cromatografía en Columna. 

Sílica gel 60 
tamaño de partícula 0.063-0.2 mm. 
malla 70-230 (MERCK). 

- Para Cromatografía de Gases: 
Soporte sólido: CHROMOSORB W A/IV 

80/100 
Varian Aerograph. 

Fase líquida: FFAP al 10% en cloroformo. 
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Los procedimientos empleados para la extracción de­
Asarona fueron: 

- Destilaci6n por arrastre con vapor. 
- Extracci6n s6lido-líquid9. 
- Extracci6n líquido-liquido. 

NOTA: El aparato utilizado para la destilación por arras­
tre con vapor es una modificación en macro del apa­
rato Karlsruher, que disefi6 E. STAHL, y que está -­
aceptado por la Farmacopea Europea para la determi­

nación cuantitativa de aceites esenciales u otros -
compuestos posibles de destilar bajo éste principio. 

Los métodos cromatográficos empleados para la cuan-
tificaci6n ·de Asarona fueron: 

- Cromatografia en capa fina. 
- Cromatografía en columna. 
- C!omatografía de gases. 

Las placas cromatograficas fueron de vidrio, de 20-
x 20 cm, cubiertas con una capa de 0.25 mm de sílica gel-

GFz54· 

Para el control del compuesto se us6 cromatografía­
en capa fina, los reveladores empleados fueron yodo y luz 

ultravioleta (28). 

El sistema de disolventes para eluir las placas y -

las columnas en todos los casos fue: Benceno-Acetato de -

etilo (9:1) . 
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I.- EXTRACCION DE ASARONA. 

IA.- EXTRACCION DE ASARONA CONTENIDA EN RAIZ DE 
CALAMUS -------

35 g. de raíz de Calamus fueron molidos y extraídos -
durante 72 hrs., mediante destilación por arrastre con va­
por*, utilizando como disolvente hcxano. 

De la extracción se obtuvieron tres fracciones: 

-

1 .- Extracto Hexánico. 
2.- Extracto Acuoso. 
3.- Residuo Sólido. 

1.- Extracto Hexánico.- Se concentró obteniendo 14.5 
mg. de extracto total, el cual NO contiene Asarona. 

2.- Extracto Acuoso.- Se extrajo con acetato de eti-­
lo mediante embudos de separación, y se concentró obtenien 
do 50 mg. de extracto total; el cual está formado por una­
mezcla de compuestos entre los cuales, la Asarona está en­
mínima cantidad. 

3." Residuo Sólido.- 4.3 g de raíz de Calamus fueron­
extraídos durante 10 hrs. con acetato de etilo en Soxhlet; 
se concentró el producto obteniendo 826.3 mg. de extracto­
total, que contiene Asarona junto con una mezcla de com- -·­
puestos. 

* Ver página ff 16 . 
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Mediante placas cromatográficas se vi6 que la fracción ob­

tenida del Extracto Acuoso y el extracto obtenido del Resi 
duo Sólido contenian los mismos compuestos, por lo que se­

reunieron y se les llam6 f R ~ f f i Q ~ A . 

NOTA: El procedimiento de la extracción de Asarona 
contenida en raíz de Calamus ~st§ resumida en -

el diagrama No. 1 (página 19). 



Extracto Hexántco 

. 
Aaarona 

- 1 !1 -

DJJ\CllAMA No. 

C~LAMUS 

Extracto Acuo•o 

Extraccio n 
l iquido-l f quido 

con A e O-Et 

Mezcla dt 
c. om puut º' con 

Asarona 

ílcaiduo scS11 do 

Exttacclon 
aolldo-l Íquido 
en aoxhltt con 

AcO-E t 

Muela dt 
compue stoa con 

Asar o na 

FAACCION A 
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I B.- EXTRACCION DE ASARONA CONTENIDA EN CORTEZA DE 

E..h~M!!.Y.· 

658.8 g de corteza de Elemuy fueron molidos y · 

extraídos mediante destilación por arrastre con vapor*, 
usando como disolvente hexano. 
La destilación se realizó durante 20 hrs .. al cabo de las ·­
cuales se cambi6 el hexano por acetato de etilo, y se con-­
tinu6 la destilación durante 48 hrs. más. 

nes: 
De la extracción se obtuvieron cuatro fraccio--

1.- Extracto Hexánico. 
2.- Extracto AcO-Et. 
3.- Extracto Acuoso. 
4.- Residuo Sólido. 

1.- Extracto Hexánico.- Después de eliminar el disol­
vente se obtiene un líquido de consistencia oleosa y olor -
característico, del cual cristalizó Asarona. El s6lido ob­
tenido se recristaiiz6 con hexano, obteniendo un total de-
852. 2 mg de Asarona pura a la que se le tom6 punto de fu--· 
si6n que fue de 57-58°C, y se le hizo Espectroscopia d~ 
U.V., I.R. y RMP: en espectroscopia de U.V. presenta tres · 
máximos de absorción: uno a 225 nm, otro a 262 nm, y el ter 
cero a 318 nm. En espectroscopia de I.R. presenta las si-­
guientes bandas principales: 2820 cm" 1 (W) grupo mctoxilo;-
1610 cm-1. (IV) doble enlace unido a un benceno; 1590 cm·l -­
(W) anillo aromático (muy sustituido); 1200-1220 (S) enlace 
carbóno-oxígeno; 1040-1080 (S) grupo éter. 

* Ver página ff 16. 
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En espectr~scopfa de RMP usando como referencia tetrametil 

silano (CH3) 4-SiH y como disolvente CDC1 3 se obtuvieron -­
las siguientes bandas: un doblete con sefial centrado a 1.9 

ppm que integra para 3 hidrógenos del metilo vlnílico (f); 

tres singuletes con sefial centrada a 3.83 ppm que integra­

para 9 hidrógenos de los metóxidos (c); una señal a 6.48 -

ppm que integra para 1 hidrógeno aromático (b); una sefial­

a 6.92 ppm que integra para 1 hidrógeno aromltico (a); una 

señal centrada a 6.05 ppm que representa un cuadruplete -­

por interacción de (e) con (f) y un doblete por interac -­

ción de (e) con (d), que integra para un hidrógeno viníli­

co (e); un doblete con señal centrada a 6.64 ppm por inte­
racción de (d) con (e), que integra para un hidrógeno vin! 

lico (d). 

Los espectros antes descritos se compararon con los de Asa 

rona reportados en la literatura (29,30); viendo qu~ son -

iguales a ellos. Los espectros obtenidos se reportan en -

las pág:Utas 24,25 y 26. 

2.- Extracto AcO-Et.-Se destiló el disolvente obte -­

niendo un líquido con las mismas características del líqul 

do antes mencionado, del cual cristalizó Asarona. El sóli 

do se recristalizó con acetato de etilo, obteniendose 2.40 

g de ASARONA pura a la que se le tomó punto de fusión que­

fué de 57-S8°c., y se le hizo espectroscopia de U.V., I.R. 

y RMP; en donde presentó los mismos máximos de absorción­

y las mismas bandas que en los espectros descritos ante-~­

riormente para la Asarona obtenída del extracto hexlnico. 

3.- Extracto Acuoso.-Se sometió a una extracción lí-~ 

quido-líquido con acetato de etilo durante 72 hrs. al cabo 
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de éste tiempo se cambió el acetato de etilo y se contrnu6 
la extracción en las mismas condiciones por 19 hrs. más -­

dando así por finalizada la extracción. 

Se reunieron los dos extractos y se eliminó el disolvente­
obtcniendo 928 mg de extracto total, que contiene Asarona­
mczclada con otros compuestos, a dicho extracto se le lla-
mó F R A e e I o N B 

4.- Residuo Sólido 332.89 g de residuo sólido se-

extrajeron en Soxhlct con cloroformo durante 50 hrs. Se -
concentró el extracto obteniendo 3.374 g de extracto total 

el cual contiene Asarona con varios compuestos. A dicho -

extracto se le llam6 E R ~ ~ f 1 ~ ~ C 

NOTA: El procedimiento de la extracción de Asarona -­

contenida en corteza de Elemuy est& resumida en el diagra­

ma No. 2 (página 23). 
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DIAr.RM1.'\ No. 2 

ELEMuvl 

Moler 1 

!Extracción por arrastre con vapor 1 

-
Extra et o Extracto 

llcsiduo Sóll do Hexanico l\cO-Et Extracto Acuoso 

Cristalu 
w 

Cristal u Extracc ion Extracclon 

de de liquido-liquido 
solido-liquido 
en soxhlet con 

ASAílONA ASARONA con AcO Et CHCL3 

Mezcla d• Muela de 
e ompu'utos con compuestos con 

A1arona Asarona 
FílACCION B Fil ACC ION C 
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Il.- CUANTIFICACION DE ASARONA. 

1.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA-ESPECTROFOTOMETRIA U.V. 

a) CURVA ESTANDAR.- Se prepararon soluciones de-
1,2,4,8, y 10 )'g/ ml de Asarona estándar para medir sus­
absorbancias a 260 nm usando etanol como disolvente (31, -
32); se repitió S veces la curva estándar y los resultados 
se trataron estadísticamente, obteniendo asf una curva es­
tándar corregida (concentración de Asarona Vs. Absorban--­
cias). 

Dicha gráfica se us6 para determinar concentra-­
ciones de Asarona en soluciones problema. Los cálculos y 
resultados se reportan en las páginas 34, 35 y 36; 

b) CUANTIFICACION DE ASARONA.- La fracción A que 
contiene Asarona se separó por cromatografía en capa fina, 
para separar SO mg de mezcla se usaron placas de silica -­
gel (GF 254 MERCK), utilizando como fase •óvil el sistema -
benceno-acetato de etilo (9:1] y como revelador luz U.V. 
La aplici6n de la muestra se hizo en for•a lineal y la ba~ 
da correspondiente a Asarona se recuperó y se extrajo con­
cloroformo, después de eliminar el disolvente calentando a 
baño maría se obtuvo Asarona. 

La Asarona asi obtenida se llev6 a un volúmen de 
10 ml, de aquí se tomó una alícuota de 0.5 ml y se llevó a 
10 ml; ésta solución se us6 para leer su absorbancia a 260 
nrn y fue de 0.780. Esta lectura se interpoló en la gráfi­

ca de la curva estándar antes desctita obteniendo corno re-, 
sul.tado 11. 3 )' g/ml de Asarona que multiplicada por el fa.s_ 
tor de dilución da como resultado 2.26 rng/ml de Asarona 
contenida en los 50 rng de la Fracción A analizada. 
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El mismo procedimiento se siguió para la separa­

ción y cuantificación de Asarona en las Fracciones B y C; 
obteniendo como resultados en la Fracción B una absorban-­

cía de 0.564, la cual corresponde a 8.9_.Ag/ml de Asarona,­

quc al multiplicar por el factor de dilución da 1.78 mg/ml 
de Asarona contenida en los 50 mg de la Fracción B analiza 

da. 

En la Fracción C, la Asarona separada por croma­

tografía en capa fina se llev6 a 10 ml, de aquí se tomó -­
una alícuota de 0.2 ml y se llevó a 10 ml, a ésta solución 

se le determinó su absorbancia a 260 nm y fué de 0.36 que­
corresponde a S.S)Lg/ml de Asarona, que multiplicada por -
el factor de diluci6n da 2.75 mg/ml de Asarona contenida -

en los 50 mg de la Fracción C analizada. 

Los resultados se reportan en la página 39. 

•. 
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CROMATOGRAFIA EN COJ.llMNA-ESPECTROFOTOMETRIA U.V. 

a) CURVA ESTANDAR.- Se utilizó la misma curva estándar 
que para la cuantificación de Asarona por Cromatrografía en 

Capa fina-Espectrofotometría U.V. 

b) CUANTIFICACION DE ASARONA.- Otro método que se uti­
li:ó para la separación de Asarona presente en las Fracci6-
nes A, B, y C fué el método de cromatografía en columna¡ en 
el cual 150 mg de FRACCIONA se pasaron a través de una co­
lumna de cromatografía empacada con 15 g de sílica gel ---­
(0.063-0. 2 MERCK), usando una mezcla de benceno-acetato de 
etilo [9: 1] como eluyente, obteniendo así Asarona. 

La Asarona obtenida anteriormente se llevó a 10 ml, -­
de aquí se tomó una alícuota de 0.1 ml y se llevó a 10 ml;­
a ésta solución se le determinó su absorbancia a 260 nm la­
cual fué de 0.390 y se interpoló en la curva estándar, oh-­
teniendo como resultado 6.0)lg/ml de Asarona que al ser --­
multiplicada por el factor de dilución da 6 mg/ml de Asaro­
na presente en los 150 mg de Fracción A separada por croma­
tografía en columna. 

El procedimiento anterior se siguió para la separación 

y cuantificación de Asarona en las Fracciones B y C, obte-­
niendo como resultados: 

• FRACCION B, una absorbancia de 0.294 que interpolada en -
la curva estandar da 4.4.)Cg/ml de Asarona y multiplicada 

por el factor de dilución da 4.4 mg/ml de Asarona en los --
150 mg. de Fracción B. 
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FRACCION C.- Absorbancia igual a 0.450 que correspon­
de a 70.0)Lglml de Asarona, que multiplicada por el factor 
de dilución da 7.0 mg/ml de Asarona contenida en los 150 -
mg de Fracción C. 

Los resultados están resumidos en la tabla de la página·-

41. 
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Z.- CRO~~TOGRAFIA DE GASES. 

El trabajo se inici6 estableciendo las condici6-
nes adecuadas para obtener los mejores resultados, en un -
cromat6grafo de gases Varian modelo 3700. 

Teniendo como base los datos bibliográficos 
(7,8,9, 10,11), y después de haber probado varias condicio­
nes de trabajo, se procedió a proponer el método analftico 
en las siguientes condiciones: 

- Columna: Vidrio 
longitud: 5 pies. 
diámetro 1/4 de pulgada. 

- Soporte: Chromosorb W A/W 
malla 80/100 

- Fase estacionaria: FFAP 
concentración: 10\ en cloroformo. 

- Gas acarreador: Nitrógeno. 
flujo: 22 ml/min. 

- Temperatura: Isotérmica. 
Columna: ZZOºC 
Inyector: ZSOºC 
Detector: ZSOºC 

Detector: Ioni zaci6n de flama. 
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Para la cuantificación de Asaron& por cromatogra­
fía de gases se emplearon dos m6todos: 

a) Método de la Curva Estándar. 
b) Método de Estandarización Interna. 

a) METODO DIJ CURVA ESTANDAR. 

Para la curva estándar se hicieron soluciones de-
0. 1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, y 1.0 mg/ml -­
de Asarona estándar en cloroformo, se inyectó en el croma-­

tógrafo de gases 1)-<l de cada una de ellas, en las condi--­
ciones antes mencionadas. 

Para aspectos cuantitativos el área bajo la cur-­
va del pico e? directamente proporcional a la concentración 
de las moléculas que estan proporcionando ese pico, por la­
que se construyó la curva graficando concentración de Asara 

na Vs. área bajo la curva; y se usará para determinar con-­
centraci6nes de Asarona en las soluciones problema. 
Los resuitados se reportan en la página 41. 

Para la cuantificación de Asarona en la FRACCION 

A se preparó una solución de 1 mg/ml y se hizo el cromato-­
grama con 2.S)tl de ésta solución; por el tiempo de reten-­

ción se identificó el pico correspondiente a Asarona; el v~ 
lor del área bajo la curva de éste, se interpoló en la cur­
va estándar determinando asi la concentración de Asarona -­
contenida en la Fracción A. 

Para la cuantificaci6n de Asarona en las fraccio­

nes B y C se siguió el mismo procedimiento que en la Frac-­

ción A. Los resultados se reportan en la página 43. 
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b) ~un:.ono DE ESTANDARl2.ACION INTERNA 

Después de haber probado varios compuestos, se 
utilizó bchenato de metilo como estándar interno (7). 

El procedimiento que se sigui6 es el siguiente: a 100-
mg de la FRACCIONA se le añadieron 10 mg de behcnato de -­
metilo y se aforó a 100 ml con cloroformo obteniendo asf, -
una solución "problema-patrón" (7). Se hizo el cromatogr!!_ 
ma inyectando 2 )il de la solución en las condiciones de tra 
bajo mencionadas. Se determinaron las áreas bajo la curva­
de cada pico, y se hicieron los cálculos correspondientes -
para obtener concentración de Asarona presente en· la frac-­

ción A, en relación al estándar interno (33). 

Las FRACCIONES By C fueron tratadas de igual forma -­
para determinar concentración de Asarona en cada una de e-­
llas. Los cálculos y resultados se reportan en las páginas 
48 y 49. 



R E S U L T A D O S . 
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1. - E S_i_E C T R O F O T O l\f E T R 1 A U• V. 

a) CURVA ESTANDAR. 

Concentración Ab1orbancia 
Jtg /mi a 210 nm 

1.0 O. 11S 

2.0 o .162 

4.0 o. 248 

e.o O. S29 

10.0 0.111 

Los datos de absorbancias que aquí se reportan, son el 
promedio de las 5 determinaciones que se hicieron para cada 
una de las concentraciones, estos datos fueron ajustados­
por mínimos cuadrados (34,35) como se indica a continuación 
obteniendo la siguiente ecuación: 

Y 0.06X + 0.03 

n n n 
n f XiYi - ( í Xi) ( ~ Yi) 
x=l x=l x=l 

m n n 
n~ Xi 2 - ( 1. Xi) 2 

x=l x=l 



donde: 

n= 5; 

n 
i Yi 
x=1 

1.735 

por lo que: 

m = 

- 35 -

n 
i. XiYi = 12.478; 

x=l 

n 
~ Xi 2 185; 

n 
~ Xi 25 

x= 1 x= 1 

m = O. 06 5(12.478) - (25) (1. 735) 
5(185) - (25) 2 

Y mX + b 

donde: -,""' 
m = 0.06; X = 5 y = o. 34 7 

Por lo que: 

. 0.347 = 0.06 (5) + b 

b = o. 03 

Obteniendo así la ecuaci6n: 
Y= 0.06X + 0.03 

Con un coeficiente de correlación de 0.995 



Ab1. 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

o .1 

2 3 

CURVA ESTANDAíl 

Concentración 

( )(g/ml) 

4 5 

Vs. A bsorbancia 

< 260 n m > 

Y: 0.06X + 0.03 

6 7 • 9 10 

Conc. p.g/m l 
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b) REPRODUCTIBILHAD DE L/\ SEPAR/\CION DE /\SARON/\ POR 
CROMATOGR/\FIA IN CAP/\ FINA. 

Para demostrar que el método de separación de 
Asarona.por cromatografla en capa fina tiene una buena 
reproductibilidad se hizo lo siguiente: 

Se aplicaron linealmente 2 mg de Asarona estdndar 
en una placa cromatogrdfica, se eluyó con una mezcla de 
benceno-acetato rle etilo 9: 1 , y se reveló con luz U 
V.; la banda correspondiente a Asarona se recuperó de -
la placa y se extrajo son cloroformo, el que se evaporó 
posteriormente calentando en bafto maría. La Asarona -­

asl obtenida se llevó a un vol6men de 10 ml del cual se 
tomó una alícuota de O .S ml y luego se llevó a 10 ml; a 
ésta solución se le determinó su absorbancia a 260 nm e 
interpolándola en la curva estándar se calculó la con-­
centración de Asnrona en la solución; a ésto se le lla­
mó Concentración de Asarona obtenida ( )<gl ml). 
La concentración de Asaronii· obtenida ( ,ug/ml) se mul ti­

plic6 por 200 que es el factor de dilución, obteniendo­
así Asarona total recuperada de la placa en mg/ ml. 
El procedimiento anterior se hizo 3 veces mds en las 

mismas condiciones obteniendo los siguientes resulta 

dos: 

Puo de Asarona Canc1n. ASAílO NA 

11tandar aplica- Absorbancia de Asarona Factor de total re cu-

da en cada placa a 260 nm obtenida diluci Ó n perada de 

mg )olg/ml cada placa. 
mq/ml 

2 (J. 560 8.8 200 1.76 
2 (1.540 8.5 200 1,75 
2 (1.504 7.9 200 1.58 
2 e .537 8.4 200 1,68 
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Los resultados se trataron estadísticamente --­
(34, 35) como se muestra a continuación, encontrando que­
la reproductibilidad del método bajo las condiciones en-­
que se trabajó, tiene un coeficiente de variaci6n de 4.3~ 

donde: 

donde: 

Coeficiente de variación = S 
x 

S Desviación estándar. 
X Media aritmética. 

s =~-1-
n - 1 

n = 4; 
X O. 535 

Xi = absorbancia a 260 nm; 
promedio de absorbancias a 260 nm. 

Sustituyendo los datos obtenidos, en las fórmulas 

anteriores se tiene: 

- 1-(0.560-0.535) 2 
+ (0.540-0.535) 2 + (0.505-0.535) 2 

+ 
4- 1 (0.537-0.535) 2 

c.v. 

s 0.023202 

0.023202 X lOO 
0.3535 c.v. = 4.3 i 
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c) CROMATOGRAFIA f:N CAPA fINA-ESPECT!IOFOTOMETRIA U.I'. 

La!; absorbancias que aquí se reportan correspon­

den a las de las soluciones hechas n partir de Ja Asarona­

separada por cr~matograffa en capa fina, estas nbsorbnn--­

cias se interpolaron en la curva estándar obtt•nicndo la -­

concentración de As.;irona en cada una de ellas; a Cista con­

centración su le llamó Concentración de Asarona obtenida -

)l~lm l. 

La Asnrona contenida en los 50 mg de Ja muestra­

aplicada (mg/ml) para cndr, una de las fracciones, se c;il-­

cul6 multiplicando la concentración de Asarona obtenida -­

()lg/ml) por el factor de e i lución. 

A•arona coo.. 
Peso C onctn. tenida en Factor 

FRACCION A b1or bancia de Asarona los 50 msi de muutra de 

A 

B 

e 

a obtenida de muestra 
mg 260 nm dilución aplicado 

)4g/ml mg/ml 

50 o. 106 11. 3 200 2.26 

50 o. 564 8.9 200 1. 78 

50 0.360 5.5 500 2.75 

NOTA: El procedimiento de cromatografía en capa finn-espe~ 

trofotometria U.V., se explicó detalladamente en las 

páginas 27 }' 28; aquí s6Jo se reportan los resulta-­

dos. 



Fr!ACCION 

A 
B 

e 
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d) CROMATOGRAl'JA EN COLUMNA-ESPECTROFOTOMETRIA U. V. 

Ue la Asarona separada por cromatograf[a en co­
lumna se hicieron soluciones, a las que se les determina­
ron sus absorbancias a 260 nm interpolándolas en la curva 
cstdndar para determinar la concentración de Asarona en -
cada una <le ellas; a ésta concentración se le llamó Con-­
centración de Asarona obtenida lpg/ml). 

La Asarona contenida en los 150 mg de muestra -
aplicada para cada una de las fracciones, se calculó mul­
t i pU cando la concentración de Asarona obtenida (pg/ml) -
¡:or el factor de dilución. 

Asaron a 
Peso de 

Absorbancia 
Conce n. 

factor tenida 

muutra de Asarona los 150 

CO.!!. 
en 
mg de 

a 260 nm obtenida di luci6n 
dt muestra 

mg aplicada 
}llJ/ml mg/ml 

150 0.390 6.0 1000 6.0 
150 0.294 4,4 1000 4.4 
150 0,450 7.0 1000 7;0 

llOTA: El procedimiento de cromatografia en columna-Espec­
trofotometr[a U.V. se explicó detalladamente en las 
páginas 29 y 30, aquí s6Jo se reportan los resulta­

dos. 
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D E G A S E S - - - - -

METODO DE CURVA ESTANDAR 

a) CURVA ESTANDAR: 

Concentración Are a 
mg/ml cm1 

0.1 5.es 
0.2 13.84 
0.3 24.40 
0.4 24.92 
o.s 40. 00 
0.6 27.36 
0.7 48.40 
0.8 58.48 
0.9 61.92 
1.0 58.64 

Estos datos fueron ajustados por mínimos cuadrados 
obteniendo la ecuación: 

Y 63X+1.7 

Con un coeficiente de correlación de 0.955. 

Los cálculos para llegar a la ecuación anterior, son los­
misrnos que se ihdicaron para el ajuste de la curva están· 
dar de Espectrofotometría U.V. (página 32), 
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CU ílVA ESTA NDAll 

Concentracion V1 Arta 

mg/ml mnf' 

v. ux+ 1.1 

0,4 0.5 0.6 0.7 o.• 0.9 1.0 

Conc. mg/ml 

-
'"' 



- 43 -

b) CUANTIFICACION DE ASARONA EN LAS FRACCI0~1 ES: 

e oncen. Volumen 111 Caneen. 
A rea 

FRACC:ION de muestra inyectado de Aa:arona cm~ 
de A1arona 

mg/ml )d min. mg/ml 

A 1 2.5 6.8 10.20 o. 134 

El 1 2,5 S.5 7.8 o. 096 

e 1 2.5 6., 12.90 o. 177 

Esta concentración de Asarona fué determinada media~ 
te la curva estándar en función del área bajo la curva del 
pico correspondiente a Asarona (27). 

Los cromatogramas obtenidos para cada una de las --­
fracciónes y para la curva estándar, se reportan en las -­

páginas siguientes. 
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FRACCIOll C. 

ConcontraciÓJi: 1 mg/ml (solvente: CHC1
3

) 
Volumen inyectp_do: 2. 5 }'l. 
ColU!ll?l11: Fl' AP 10'.C 
Presión: 18 psig. 
Vel. de la cartr.: 1 cm/aun. y 0.25 cm/min, 
Tompernt~rn·de líl col1U11a: 220°c. 
Tempernturn del detector: 250°c. 
To~porntura del inyent2¡0 250ºc. 
Se ns 1 bilidnd: 1 x 10 • 
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METODO DE ESTANílARIZACJON INTERNA. 

Peso del Peso del Volumen 
ASARON A St.INTERNO 

extracto st. int. inyectado Tn Are a Tn A rea 
en 100 mi en 100 mi pi min cm2 min. cm2 

mg mg 

100 10 2 7. 2 6.96 17.3 13.60 

100 10 2 6.Z 3.76 17.3 11.97 

100 10 2 6.1 13,02 17,0 15.ZZ 

El i de Asarona reportado se calculó de la siguiente 
forma: ( 33) 

donde: 

Wx Ax 
Ws As 

Ws Peso en mg del estándar interno. 
Wx Peso en mg de Asarona contenida en la Fracción. 
As Area bajo la curva del estándar interno. 
Ax Arca bajo la curva de Asarona. 

de Asarona Peso en gramos de Asarona X 100 . 
Peso en gramos de la Fracción 

i de Asarona en la Fracción A: 

Wx = Ws Ax = 10 mg 6 •96 cm
2 

S 11 As 13.6 cmZ = ' mg. 

\ de Asarona =º·ºº5117 g. X 100 ~ o. 1 g. 

% 

Asar.Q 
na. 

5.11 

3, 14 

11,55 
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\ <le Asarona en la Fracción B: 

Wx Ws Ax 
As 10 mg 3.76 cm 2 

11.97cm2 3. 14 mg 

\ de Asarona 0.003141 X lOO 
e .1 g · 

:.'.. 14 \ 

1 de Asarona en la Fracción C: 

Wx Ax 
Ws As 10 mg 

i de Asarona 

13.02 cm 2 

15.22 cm 2 8.55 mg 

0.00855 g X 100 0.1 g 8. 559.· 

Los cromatogramas obtenidos para cada una de las 

fracciónes se reportan en las páginas siguientes. 
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DISCUCION DE RESULTADOS. 

La destilación por arrastre con vapor que se utiliz6 
para la extracción de Asarona de raíz de Calamus no di6 -­
resultado, lo cual pudo deberse a que la cantidad de rafz­
usada era pequefta en relación al tamafio del aparato, y de­
bido a su construcción no permitió que los vapores al con­
densarse entraran en contacto con el hexano, por lo que no 
se obtuvo Asarona en el extracto hexánico. 

En la destilaci6n por arrastre con vapor de Elemuy -
se tomó en cuenta este problema y se us6 una cantidad con­
siderable de corteza de Eleauy, y en 6ste caso al final 
de la extracci6n sí se logr6 obtener ASARONA pura; 

Para tener una base de que los resultados obtenidos­
en el análisis cuantitativo de Asarona por Cromatografía -
en capa fina-Espectrofotometria U.V. son reales, se hizo -
la cuantificación de Asarona por Cromatograffa en columna· 
Espectrofotometría U.V. comparándose los resultados obte-­
nidos por ámbos métodos viendo que existe una gran semeja~ 
za entre ellos; aunque en el primer método la cantidad de­
Asarona es ligeramente mayor que la cuantificada por el·-­
segundo método. Lo anterior puede deberse a varios facto­
res de trabajo como por ejemplo, en el método de columna -
hubo problemas al tratar de disolver la muestra en la mí-­
nima cantidad de disolvente para su aplicaci6n, ya que no­
se disolvió totalmente quedando un residuo sólido en míni­
ma cantidad; lo que no sucedió en cromatografía en capa -­
fina, ya que para ello se hizo una solución de muestra en­
un vol6men mayor de disolvente aplicando la alícuota que -
corresponde a la cantidad de muestra deseada. 
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. 
También pudo haber pérdida de producto al reunir las 

fracciones recolectadas de la columna donde se encuentra­
Asarona pura, ya que ésto implica un mayor manejo de ma-­
terial y por lo tanto del producto; lo que no pasa en el­
método de cromatografía en capa fina, puesto que todo el­
producto se recupera directamente de la placa y se trans­
fiere a un matraz, para posteriormente hacer una extrac-­
ci6n. 

El tiempo en el que se lleva a cabo cada uno de los­
métodos puede ser otro factor, ya que en cromatografía en 
columna la Asarona esta por más tiempo en contacto con la 
sílica gel pu~iendose retener en ella una cierta cantidad 
de Asarona, aunque ésta sea mínima; en cambio el método -
de cromatografía en capa fina se lleva a cabo en un tiem­
po menor que el anterior, evitando así que la Asarona 
esté en contacto con la sílica gel por más tiempo . . 

Se hizo también el análisis cuantitativo de Asarona- · 
por dos métodos de Cromatografía de Gases, el primero fué 
el método de Curva Estándar, y el segundo el método de -­
Estandarizaci6n interna. 

Los resultados obtenidos en el segundo.método, con-­
cuerdan con los obtenidos en espectrofotometría; sin em-­
bargo, 10s resultados obtenidos por el primer método no -
concuerdan con los obtenidos en espectrofotometría ni con 
los obtenidos en el segundo método de cromatografía de -­
gases. 

Para lo anterior debe mencionarse que en las condi-­
ciones en que se realizó éste trabajo no es válido compa-



- 55 -

rar la Cromatografía de Gases con la Espectrofotometría-­
U.V.; pero a pesar de ésto, en los resultados finales al­
calcúlar el porcentaje de Asarona en planta total existe­
una relación muy estrecha. También es posible con los 
datos obtenidos, indicar que la cromatografía de gases 
presenta ventajas para elaborar un método analítico, ya -

que su sensibilidad es mayor que la de U.V. y el tiempo -
de análisis puede ser más corto, Seria recomendable di-­
señar y llevar a cabo el método de análisis cuantitativo­

instrumental. 

Como último punto de apoyo para confirmar que los d~ 

tos obtenidos por el método de Cromatografía en Capa Fina 
-Espectrofotofüetría U.V. son reales, se recurri6 a la li­
teratura (1); en la cual se reporta que en 1250 g de Ele­
muy el 0.42% corresponde a Asarona; y los datos obtenidos 
en ésta Tesis por el método mencionado, indican que en --

658. 8 g .Ae corteza de Elemuy el 0.55% corresponde a Asa-­
rana. 

El porcentaje de Asarona en raíz de Calamus no se -­
encuentra reportado en la literatura, 
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CONCLUSIONES. 

1 .- De la destilaci6n por arrastre con vapo~ no se obtuvo 

Asarona de la raíz de Calamus; sin embargo se obtu--­
vieron 3.2552 g de Asarona de la corteza de Elemuy. 

2.- La destilación por arrastre con vapor no fue suficicn 
te para extraer toda la Asarona contenida en corteza­
de Elemuy, por lo que se recurri6 a la extracción li­

quido-líquido y s61ido-líquido; también se recurrió -

a dicho método para extraer Asarona de raíz de Cala-­

mus. 

3.- En la Fracción C hay mayor cantidad de Asarona, si--­

guiéndole la Fracción A, y por último la Fracaión B. 

4.- De acuerdo a los resultados obtenidos en Cromatogra-­
fía en capa fina-Espectrofotometria U.V., el rendi--­

miento de Asarona en 35 g de raíz de Calamus es de --
0.86\; y el rendimiento de Asarona en 6S8.8 g de cor­
u 
teza de Elemuy es de O.SS\. 

5.- El rendimiento de Asarona según los Métodos analíti-­
cos empleados es: 

ELEMUY CALAMUS 

c. en capa fina: o. s si 0.86i 

c. en columna: o. S4i 0.76i 

c. de gases: 0.68t z.sn 
(curva estándar) 
c. de gases: o.s8i 0.98\ 
(St. interno) 
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6.- En la ~atz de Calamus hay más Asarona que en la corte 
za de Elemuy. 

7.- Con los resultados obtenidos se puede concluir que el 
método de Cromatografía en capa fina-Espectrofotome-­
tría U.V. es un m6todo analítico adecuado y confiable 
para la cuantificación de ASARONA. 
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