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PROLOGO

En la historia de 1la humanidad, el avance cientifico ha
estado supeditado al progresc tecnolégico, habiendo en éste
devenir histérico, etapas relacionadas al desarrollo y etapas de
asimilacién de ésta nueva tecnologia.

En los tiempos actuales conocidos como la edad de los
descubrimientos o de la ansiedad, la ciencia se ha acercado como
nunca a un conocimiento veridico del universo, por lo que éstas
etapas se confunden y traslapan; consecuentemente el manejo de la
informacién -atropellado en la mayoria de las veces- es cada vez
mids complejo y se corre el riesgo de perder una perspectiva
global., De hecho, los cientificos actuales buscan desesperadamente
respuestas mis f4ciles, o un contexto simple dentro del cual poder
explicarlo todo; nada mas alejado de la realidad. A través de la
historia, los cientificos al buscar las reglas generales que se
"ocultan" detrds del Caos de los acontecimientos singulares, han
crefdo seriamente que tales reglas deben ser elegantes Yy
razonables (especie de aristocracia, déspota ilustrada). Toda
empresa cientifica se funda en principios inmutables, racionales y
coherentes. La vrespuesta al enigma del Universo conlleva
tdcitamente la cualidad de la brevedad, posicién cuestionable en
la actualidad.

Un ejemplo de lo anterior, es el estudio de los aceites
esenciales, una mezcla compleja de productos naturales que han
sido utilizados desde la antigiiedad, y que el estudio de su
composicién -algo no trivial- es el compendio del trabajo de

varias generaciones de cientificos, siempre limitados al potencial



de sus técnicas, y al buen uso del caudal de informacién. El
principal problema que presenta dicho andlisis es la separacién de
sus constituyentes, para lo cual se han realizado desde
rudimentarias destilaciones, hasta la aplicacién de técnicas tan
poderosas como la cromatografia de gases (tanto en columnas
empacadas, como actualmente en columnas capilares).

El otro problema radica en la identificacién absoluta de los
componentes. Actualmente, éste empieza ha resolverse con la
incorporacién de una nueva tecnologia asociada a los detectores.

Este trabajo se engloba en la tradicién cientifica sobre el
estudio de los aceites esenciales, la mayoria de las veces un
trabajo poco interdisciplinario y desordenado. Los antecedentes en
el pais se remontan hasta la fundacién de la Escuela Nacional de
Quimica (hoy Facultad de Quimica), en el afio de 1921 existe ya un
interés en éste campo, con la instauracién del 1laboratorio de
aceites esenciales y productos naturales, dato gue consta en 1la
placa conmemorativa que se encuentra en el acceso ala biblioteca
de nuestra Facultad, pudiéndose seguir el desarrollo tecnolégico
desde la destilacién fraccionada sin el uso de vidrios
refractarios, hasta la aplicacién de metodologfas de vanguardia
como son los sistemas acoplados.

El futuro parece indicar que la solucién para el analisis de
los aceites esenciales radica en el mejoramiento de la calidad de

informacién y su correlacién con las propiedades organolépticas.



INTRODUCCION

Pimienta Negra

La pimienta negra se obtiene de un arbusto trepador, Piper
nigrum, de la familia de las piperdceas, con tallos ramosos gue
llegan a los 10 m de longitud; lefiosos en las partes viejas,
herbdceos en las recientes, y con nudos gruesos de trecho en
trecho, de donde nacen raices adventicias, hojas alternadas,
pecioladas, gruesas, enteras, aovadas y de color verde oscuro;
flores en espigas pequefias y verdosas, cuyos frutos constituyen la
pimienta (1].

Es originaria de las costas de Malabar, Lampong y Madras
(India y sudeste asidtico) siendo la especle de condimento més
difundida en el mundo.

Su utilizacién en occidente se remonta hasta los Griegos y
Romanos. En la Edad Media los principales distribuidores eran
comerciantes venecianos y genoveses.

La planta requiere para la obtencién de un producto de
calidad de una larga temporada de lluvia, altas temperaturas y
sombra parcial; se siembra al lado de Arboles grandes, pudiéndose
empezar a cosechar hasta los dos afios; teniendo un lapso de 35
afios de cosecha productiva, la cual decrece posteriormente.

El fruto de la pimenta negra contiene en promedio de uno a
tres por ciento de aceite esencial, cuya principal caracteristica
consiste en su aroma fragante caracteristico utilizado

principalmente en la industria de perfumes [2].



Aceites Esenciales

El estudio de aceites esenciales es de gran importancia
debido a su utilizacién generalizada en industrias tales como 1la
alimentaria y en la fabricacién de perfumes y licores, entre
otras.

Su alto valor agregado (debido a su volumen reducido y alto
precio) lo convierten en un producto costeable en el mercado, lo
que involucra un mayor interés por éste.

De las cien mil variedades de plantas que se conocen, sblo
alrededor de mil setecientas son Gtiles para la obtencién de
aceites esenciales, pudiéndose utilizar para ello cualquier parte
de la planta (3].

Se sabe que los aceltes esenciales gque se van produciendo en
la planta son recogidos por 6rganos especificos, que actfian como
gléndulas externas de la epidermis y al mismo tiempo, se
desempefian como gl&ndulas internas, ya gque liberan la secrecién
entre la pared exterior y la cuticula. Las incégnitas de cuéles
son los 6rganos, en que parte de la planta, bajo que condiciones y
por gqué tan especificamente producen cierto aceite, hasta ahora es
preocupacién de muchos investigadores.

La obtencién industrial de estos aceites involucra procesos
fisicos tales como la destilacién directa por arrastre de vapor,
la cual consiste en una separacién basada en la solubilidad del
aceite en una corriente de vapor de agua y su insolubilidad en
agua fria. Este método es aplicable s6lo a ciertos tipos de
aceite, pues tiene tiene cormec inccaveniente la posibilidad de que

ocurran descomposiciones, hidrélisis y oxidaciones.



La extraccién con disolventes, empleando aquellos de baja
polaridad y punto de ebullicién, es muy utilizada; tiene como
inico incoveniente el llegar a arrastrar resinas y grasas, siendo
necesaria una purificacién posterior con el peligro de perder
parte del aceite obtenido.

La extraccién con grasas (en fleurage) en donde se extrae
por medio de grasa caliente (40 a 60°C) utilizando para ello un
equipo de prensado por periodos cortos, hasta que la grasa se
sature, tiene como desventaja aquellos citados en la extraccién
con disolventes.

En los Gltimos afios, el uso de fluidos supercriticos como un
método alternativo de extraccién de aceltes esenciales permite
una nueva solucién industrial, ya que es selectivo a los
compuestos de interés, sin que é&stos sufran degradaciones, pues
las condiciones de operacién no son dréasticas, como en las demas
extracciones descritas [(4].

El andlisis completo de un aceite esencial es difficil por ser
una mezcla compleja de numerosos compuestos, la mayorfa de ellos
voldtiles (en menor o mayor grado). Son ellos los que le confieren
las caracteristicas por las que seran utilizados en las industrias
anteriormente citadas.

En la caracterizacién de un aceite esencial, es necesario una
cuantificacién e identificacién de los componentes. El grado de
complejidad aumenta debido a la presencia de algunos de ellos en
niveles minoritarios; pero que son responsables de ciertas
propiedades caracteristicas (olor, sabor, etc.),que son de interés
industrial,

Es as{, que en la mayoria de las veces la calidad de un aroma



o esencia (conjunto de cualidades por las que se manifiesta el
interés comercial) dependerd casi en forma exclusiva, de los
componentes minoritarios, en donde la presencia o ausencia de

éstos afectar&n dicha calidad y por lo tanto, el precio.

Sistemas acoplados .

Un instrumento moderno, que ha permitide abordar los
problemas de andlisis de trazas en matrices complejas de una
manera m&s ©O menos simple, son los sistemas acoplados
Cromatoqrafia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM). Esta nueva
metodologia, conjunta dos de las herramientas mds poderosas para
el an8lisis de compuestos orgadnicos. Bien pudiera pensarse que el
acoplamiento entre el Cromatdgrafo de Gases y el Espectrémetro de
Masas consistiese dnicamente en juntar dos instrumentos, sin
embargo; lo que se ha conseguido es el desarrollo de una nueva
metodologia, mucho mis poderosa, que permite realizar andlisis que
antes resultaban imposibles.

En la actualidad, los sistemas CG/EM se encuentran
ampliamente difundidos a nivel mundial; de hecho, ya son varios
los sistemas de referencia internacional (ASTM, EPA, NIOSH, USP,
etc.; los cuales tilenen influencia en muchos paises para la
adopcién de normas) gque los incluyen como una metodologia de
rutina para la realizacién de algunos ensayes,

En México, el uso de é&stos equipos comienza a difundirse y no
es dificil imaginar que en algunos afios sean equipos de uso tan
generalizado como lo son actualmente los Cromatégrafos de Gases.

Es por esto que resulta importante el conocer el



funcionamiento de estos equipos, y las posibilidades analiticas
gue ofrecen. Para ello, se analizard en forma breve y por
separado en qué consiste cada equipo y las ventajas que se
obtienen del acoplamiento.

Un aspecto importante a tratar es el gque éste tipo de
instrumentos se encuentran acoplados también a equipos modernos de
cémputo y no tan sé&lo como una respuesta a la modernidad sino como

una necesidad instrumental.

H1atena

.
Camputo

Esquema de un sistema acoplado cromatdgrafo de gases-espectrdéme-

‘tro de masas {sistema cuadrupolar).



CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatograffia de gases (CG) o la cromatograffa en fase
vapor (CFV), es una metodologia analftica instrumental que permite
la separacién de los componentes de una mezcla. Como su nombre lo
indica, se requiere gue los componentes a separar se encuentren en
fase gaseosa. Para ello es necesario el calentamiento previo de la
muestra, para posteriormente realizar el andlisis. En cromatogra-
fia de Gases se pueden analizar una infinidad de muestras, ya sean
éstas gases, liguidos y/o sélidos (éstos dltimos disueltos en
disolventes de bajo punto de ebullicién). Sin embargo esta
condicién es una limitante al método. S6lo es posible analizar por
CG, aquellos compuestos que puedan ser volatilizados en las
condiciones de operacién de los equipos; a pesar de ello, el
nimero de compuestos que pueden ser analizados por CG es enorme.

El principio en el que se basa la cromatografia es la
distribucién de un soluto entre dos fases (esto en funcién de su
solubilidad, adsorcién o absorcién). En el caso de la CG, una de
las fases se encuentra inmovilizada en un lecho fijo (fase
estacionaria) y puede ser un sélido o un liquido soportado sohre
un sblido inerte. La otra fase se desplaza sobre la fase
estacionaria, constituida por una corriente de un gas (fase
mévil). El soluto en la fase mSvil interacciona con la fase
estacionaria reteniéndose, para un instante después regresar a la
fase mbdvil; estableciéndose asi un equilibrio soluto fase
mévil-soluto fase estacionaria. Sin embargo el tiempo que el

compuesto inicialmente en la fase w6vil pasa retenido en la fase



estaclonaria, hace que su viaje se retrase con respecto al frente
del gas portador. Si se establecen varios de estos equilibrios a
lo largo del trayecto, el retraso del soluto, inicialmente en 1la

fase mévil, serd considerable.

FRSE NOVIL
(gas portador)

Cuando se tiene una mezcla de dos solutos, gue poseen una
afinidad diferente por una misma fase estacionaria, establecer&n
con ésta equilibrios diferentes y por lo tanto el retraso de cada
uno con respecto al frente sdr4 diferente. Si el largo del lecho
es lo suficientemente grande, después de un cierto tiempo (nfimero
'da equilibrios que se puedan establecer) se habrin separado los

dos solutos.

INTERFASE
A ]
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De igual forma, cuando la mezcla estd constituida por mids de
dos solutos, cada uno de ellos tendri4 una cantidad de retencién
diferente ante una misma fase (selectividad), lo que permitird su
separacién. Resulta evideqte gque entre mds compleja sea 1la
muestra, mds diffcil serd el encontrar una fase estacionaria que
presente una selectividad distinta para cada uno de los compuestos
de la mezcla. Sin embargo existen muchos compuestos que se emplean
comoc fases liquidas, entre los cuales se puede escoger aquél que
permita la mejor separacién. Quiz8s el mayor problema para
realizar un buen andlisis por CG, es la seleccidén adecuada de 1la
fase estacionaria, existiendo varias formas de realizar esto. Una
buena ayuda es la regla de "lo similar disuelve a lo similar";
esto significa gue si los componentes a separar son polares se

escogerd una fase estacionaria polar para separarlos.
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El Cromatégrafo de Gases.

En funcién de lo anterlor es necesarioc que un cromatégrafo de
gases cuante con un dispositivo que permita soportar una fase
estaclionaria y que a su vez permita el paso de una corriente de
gas por é€1; dicho dispositivo es la columna cromatogréfica y es el
principal elemento del CG. Los demés elementos son los necesarios

para la operacibn del equipo y se muestran a continuacién:

()

1) Gas portador: cominmente se emplean nitrégeno, helioc o

hidrégeno como gases de arrastre (o gases portadores).
Este se encuentra en un reservorio a presién y se regula
su salida para mantener un flujo constante a lo largc de

la columna.

11



2) Vélvula regquladora

3) Inyector: es un dispositivo que permite la introduccién de

4

-]

muestras sin gque escape el gas portador (o la muestra).
pado que é&ste es el punto donde se introduce la muestra y
que se requiere vaporizarla; cuenta con un sistema de
calentamiento. Se le denomina inyector, ya que la mayoria
de las veces la muastra se introduce con una jeringa,

punzando a través de un septum de silicén autosellable.

Horno: Se requiere el control de la temperaturaal interior
de la columna, ya que éste determina la presién de vapor
de los componentes de la mezcla,algo de lo gue se puede

sacar ventaja para facilitar la separacién.

Columna: como se menciond, éste es el principal componente
del Cromatégrafo de Gases, pues es donde se realiza la
separacifén de los solutos. Es un tubo gque puede ser de
vidrio, acero inoxidable o silice fundida, dentro del gue

se encuentra la fase estacionaria,

TASE ESTACIOMARIA

B && e

oS8 P
- &%g‘g&gﬁ%
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LIce ruioa FASE LIQUIDA

— *s
=

Ll Ll C-s ol Lt

Existen dos tipos de columnas: las empacadas en las gque la
tfase estacionaria consiste en un sélido, o un liquido poce
volatil soportado por un sélido inerte y que por 1lo
general son de didmetro interno grande (1/8%"); y las
capllares en las que por lo general la fase estacionaria
se encuentra recubriendo, como una delgada pelicula, el
interior del tubo y que son de diémetro interno muy
pequefio (0.2 a 0.4mm). La diferencia entre ambas radica

principalmente en su eficiencia,

CROMATOGRAMA EN COLUMNA EMPACADA
DETECTOR DE CAPTURA DE ELECTRONES
ISOTERMICO A 210°C

MUESTRA: AROCLOR 1260

10
min
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CROMATOGRAMA EN COLUMNA CAPILAR
DETECTOR DE CAPTURA DE ELECTRONES
RELACION DE VENTEO 30 A 1
ISOTERMICO A 210 °C

MUESTRA: AROCLOR 1260

-

6)

~

T T Y T T J

80
min

Detector: Este dispositivo registra los componentes gque
emergen de la columna. Su principal requisito es el
producir una seflal proporcional a la cantidad de materia
que pasa por é&l. Existen diferrentes tipos de detectores

para las mis diversas aplicaciones.

Registrador: Por Gltimo, se requiere de un dispositivo que
permita obtener un registro permanente de la seflal
generada por el detector, desde el momento de ‘la
introduccién de 1la muestra hasta la elucién del dltime

componente.

Para mayor referencia sobre éste tema consulte las

referencia [5].
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embargo, la relacisén del split (divisién de flujo) gue se
establece antes de inyectar la muestra, no es la relacidn gque
realmente se lleva a cabo en el inyector, ya que é&sta depende de
la temperatura, el volumen de inyeccién, de las caracteristicas
del inyector, de la diferencia entre los puntos de ebullicién de
los componentes de la muestra, etec. La temperatura afecta la
relacién de divisién debido a gue la columna se encuentra a una
temperatura de operacién menor que el inyector, favoreciéndose la
condensacién de la muestra a la entrada de la columna, lo que
provoca  una diferencia de presién, y por lo tanto una
discriminacién hacia los componentes m&s ligeros Yy generando

problemas en el anslisis cualitativo {6}.

' Esquema del inyector

con divisor de £lujo

Tnaarto

Columnae
Capilar

16



Comparacién de las columnas capilar de calibre

grande (Megabore) con una Capilar.

casi inmediatamente después de la introduccién de 1las
columnas capilares en 1957, esta técnica fué aplicada al anilisis
de aceites esenciales (5).

A través de los afios, las columnas enpacadas ban sido
gradualmente sustitufdas por columnas capilares, que adem&s son
ideales para el acoplamiento con un Espectrémetro de Masas. En el
octavo congreso de aceites esenciales desarrollade en San
Francisco (1974) se presentaron 50 trabajos, tres de los cuales
usaron técnicas acopladas CG/EM. En el séptimo congreso de
aceites esenciales, el 60% de los trabaios vrelacionados con
cromatograffa wutilizaba columnas capilares; para el noveno
congreso {1983), el 100% utilizaba columnas capilares (7).

El uso de éstas tiene como ventaja, que la mayoria de las
separaciones se pueden realizar a bajas temperaturas, ofreciendo
mayor eficiencia en un tiempo de andlisis menor, en comparacién a
las columnas empacadas. Su ﬁesventaja radica en su baja capacidad,
haciendo necesario el uso de detectores m&s sensibles.

La eficiencia de una columna va a depender del nimero de
platos tedricos (N), y é&ste a su vez de la altura del plato
tedrico (H). La expresién matemitica de éste parametro en uha

columna capilar es:

2, 7w -
Ho= Do, (14 ek 1K HTE L, 2K dag? @
h 24 (1+K) % Do I(1+K)? Do

17



u= velocidad lineal de la fase mévil

De= Coeficiente de difusién de la fase mévil

Du= Coeficiente de difusién de la fase estacionaria
K= Factor de capacidad

df= Espesor de la fase estacionaria

r= Radio de la columna

Simplificando:
o= B, @, C@
u
H = Hi o+ Ha + Ha

Los dos términos que contienen el coeficiente de difusién de
la fase gaseosa D¢ (B y Cc), son respectivamente inversamente

proporcional y proporcional a la velocidad lineal del gas (U).

Dependiendo del espesor de la pelicula, en la columna

se pueden presentar dos situaciones diferentes:

1) Que la resistencia a la transferencia de masa en la fase

gaseosa (Cc) gue se encuentra en el término Hz determine H

2) Que la resistencia a la transferencia de masa en la fase

liquida (CL) que se encuentra en el término Hi determine H

18



Sustituyendo r

8 = =dr —— r = 2df8
r = radio de la columna df = espesor de la pelicula

r?(1+6K+11K°) ©

en Hz = 2
24 D6 {1+K)
y dividiendo por . _ 2K af*
3(1+K) DL
se obtiene :: = ~_2_M.___ )
B2DL(1+6K+11K%)

Generalmente Dc/DL=1o‘, por lo que se deduce que si B y K
disminuyen H3s es predominante; y si B y k aumentan Ha es
despreciable, por lo que la resistencia de masa en la fase gaseosa
(Cc), es quien determina H, siendo é&ste el caso que compete en el
andlisis de aceites esenciales con el empleo de columnas
capllares, ya que los valores de 8 son grandes (df=0.1 a 0.5 um y

r=0,2 a 1 mm), por lo que C.L puede despreciarse.

pelicula
gruesa

pelicula
delgada

19



Desventajas de la Cromatografia de Gases

La - principal desventaja de 1los equipos de CG es su
ineficiencia en la identificacién cualitativa de los componentes
que logra separar, ya que ésta no es absoluta y tan sélo tiene
como parimetros el tiempo de retencién (tr), a las condiciones de
operacién y con una fase estacionaria [5]). En esta situacién, no
es dificil imaginar gue puedan existir mi&s de dos compuestos que
en una columna dada Yy a clertas condiciones de operacién, tengan
el mismo tr {5].

Comfinmente la identificacién por CG se hace midiendo los tr y

compardndolos con los tr de compuestos conocidos (patrones),
o bien compuestos "puros'. Otra forma consiste en fortificar ia
muestra con estos patrones y volviéndola a analizar; si la muestra
contiene a dicho compuesto, se debe observar un aumento en el &rea
de la sefial correspondiente y si no, se debe observar la aparicién
de una sefal mas. AGn asi, se debe asegurar la identificacién y
para ello éste andlisis se practica en dos columnas de polaridad
diferente, con ello una identificacién positiva serd cuando la
sefial de la muestra y el patrén tengan los mismos tr en ambas
columnas (5}.

AlGn procediendo en la forma antes descrita, la identificacién
no puede ser absoluta y es por ello gque se han desarrollade un
buen nimero de detectores, que generan sefiales intensas para
ciertos grupos de compuestos; el detector de captura de electrones
(ECD), que es especifico para compuestos organoclorados, es quizas

de los mas conocidos por su aplicacién a 1la investigacién de
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Desventajas de la Cromatografia. de Gases

La principal desventaja de 1los equipos de CG es su
ineficiencia en la identificacién cualitativa de los componentes
gue logra separar, ya gue ésta no es absoluta y tan sélo tiene
como parémetros el tiempo de retencién (tr), a las condiciones de
operacién y con una fase estacionaria [S5]. En esta situacidn, no
es dificil imaginar que puedan existir mis de dos compuestos que
en una columna dada y a ciertas condiciones de operacién, tengan
el mismo tr [5).

Cominmente la identificacién por CG se hace midiendo los tr y
compardndolos con los tr de compuestos conocidos (patrones),
o bien compuestos “puros", Otra forma consiste en fortificar 1la
muestra con estos patrones y volviéndola a analizar; si la muestra
contiene a dicho compuesto, se debe observar un aumento en el 4rea
de la sefal correspondiente y si no, se debe observar la aparicién
de una seftal més. Adn asi, se debe asegurar la identificacién y
para ello &ste andlisis se practica en dos columnas de polaridad
diferente, con elio una identificacién positiva serd cuando 1a
sefial de la muestra y el patrén tengan los mismos tr en ambas
columnas (5].

Aln procediendo en la forma antes descrita, la identificacién
no puede ser absoluta y es por ello que se han desarrollado un
buen nfmero de detectores, que generan sefiales intensas para
ciertos grupos de compuestos; el detector de captura de electrones
{ECD}, que es especificc para compuestos organoclorados, es dquizés

de los m&s conocidos por su aplicacidn a la investigacisn de
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ESPECTROMETRIA DE MASAS

La Espectrometria de Masas {EM), es una metodologia
espectroscédpica en la cual se generan espectros caracteristicos y
tinicos para las moléculas de distintos compuestos [8].

El principio bajo el cual operan los EM es el promover la
ionizacién de 1las moléculas de un compuesto y posteriormente
separar y cuantificar los distintos iones que se han producido.

Cuando a una molécula la hacemos interaccionar con una fuente
de alta energia (70 eV), provocamos la salida de un electrén del
orbital molecular, con ello se genera un ion que denominamos ion
molecular (M+'); si el jon queda con un exceso de energia gue no
es capaz de estabilizar, se fragmentard expulsando un fragmento

: +.
neutro (mx) y formando un ion fragmento (A ') de menor masa, como

se muestra a continuacién:

si el ion fragmento a* aun pose} unﬂrexceso de energia que no
pueda estabilizar, éste continuari fragmentandose,expulsando mis
fragmentos neutros y produciendo iones de masa cada vez menores,
tal y como se muestra en la figura:

o ‘o o
+ - P + -
A m a B+ mb‘\ c m ¢ ete
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Cuando en un espectro de masas se puede definir uno de estcs
procesos, se le denomina “"mecanismo de fragmentacién®.

Cualquiera de los iones formados puede seguir distintos
mecanismos de fragmentacién y esto tan sélo depende de la cantidad
de energfa que recibié la molécula durante la ionizacién, todos
los mecanismos de fragmentacién que pueda seguir una molécula
constituyen un patrén de fragmentacién y éste es caracteristico y

dnico para una molécula.

g

*

|
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Los procesos en EM son unimoleculares, consecutivos vy
competitivos, esto quiere decir gque cada molécula de un compuesto
se comportari en forma distinta e independiente de 1las dem&s..En
la jonizacién, cada molécula podrs adquirir una energfa diferente
que la conduciréi, a través de diferentes mecanismos de
fragmentacién, a la produccién de diferentes iones. Sin embargo,
para un compuesto determinado, existir&n ciertas estructuras
i6nicas que ser&n mis estables y que por lo tanto generen iones
fragmentos preferentes. Esto da lugar a la formacién de un mayor

ntmero de iones de una masa determinada.



si después de la ionizacién, separamos los iones formados en
funcién de sus masas, no sblo tendremos informacién de la masa de
la molécula original (definida por el valor de H+') sino que
también registraremos los distintos pedazos de dicha molécula.

Tos EM estidn disefiados para separar los iones de distinta
masa que se producen en la ionizacién segin su relacibén masa a
carga (m/z); sin embargo la mayoria de los iones producidos en
este tipo de ionizacién se forman con una sola carga (2=1), por lo
que la relaclién masa a carga es igual a la masa (m/z=m) Yy se tiene
una relacién masica. El otro valor que registran los EM, es el del
niimero de iones de un mismo valor m/z que se generan y se define
como la intensisdad de las sefales, el valor de intensidad est& en
relacién directa con la estabilidad del ion formado y esto es un
reflejo de 1la estructura del mismo. Una sefial intensa debe
corresponder a un ion estable, lo que a su vez, implica una
estructura estable.

Asi un espectro de masas esta constituido por una serie de
seflales en un sistema de dos ejes, uno es la escala méisica o de
valores m/z, Y el otro corresponde a una escala de intensidad de
las seflales.

La interpretacién de los espectros de masas puede compararse
al proceso de armado de un rompecabezas, el tamafioc o marco del
mismo estd definido por el valor m/z del ion molecular ut y las
distintas piezas las constituyen los iones fragmentos A+', B+H
C+‘, etc. a sus respectivos valores de m/z. La diferencia radica
en que en los espectros de masas, las piezas se traslapan. En
dichos espectros, la importancia de las piezas estari dada por la

intensidad y su posicién en 1la escala mésica, tomando 1la
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consideracién de que siempre serid mds significativa una sefal de
baja intensidad a un valor de m/z alto que una sefial intensa a un

valor bajo de m/z.
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El Espectroémetro de Masas

Estos equipos requieren de una fuente de produccién de iones,

un separador de iones (por su relacién m/z), un detector que

permita registrar los iones con su intensisdad respectiva y un .

registrador. En la figura siguiente se muestran los arreglos més

comunes del EM.

e FlLBNEE dE Sistema
Ionizacion Cuadrupolo da
Computo
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a) Sistema de vacio: El proceso requiere de que los iones que

b

se produzcan puedan llegar hasta el detector sin haber
sufrido cambios, para esto se requiere que no exista otro
gas presente (o compuesto gasificado) que pueda dar lugar
a reacciones ion-molécula por colisién.Esto se logra con

® a 1x10 'torr) y es por ello gue los

el alto vacfo (1x10°
EM cuentan con bombas mecinicas y bombas de difusién o
turbomoleculares que permiten alcanzar esos niveles de
vacio.

Camara de ionizacién: Este es el principal elemento de los
EM, ya que la obtencién de un buen espectro depende de que
se haya realizado una buena lonizacién. La mayoria de lo
EM cuentan con una cémara de ionizacién por impacto
electrdnico (IE), é&sta no es ma&s que una c&mara a la cual
fluyen las moléculas de muestra gasificada y dentro de
ella, interaccionan con un haz de electrones, producido
por el paso de corriente a través de un filamento de renio
o tungsteno. La energia de los electrones se establece

por la diferencia de potencial que se aplica al filamento.

WA, imin
hén
. _CAmara
S indn

N\
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Como se - aprecia en 1la figura, el sistema O6ptico
(repeledores, acelerador, etc.} logran expulsar y acelerar
a los iones producidos.

Esta camara de ionizacién es la primera que se empled en
EM, a la fecha se han desarrollado otros sistemas de
ionizacién para aplicaciones especiales y para obtener més

informacién de los compuestos que se analizan .{9]

Introduccién de muestra: Dado que el instrumento se
encuentra al vacio, se requieren de sistemas especiales
de introduccién de muestras; primero que permitan
gasificar los compuestos y después que no alteren el alto

vacio del equipo.

Separador mAsico: Este elemento conocido también como
analizador, filtro mwasico, separador, etc., tiene 1la
funcién de separar el haz iénico en todos sus componentes
segin su relacidén mfz. En una figura precedente, se
mostraron dos de los més comunes, los magnéticos y los
filtros cuadrupolares. Estos (ltimos son m&s populares,
dado que su acoplamiento con CG y su control a través de
computadoras es mas simple. Ambos permiten una resolucidn
unitaria, esto es que pueden distinguir un Am=1 (entre

w/2=100 Yy m/z=101} .
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)

Detectores: Este es un multiplicador de iones (o
electrones) gque permite unpa respuesta ré&pida y una
ganancia aceptable (1x106) y ademds genera una sefal

proporcional al nGmero de iones que arriban a él.

Registrador: Como en todo tipo de instrumentos se requiere
de un registro permanente de los eventos. En el caso de
la EM, la velocidad de adquisicién de datos es muy rapida,
por elle cominmente se emplean osciloscoplos que
satisfacen este requisito. En los equipos modernos el
registrador se suple con computadoras, con todas las

ventajas que ello implica.
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Desventajas de la Espectrometria de Masas

El espectro de masas de un compuesto puro, es una grifica que
contiene una serie de sefiales en un sistema de dos ejes, uno de
los ejes relaciona en orden creciente la masa-carga (m/z) y el
otro la intensidad relativa. El nimero de sefiales en teoria seria
una por cada unidad de masa que la molécula posea, es decir que si
la molécula tiene un peso molecular de 200, se deberifan registrar
200 sefiales, -y de hecho se registran-. 5in embargo, y
afortunadamente, no todas las seflales son de la misma intensidad y
un buen namero de ellas son tan pequefias que se desprecian. Los
espectros con los gque se realiza 1la interpretacidén estin
normalizados, esto es: se toma la intensidad del pico wés grande,
se le asigna el valor de 100% y las demés sefales se refieren a
&1 como un porcentaje relativo, descartando las sefales menores a
un determinado valor (por lo general de 1 o 2%). Con esto, el
espectro de una molécula de peso molecular 200 contiene alrededor
de 30 a 50 seflales. AlGn asi, el espectro de masas de un compuesto
"puro" es lo suficientemente complejo para pretender obtener e
interpretar el espectro de masas de una mezcla.

En el espectro de una mezcla se obtendrian juntas las sefia-
les de todos los compuestos que la constituyen, de manera que se-
ria prdcticamente imposible el asignar qué sefial corresponde a qué
compuesto y, peor atin, el definir para una sefial que fuese comin a
mds de un compuesto qué porcentaje de ella corresponde a cada una.

Es por esto que rara vez se somete a andlisis por EM una
mezcla de compuestos y pareciera gue existe un tabG en cuanto a

la pureza necesaria de los compuestos para ser analizados por EM.
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Ventajas en el acoplamiento de un CG a un EM

La CG es una magnifica herramienta para separar y cuantificar
mezclas complejas, pero deja mucho que desear en cuanto a la
identificacién de los compuestos que logra separar.

La EM es una magnifica metodologia para la identificacién de
compuestos, sin embargo no es conveniente para el andlisis de
mezclas.

Como se ve, ambas técnicas resultan complementarias, una
permite la separacién de mezclas pero no su identificacién. La
otra, permite la identificacién, pero no es capaz de operar con
mezclas. Es por ello que siempre se buscé lograr el acoplamiente
de ambas, ya que ademds son compatibles en su velocidad de
respuesta. El problema para acoplarlos radica en que mientras el
CG opera a presiones de salida de 1 atm, el EM no puede operar a

5 torr. Cuando se encontré la

presiones por arriba de 1x10°
solucién a éste problema tecnolégico, se logré una técnica que
sobrepasé por mucho las expectativas que se .tenfan [10}.

El acoplamiento a dado como resultado una herramienta
analitica poderosisima para el andlisis de mezclas de compuestos
orgédnicos. Con ella se realizan facilmente andlisis que antes
requerfan de mucho tiempo, grandes cantidades de muestra y mucha
paciencia. AGn m&s, se pueden realizar andlisis que antes eran
imposibles. Por otro lado, est& demostrado que con el acoplamiento

de é&stos equipos los niveles de sensibilidad se incrementan

notablemente ya que se disminuye la relacién sehal/ruido.
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Es comGn con estos equipos registrar sustancias a niveles de
nanogramos y con una certeza absoluta en la identificacién.

La principal ventaja de los equipos CG/EM radica en poder
identificar y cuantificar los componentes de una mezcla compleja
en un tiempo corto y con cantidades muy pequefias de muestra.

Cualquier tipo de conexién entre el EM y el CG debe mantener
el vacfo del EM mientras se introduce la sustancia orgénica a la
cémara de ionizacién, evitandose la pérdida de muestra que sale
del CcG.

En un principio, hubo muchos intentos para que dichas
interfases cumplieran los requisitos anteriormente citados. Se
contaron con varios separadores moleculares [9] cuya finalidad
consistfa en eliminar la mayor parte del gas portador del caudal a
la salida del cromatdgrafo antes de que éste alcanzara la fuente
de ionizacién del EM, provocando asi un enriquecimiento del
soluto,

Dentro de este tipo de conexién se contd con el llamado Jet
Molecular, disefado por Ryhage {9), que consiste en el paso del
analite eluido de la columna junto con el gas portador (helio} a
través de un pequefio orificio, donde emergia a una velocidad muy
grande. El helio por su masa reducida (menor inercia y mayor
fugacidad) se desviaria de la trayectoria, la cual estaba alineada
en un segundo orificio de iguales dimensiones, por lo que existia
una separacién; ya que el material orgdnico mids pesado (mayor
inercia) mantenfa su trayectoria inicial, penetrando a la cémara
de ionizacién,mientras que el helio era evacuado logrando asi

reducir la presién, sin perder muestra.
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Estos tipos de interfases distaban mucho de ser eficientes ya
que algo de la muestra se perdia en el proceso. Ademas, producian
un ensanchamiento del pico cromatogr&fico, debido a factores
extracolumna (pérdida de eficiencia), 1o cual afectaba 1la
separacién.

El problema de la diferencia de presiones en el acoplamiento
no radica en sf en la diferencia de presiones, sino en la
capacidad de las bombas para evacuar un volumen de gas y mantener
un nivel de vacio. El problema no es mantener una presién en un
sistema estdtico, sino en uno dinémico. Todo el problema se
traduce a la capacidad de las bombas para evacuar el volumen.de
gas (ml/min) que emerge del cromatégrafo, manteniendo la presién
requerida por el EM.

Las tradicionales columnas empacadas de CG operan con flujos
entre veinte y treinta ml/min, lo que es un volumen de gas
considerable come para ser evacuado por bombas de proporciones
normales, por lo que se requlere de los separadores antes

mencionados.
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El desarrolle de las columnas capilares de silice fundida
{10), soluciond el problema del acoplamiento, ya que es la misma
columna la gue actBa como interfase. Este tipo de interfase
permite la insercién directa de la columna a 1la c&mara de

' ionizacién, De ésta forma casi todo el soluto que sale de la
columna (ya que parte de éste se pierde aln en el vacio) se
ionizarai proporcionando la maxima sensibilidad, ya que no existe
divisién de muestra, en contraposicién a lo que ocurria en las
otras interfases que se citaron anteriormente.

Al emplear columnas capilares en sistemas CG/EM el flujo no
es una consideracién importante, ya que éstos son muy bajos; del

orden de uno a tres ml/min, lo gue no representa un problema para el

sistema de vacio.

CAMARA DE

IONIZACION

COLUMNA CAPILAR <

SISTEMA
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DE VACIC
| e

34



Sistemas Computarizades

En un equipo de CG/EM se pueden llegar a analizar de ocho a
diez muestras por dia, esto dependiendo del tipo de muestras de
que se trate; con ello al final del dia se podrian tener entre 250
y 400 espectros de masas. Si se emplea un equipo sin computadora,
el asignar los valores de m/z llevarfa aproximadamente dos minutos
por espectro, esto si se cuenta con un equipoc marcador de masas,
el medir y normalizar cada espectro tarda aproximadamente 20
minutos y la interpretacién un minimo de dos horas por espectro,
lo que da un total de dos horas 22 minutos por espectro. si se
supone gue se obtiene tan s6lo 250 espectros por dia se requerirén
un minimo de 591 horas para procesarlos; esto significa que por
cada dia de trabajo instrumental, se requieren de casi cuatro
meses de trabajo de interpretacién para analizar la informacién.

Es por lo anterior que resulta imprescindible el emplec de
computadoras que realizen algunas de las funciones mecanicas, para
dejar gque el operador se concentre en la obtencién de 1la
informacién relevante. Con el uso de una computadora se puede:

- Realizar barridos ciclicos y registrar toda la informacién
conforme esta se genera, evitando asi 1los errores por
prejuicio o fatiga del operador.

- Asignar los valores de m/z en forma rapida y confiable.

- Normalizar e imprimir todos los espectros y no sbélo unos
cuantos seleccionados al azar. .

- Obtener espectros "puros" al poder restar las sefales

de fondo o las interferencias de picos mal resueltos.
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- comparar los espectros recién obtenidos con los que se
pueden tener archivados en bancos de memoria (bibliotecas de
espectros) y con ello proporcionar wuna identificacién
tentativa.

- En el futuro se podrd realizar operaciones 1légicas de
interpretacién de espectros, y ayudar en la elucidacién de
estructuras.

- Procesar toda la informacién cuantitativa que se requiera,
emitir e imprimir todas las formas de reporte e informes que

se requieran.

Estas son tan sélo algunas de 1las funciones que pueden
realizar las computadoras y que tienen por objetivo el liberar el
tiempo del operador, para que éste pueda realizar actividades mas
productivas.

Es importante el recordar que a pesar de la gran ventaja del
uso de las computadoras, éstas son programadas por el hombre y por
lo tanto estan sujetas a errores, asi dque es necesario tener
cuidado al utilizar los resultados y reportes gue emite una

computadora.

36



HECANISMOS DE FRAGMENTACION E INTERPRETACION

DE UN ESPECTRO

Para la interpretacién de los espectros de masas se requiere
una conmprensién de los procesos bésicos involucrados. La
interaccién de un haz de electrones a 70 eV (energia superior al
potencial de jonizacién de la mayoria de los compuestos orgénicos),
con una molécula en estado gaseoso en la camara de ionizacién,
produce una especie ionizada cuyo estado energético es elevado.

Al proceso de lonizacién cl&sico en EM se le conoce como
impacto electrénico (IE); sin embargo, el nombre es de lo més
desafortunado, Yya dque resulta impensable la colisién de un
electrén con una molécula. La onda asociada a un electrén es
mucho menor que el dismetro de una molécula, asi gue se puede
pensar que la probabilidad de que ocurra el chogque de un electrén
con un nGcleo sea muy baja. Dicha interaccién se comprende mejor
como una superposicién de campos de fuerza y no como una colisién.

La interaccién de la onda ascciada al electrén con el orbital

molecular conduce a la deformacidn de éste dltimo, hasta provocar

“ la ‘expulsién de un electrén.
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La deformacién del orbital molecular llega a valores tales que

el nGcleo es ya incapaz de retener al electrén Yy en ese momento se

produce la ionizacién.
El proceso de ionizacién es un evento rapido

(Franck-Condon), ya que la ionizacién ocurre en 10715

segundos
(mds ré&pido que cualquier vibracidén molecular). Con ello podemos
imaginar éue en el momento de la ionizacién obtenemos s&lo iones
moleculares excitados y con diferentes contenidos energéticos;
unos stGmamente excitados (ya que adquirieron energias de 70 ev) y
otros poco excitados, (adquirieron sélo la energia necesaria para
jonizarse) {11].

Con esto en mente se puede imaginar ya el proceso global de

ionizacién:

a) En 107'% s ocurre la ionizacién, las moléculas pierden
un electrédn, antes de gue ocurra una vibracién,

b) La vibracién molecular mids rapida es de 10713 s, de manera
que antes de comenzar a vibrar los iones excitados recién
formados tienen tiempo para tratar de redistribuir 1la
energia adquirida durante la ionizacién, esto lo hacen por
vibracienes, vresonancia o rearreglo interno de los

nicleos (scramble}.

c) Si los iones moleculares no logran estabilizar la energia,

por alguno de éstos procedimentos, se fragmentarén.
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d) El tiempo de permanencia de los iones en la cimara de
ionizacién, varfa de equipo a equipo, peroc el valor
promedio es de 107% s, de manera que existe una gran
cantidad de tiempo para que los iones fragmento traten de
redistribuir 1la energia interna y si no 1lo logran
también se fragmentardn.

e) Después de la ionizacién, los iones son expulsados de la

—

fuente y llegan al detector en 1077 S, Los ionas
llegan al detector, después de abandeonar la fuente, ya sin
sufrir modificaciones.

Con esto podemos esquematizar el proceso de la manera siguiente:

*

-15 a -16 * "+ - -
+ bM1 "' +cMz ' + ...+ ne

nM + ENERGIA 20— 5, an *

Conversién de 1077s

Energlia Interna

‘
amt ot emetr4 L,

Fragmentacién 10710 2 ."5g
v
pM+‘ + qA+ + b+ ...
Aceleracidn 10°'% g

Espectt; de Masas
Como se mantiene el sistema a presiones bajas, éstas
reacciones serdn unimoleculares, competitivas y consecutivas, es
decir, que la abundancia de un ion particular dependeri de las
velocidades de todas las reacciones que tienen como objetivo
producir este ion y de las velocidades de todas sus reacciones de

descomposicién, involucradas con dicho ion.
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Asi, los principales fragmentos del espectro de masas de un
compuesto, deben corresponder a los productos ibénicos mds estables
formados por los mecanismos de reaccidn mas favorables.

Estos mecanismos conducen a la formacién de los productos
iénicos o neutros de menor energlia, pudiendo producifse nuevos
enlaces cuando existan las condiciones necesarias como la
presencia de hetercitomos y dobles ligaduras, reacciones parecidas
a las que ocurren en disoluciébn, asi como verse afectadas por
factores estructurales (comparticién de electrones, efectos de
resonancia, efectos inductives), baséndose todos éstos en 1la
probabilidad de estabilizacién del electrén desapareado y por lo
tanto en la carga positiva en puntos determinados del ion.

Con lo anterior se puede imaginar, aunque sea a grosso modo,
el proceso de ionizacién-fragmentacién que ocurre en forma
unimolecular en la camara de ionizacién.

Uno de los aspectos que mids interesa en la EM son los
procesos de fragmentacién de una molécula, ya que es a través de
ellos que se podrin interpretar los espectros y por le tanto
elucidar las estructuras.

En la dltima década, diversos grupos de investigadores del
mundo han dedicado esfuerzos extraordinarios para establecer una
base tebrica sélida, que permita predecir la forma en que ocurren
los procesos de fragmentacién para hacer menos ewpiricos los
procedimientos de interpretacién.

Entre las diversas teorias que se han desarrollado, la mas
"novedosa' y que permite una mejor aproximacién es la de 1la

Teoria del Cuasi-Equilibrio {12].
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TEORIAS DE LA FRAGMENTACION

Las relaciones entre el comportamiento del espectro de masa
de una mol&cula y su estructura se han desarrollado en dos

caminos:

1) La primera aproximacién utiliza los principios
fisico-teéricos en donde la Teorfa del Cuasi-equilibrio
(TCE) y los parémetros de energia termoguimica son las bases

de sus investigaciones.

La TCE postula que la energia de excitacién se distribuye
ripidamente en toda la molécula, generando diversos estados
excitados (llamados complejos activadesj (13].

En esta forma quedard un ion excitado, cuyo exceso de
enerqgia, adquirida en la ionizacién, se reconvertird o
redistribuird a través de movimientos vibracionales u otros
mecanismos de distribucién de energia, dentro de los cuales se
encuentra la fragmentacién (14]}.

La aplicacién de la TCE a moléculas simples ha sido exitosa,
pero el grado de dificultad en los cédlculos para moléculas
complejas es enorme,

El total de 1los efectos de un cambio en la estructura
molecular, en la abundancia de un producto idnico en particular de
un espectro de masas, debe ser resultado de los efectos del cambio
en la distribucién de la energia interna P(E) y su cinética de

reaccién K(E).
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P(E) es una funcién que describe la probabilidad de 1los
valores de energia interna de un ion que sufre una descomposicién.

K(E) es upa funcidén gque describe los efectos de esa energia
interna del ion precursor, en términos de su velocidad,
considerando la reaccién de descomposicién unimolecular.

La relacion de estas funciones con la abundancia iénica en un
espectro de masas se ilustra a continuaciénbpara un ion M+', el

cual puede descomponerse para dar dos fragmentos as** y/o apt:

aregte

8« 0{C- D}
oI

$AN,(ABCO} | [SHIABYAMFCOR || SHIADIEMIBCY

e

La ionizacién por "impacto de electrones" de una molécula M
produce iones M+'con diversos contenidos de energia interna. A
partir de los radicales excitados y bas&ndose en la energias de
aparicién se ha podido comprobar la existencia de éstos complejos
activados (18],

La probabilidad de que un jon pueda formarse con un valor
particular de Energia se ejemplifica en la distribucidn P(E). La
energfa de activacién Ea(AD+) es el minimo de energfa interna de

+. sz .
M necesaria para la descomposicid, para dar ap**.
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Los lones roleculares que contienen energfa interna menor que
Ea no pueden descomponerse a pesar de la cantidad de tiempe que
poseen para ello. Sin embargo, la probabilidad de que los iones
M+‘ cuya energfa interna sea mayor gque Ea puedan producir AD+ en
la fuente de ionizacién, dependerid de la constante de velocidad K
de reaccién.

A continuacién se ilustra dicho proceso:

P (E)

log
K(E)

I(M) . o AUMENTO DE LA ENERGIA INTERNA

Diagrama’ de




Como se ve, el &rea de cada porcién representa la intensidad
relativa del ion, correspondiente en su espectro de masas, y
dependerd de la velocidad de fragmentacién. Aunado a ésto, cada
fragmento podrd a su vez fragmentarse, correspondiéndole un
diagrama similar, Asi que la abundancia de un ion dependeri tanto
de su velocidad de formacién como la de descomposicién. Las
abundancias iénicas teéricas calculadas por &ste mé&todo no seréan
entonces un reflejo de las abundancias observadas, a menos de que
se tome en cuenta la distribucién del exceso de energfa dentro del
jon, en donde la suma de todos éstos parimetres ser& el resultado
del espectro de masas.

Como se puede observar, el modelo es sumamente complicado,
pero se ha aplicado con éxito para predecir los espectros de
algunos alcanos simples,

El uso de sistemas poderosos de cédmputo, y la gran cantidad
de datos termodindmicos disponibles, abren la esperanza del uso de
ésta teorfa para la elucidacién de estructuras, en un futuro

cercanoc.

2) La segunda aproximacién utiliza conceptos generalizados en

los mecanismos de la quimica org&nica.

El explicar los mecanismos de fragmentacién con esta teoria,
surge con el desarrollo de la teoria de grupos funcionales para
racionalizar los mecanismos de reaccién en guimica orgénica
(1945-1950) y dado que no existia otro modelo, se adopté éste para

explicar los procesos de fragmentac.én en EM.
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Con ello se presupone que el electrén que se pierde durante
la ionizacién, es aquél m&s débilmente retenido o gque queda mis
expuesto. Para ello se adopta la proposicién proveniente de 1la
espectroscopfa ultravioleta, de que los electrones m&s fdcilmente
excitables son en orden decreciente:

n>nos>o
Lo que concuerda con las teorfas de reactividad por grupos
tuncionales.

En especies neutras, la carga total neta es cero pero en
especies orgdnicas poliatémicas, debido a la forma de los
orbitales moleculares, existe una polarizacién y es ah!i donde se
realiza la ionizacién.

La espectrometria de masas involuecra reacciones de
fragmentacién, al efectuarse 1la ionizacién. Estas reacciones
dependen de la cantidad de energfa vibracional contenidas en el
fon en cualquier instante del proceso; muy relacionadas al
potencial de ionizacién de los orbitales moleculares, en especial
aquellos que involucran pares de electrones libres, por ser é&stos
los que tendr&n una menor energia (16].

Es aqui donde surge el concepto de que es el electrén
desapareado el que induce la fragmentacién y se derivan reglas
como la de los pares de electrones [17]}.

La regla de los pares de electrones es importante ya gque nos
proporciona la prediccién del comportamiento del espectro de masas
en compuestos orgénicos.

Esta regla estd8 basada en la suposicién de que los productos

de fragmentacién se encuentran gobernados por sus estabilidades

45



termoquimicas.

La disociacién de un ion con nimero par de electrones puede

generar dos fragmentos con nlmero par de electrones o dos

radicales (uno cargado y otro neutro en cada caso). La formacién

de dos radicales estd prohibida debido a su poca estabilidad
comparada con las especies de nimero par de electrones.

Sin embargo, existen excepciones a la regla gque pueden

explicarse en términos de su cinética y/o ausencia de reacciones

competitivas, aunque se ha comprobado que dichos productos para

ser formados necesitan altas energias.

[impar}+'——~————> [par]+ +

.
(impar}¥  — " rimpar1t* 4+ N
tpar]* —— 5 “(par]t + N
(par]t ——/efms pimpar]T' + R
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INTERPRETACION DE UN ESPECTRO

Por muchos afios perduré una concepcidn errdnea acerca de la
Espectrometria de Masas, la cual consistia en que las moléculas se
fragmentaban al azar tras haber sufrido un ‘"bombardeo" de
electrones de alta energfa, ya que dicha energia era por mucho,
superior a las energfas de activacién de reacciones quimicas
normales [13}.

Sin embargo, a pesar de éste exceso de energfa, parecia haber
una guimica especifica involucrada en la fragmentacién de muchos
tipos de compuestos org&nicos, lo cual abrié el camino de la E.M.
como una herramienta para la elucidacién de estructuras
moleculares (11).

Se podria considerar los procesos de fragmentacién en la
E.M., de la misma manera como ocurre en las reaccionas de
degradacién quimica para el andlisis estructural; sin embargo ha
de pensarse que dichas fragmentaciones ocurren en condiciones muy
diferentes (alto vacio y el uso de electrones de alta energia como
reactivos).

Las reacciones de descomposicién (o fragmentacién) en
Espectrometria de Masas se pueden englobar en dos grandes grupos:

a} Rupturas simples
b} Fragmentaciones multicentro

La ruptura simple es 1la fragmentacién de una ligadura

sencilla covalente para dar un ion y una particula neutra. En el

siguiente diagrama, existen seis posibles productos iénicos
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generaaos por una ruptura simple de un ion molecular de cuatro
adtomos.

Hay que seflalar que alguno de los iones pueden ser formados
por mds de un camino, lo que aumenta el grado de complejidad.
Afortunadamente, la probabilidad asociada para cada unién
suceptible a romperse, es diferente; aquellas rupturas de alta
probabilidad generar&n un nimerc mayor de iones en el espectro, lo

cual servird para la elucidacién de estructuras,.

B'?;“}B_(\z/*'/ °

Las fragmentaciones multicentro se clasifican en: Mc
Lafferty, retro Diels-Alder, rearreglos y otras reacciones que
involucran la ruptura de mi&s de un enlace y la formacién
consiguiente de uno o mis nuevos enlaces.

En la molécula lipneal ABCD, una fragmentacién multicentro

produce otro ion, con una nueva unién AD. Hay que sefialar que la
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ocurrencia de dichas reacciones puede traer como consecuencia
conclusiones erréneas, como considerar que A y D estaban unidos en

la estructura original.

A, D _ .
I|3> /(lj____e_——> A-D” + B=C

Siguiendo la convencién que establecié Djerassi (8}, se usaré
una flecha convencional para indicar el paso de un par de
electrones; el paso de un sélo electrén serd indicado por una

flecha en forma de "anzuelo"

En la interpretacién de un espectro, es de utilidad tomar por
separado los efectos producidos por 1los centros cargados
positivamente y los radicales, para dar una explicaciédn a dichos
mecanismos, en donde las posibles reacciones ser&n distintas y
caracteristicas [8). Entre las m&s importantes se encuentran las
siguientes:

Radical: formacién de un enlace adicional con un &tomo
adyacente por donacién del electrédn desapareado y paso de un
electrén (indicado por una flecha en forma de anzuelo) de oéro
enlace al &tomo adyacente; formacién de un nuevo enlace desde el
punto radical a otro 4tomo por reordenamiento (normalmente captura
de un 4tomo de hidrégeno por parte del punto radical, con
eliminacién simultdnea de una molécula estable).

catién: transferencia 'de un par de electrones (indicadoe por

una flecha convencional) para trasladar la carga positiva, o
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ruptura de un enlace unido al punto cargado por formacién de un
nuevo enlace con otro &tomo o grupo reordenado (normalmente con
eliminacién simultinea de una espécie neutra estable).

Es importante el sefalar que en todas las fragmentaciones
citads con anterioridad, es el electrén desapareado el que
inducird la fragmentacién y después la carga ser8 quién promoveré

la fragmentacién.
Ruptura simple

Existen tres factores que determinaradn cual de las uniones
serd la que sufra la ruptura y, por lo tanto, genera al ion
predominante:

a) La energia del enlace
b) La estabilidad del ion formado

c) La estabilidad del fragmento neutro formado.

La estabilidad del ion formado es el mAs importante de é&stos
factores (11), sin embargo existe una interaccién compleja entre
los tres lo que genera la dificultad en asignar o predecir cual de
ellos serd el determinante y que por lo tanto influird en el curso

de la fragmentacién.
Energia del Enlace
Las energiasvde enlaces de las unioneg mis comunes se citan a

continuacién [11]). Las uniones mas fuertes serin respectivamente
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las triple y doble ligaduras, lo que involucra una mayor energia
para su rompimiento, en comparacién a las uniones sencillas, por
lo que se provocard una fragmentacién preferente en éste tipo de
enlaces.

Valores de energia asociados a varios enlaces comunes en moléculas

organicas. (Kcal/g a 25 °C)

Tipo de ligadura ligadura ligadura
enlace sencilla deble triple

Cc-H 98.7

c-C 82.6 145.8 199.6

C-N 72.8 147.0 212.6

c~0 85.5 179.0

c-s 65.0 128.0

c-si 68.0

C~-F 116.0

c-Ccl 81.0

C-Br 68.0

c-1 51.0

O~H 110.6

o-s5i 89.0

N-H 93.4 .

N-N 39.0 100.0 .

N-0 53.0 145:0

s-H - 83,0 e il

S-S 54,0

Como se puede apreciar en el cuadre, siempre serid més

sencillo romper un enlace C-C que uno C~H, lo que se reflejara en

el espectro.
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Los grupos funcionales influyen sobre la descomposicién de un
ion por la captacién inductiva o no de elecé;ones. El efecto de
un &tomo de oxigeno o de un halégenc se visualiza como una
disminucién de la densidad electrénica del enlace adyacente, por

atraccién de su par de electrones, lo que provoca una ruptura o.

Estabilidad del ion.

Una discusiédn de la estabilidad del ion formado, involucra 1la
experiencia adquirida en la quimica en disolucién.

Al ionizarse una molécula, la carga positiva resultante debe
deslocalizarse, sobre la molécula entera, pero existe una
eliminacién inicial de un electrén del enlace mAs polarizable

produciéndose el ion carbonio mis estable.

terciario > secundario > primario

La incorporacién de un heterodtomo (N, S, O, etc.) provoca
una carga localizada, ya que serdn &stos Atomos los que con mayor
facilidad se jonizen, produciendo una disminucién en la densidad
electrénica del enlace a, con la consecuente ruptura.

Las dobles ligaduras aisladas en un hidrocarburo, también
tendrén efectos sobre 1la fragmentacién, parecidas a 1las que
ocurren en las que incorporan heteroatomos.

La estabilizacién de un ion por efectos de resonancia produ-
ce en el espectro iones-producto muy abundantes, que en la mayoria

de los casos son pico base del espectro. Los enlaces alilicos y
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bencilicos son puntos de ruptura gue se verdn favorecidos por la

presencia de sistemas de electrones n.

eRA (29 (7,300 mias BJ FP4D,
lsB mtas B¢ RP4D.0

”
(1]
0
80
0
@
°
b
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P-Clmeno
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P.M. 134

Prl

i,
S 1 150 5y Jyy

Fragmentacion multicentro

Como se citd anteriormente, é&stas fragmentaciones involucran
el rompimiento de m&s de un enlace, generando un ion con nfmerc
impar de electrones (fdcilmente detectable en un espectro de
masas) Y una molécula neutra con nGmero par de electrones.

Es imposible el estudio detallado de todas ellas en éste
trabajo, por lo que se tratardn s6élo aguellas que son
caracteristicas para los compuestos gue interesan en E.M.

La transferencia de un hidrégeno de un 4&tomo a otro,
transladando el sitio del radical, es el mecanismo mds comln en

éstos tipos de reacciones,
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Rezcciones de sliminacién.

En los alcoholes, la eliminacién de agua es una de las
reacciones mAs estudiadas, y se reconoce por la presoncia de un
fon par a 18 unidades por debajo del icn molecular. Es asi que un
hidrégeno en la posiclén & al hidroxilo nmigraré a sste, elininando

agua del sintema,

o $88 (11,812 mins ne KP1R.0

VALLD
" Terpinen=-4-o0l
1ot s®

P.M. 154

sl hnq,l] JL. 1|

2 AR AL

La presencia do un halégeno X (Cl, Br, etc): pusde. provocar
una eliminacién similar a la qua ocurra con los alcoholes, con la

péraida de la especie HX.
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Rearrsglo Mc Lafferty

§in duda éste rearreglo es el mis documentado, ya gque genera
una sefial muy intensa, que en la mayorfa de los vaeces corresponde
al pico base del aespectro.

Este rearreglo involucra una migracién de un hidrégeno a un
grupo polar (generalmento un carbonilo). Para dicha transferancia
as necesarla la oexistencia de una espacie transitoria de secis
miembros, en donde el hidrégeno gque se encuentra en posicién 7 al

carbonilo, nigrara.

Kean 300 10800 wins 0 [T

LR )

<

HJ.Hlm N

CqHy203 P.M.

La migracisén de un hidrégeno puede también ocurrir a una

dobla ligadura.

Los factores estéricos tienen una gran influencia en éste

tipo de reordenamientos intramoleculares.
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fragmentaciones retro: Disis-Aldec

multicantro quea; 50’ ‘obsetva on

insaturacien en’

128 EiML

La presencia de um

iclica, provoca un mecanismo

contrario a la reaccisn sefalada, conocida como. retro Diels-Alder.

R 194 (7,907 atnd af RP22.0
SCRLTD

S

Y m ASS. 128, AR,

Migracién de un hidrégeno

Limoneno
€10M15

\ P.M. 138

La migracitn de un hidrégens se presenta preferentemente on

aquallas moléculas que contienen anilles o dobles ligaduras (si es

fque antes no ocurre una ruptura simple para estabilizarie).

La formaci6n de una especie transitoria de cinco a seis

miembres favorece el procese; sin embargo se han reportado

w
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migraciones 1,2 y 1,3.
La wmigracién de un hidrégeno da como resultado un producto
iénico que es m&s estable gue su precursor, o tiene una ruta

alterna que estabilizara al ion.
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PARTE EXPERIMENTAL

Para la realizacién de éste trabajo se consiguleren
diferentes muestras proporciocnadas por las siguientes industrias:
Aceites y Esencias S.A., Quest International y Deiman S.A.. A
todas ellas se les agradece su colaboracién desinteresada en la
realizacién de ésta tesis.

En especial quiero agradecer al Q.I. Fernando J&uregui del
Laboratorio Central de la Direccién General de Aduanas de la
Secretaria de Hacienda y Crédito Piblico, por su valiosa ayuda en
la participacién de ésta tesis con la aportacién de dos muestras y
su total entrega en la aclaracidn de dudas y sugerencias.

Del origen de las muestras se sabe que fueron importadas del

Sudeste Asidtico, y que una de ellas se encontraba en forma de

resina.
Clave de trabajo Procedencia Edo. Fisico
AP 37 Aceites y Esencias S.A. liquido
AP 38 DEIMAN S.A. liquido
AP 39 Lab. Central de Aduanas liquide
AP 40 Quest International resina
AP 41 Lab. Central de Aduanas 1{quido
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EQUIPO:Y CONDICIONES

Sistema acoplado’ CG/EM
Cromatégrafo de Gésés: Hewlett Packard 5890

Espectrémetro de Masas: Hewlett Packard 5988 A

Columna 1 : Capilar, longitud 25 m x 0.31° mm

metro interno. Espesor de. la pelicula

Fase estacioparia: Fenil metilsili;onavS%L

Divisién de flujo: 80:1
Gas acarreador: Helio.

Columna 2: Megabore, ’longitu

interno, Espcsdf de;la

Fase.estacionaria: Carbowax -20M:
Divisién de flujo:-15:1 'f‘ g

Gas acarreador: Helio

PROGRAMA DE TEMPERATURAS PARA LA COLUMNA CAPILAR

Temperatura Tiempo Velocidad de Calen- Temperatura
Inicial (°c) (min) tamiento (°C/min) Final (°c)
60 2 5 100
- 2 130

10 275

Inyector: 275 °C
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Linea de transferencia: 275 °C

PROGRAMA DE TEMPERATURAS PARA LA COLUMNA MEGABORE

Temperatura Tiempo Velocidad de Calen- Temperatura
Inicial (°c) (min) taniento (°C/min) Final (°C)
40 2 0.8 225

Inyector: 225 °C

Linea de transferencia: 275°C

Condiciones del Espéctrémetro dé:Nasas

Fuente de ionizacién: Impacto Elegtrénicd;'

Voltaje al filamento: 70 eV.
Corriente de lonizacién: 300 uA <

Temperatura de la Fuente: 300 .°C
«

Desarrollo:

Se inyectd 0.5u1 de cada nmuestra por medio de una
microjeringa de vidrio. o o 7 7

S6lo a la muestra de la compaiiia Quest, que es una resina se
le realizé un tratamiento previo, que consistié en una extraccién
con cloroformo, inyectdndose 0.5ul de la fase orgénica,

afiadiéndose al programa un retardo de respuesta (solvent delay) de

dos minutos.

60



CROMATOGRAMAS

Los primeros cinco cromatogramas que se muestran a

continuacién corresponden a la columna capilar de metilsilicén.

El sexto cromatograma corresponde al uso de la columna
capilar de calibre grande (Megabore). Las condiciones escogidas
para realizar la separacién fueron extremas para obtener el
cromatograma de mayor resolucién, con una velocidad de
calentamiento demasiade pequefia y por lo tanto el tiempo de

andlisis fué considerable.
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Cromatograma #1 R CoAm 37

TI¢ of RP3.0
:.n;;-
«. s8]
2.0059
2.0834

1,089

b AN J] .IIJJ;

Acelite Egencial de pimienta negra
{muestra proporcionada por Aceites y Esencias s AL )

TIC of RPI?.D

5.QE39

4.8€34

2. 0834

2. 059

i.8C34

Expansién del cromatograma t=0 a t=13.5 min.



Aceite esencial de pimienta negra .
muestra de Aceltes y Esencias S.A. AP 37

TIC of RP372.D

41,0054
¢.0c8]
3,0C9
4.0Ca4

1,019

Expansibn del cromatograma t=13.5 a £=25.5 min.

T1C of RP3I?.0

3. 0€34

4, B9

1.9€54

2. 0C%9

1,094

22 iR vI' —-28.

Expansidn del cromatograma t=25.5 a t=32 min.
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Cromatograma #2 ' 1AP,'38;J

TIC u¢

3. 0€51

2. 0834

1. 083

Aceite esencial de pimienta negra.
(muestra proporcionada por 1a C{a. Deiman S.A.)

TIC of APIN.D
1.083
2.9839) (‘;
[~
1."!']
ﬁL M4 |
- i _4 i a It Ity

gxpansién del cromatograma t=0 a t=13.5 min.



Aceite esencial de pimlenta negra
muestra de la Cfa. Deiman S.A. © AP

38

TI¢ of RPIN.D
3.Q€9
2.9E5

1.2E84

Expansién del cromatogram t=13.5 a t=25.5 min.

TIC of RPIR.D

J.ac84

2,051

1.0E5

285 28.0 28

[ 0.0

Expansién del cromatograma

65
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Cromatograma #3 S B AP 39

TI& wd RPIV.O

1. 804

2. BEYY

1. RE3y

i’} A8 20 8. v

Aceite easencial de pimienta negra
{muestra proporcionada por el Laboratorio Central de Aduanas)

TIC of APAR.O
3. QCa
2. uEs
1. BES
iw
& i PA / A £ A8 id

Expansién del cromatogram t=0 a t=13.5 min.

66



Aceite esencial de pimienta negra e .
muestra del Laboratorio Central de Aduanas, Lo AP 39

TIC u¢ APEE.D
1. 95
INTIE
1.BE3 J{
i i8 I an a2 24

Expansién del cromatograma t=13.5 a t=25.5 min.

TIC o AFIB.0
5. 0514
2,063
1.0E34
A e N
28 23 P 8 %

Expansién del cromatograma t=25.5 a t=32 min.
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Cromatograma #4

AP 40

TIC o
3.38%7

T, 2691
1,888
1,889
1. 4697
T
1. 0839
8.0547
.2t
€.854
3. 0847

o

RkP4R.0

A0

.- _—

0.

AR

ranmal

Aceite esencial de pimienta negra (resina)

(muestra proporcionada por la Cf{a Quest International)

TIC of
2.3€97
2,959
[ 1453
1.8€9
1.4€97
1. 383
1. QK8
4. BE4
5. BC4
. 0R4
2. 08¢

APdR.D

Expansidén del cromatograma t=0 a t=13.5 min.
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Aceite esencial de pimienta negra (resina)
muestra de la C{a Quest International. AP 40

TIC oé RPeD.OT
23.389Y
T.RE3
1.9E8Y
1.8E3%
1. 4587
1. 285
1, 0894
0. 0847
8. akad

s e

Expansifn del cromatograma t=13.5 a t=25.5:.min.

TIC of RPAD.O
2.3c99
1.2€94
1. 0597
1.9€99

i TV A_J_JA S
- —3k 22 R AR

8.

Expansién del cromatograma t=25.5 a t=32 min.

69




Aceite esencial de pimienta negra (resina)

muestra proporcionada por 1a Cia Quest International.

T1C of AP4R.D
2,387
L, DEST
1.98987
1.8E3
1, 4E%7
3. 39
1. 0893
0. 084
8.08E47
44,0649
3.0847

ad

a4 _ R840 42 44 4R 4 3R 232)

4

Expansibén del cromatograma t=30 a t=52 min.
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Cromatograma #5 = AP 41

‘:I'%:%d_ RPdL. O

3.9C5)

2.0€%7

1,085

J3 AR ri<3 1) 11

Aceite esencial de pimienta negra

(muestra proporcionada por el Laboratorio Central de Aduanas).

‘;I.CBCH"' RFa1,0 ﬁ
3, 0c84
9.0€9
1. QES
J{ﬁ x Aels
& 2 4 & M 12 8

Expansién del cromatograma t=0 a t=13.5 min.
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Aceite esencial de pimienta negra
muestra del Laboratorio Central de Aduanas. AP 41

TIC of AF41.0
4,.8€%
3.8594
2,081
1. 0589 A '
oA N L_IL4 JJ
L ™ " 20 a2 24

Expansién del Cromatograma t=13.5 a t=25.5 min

TIC ué RP4L.T
4. 0E34

1. 085

I.DS!J

Expanslén del cromatograma t=25.5 a t=32 min.
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Cromatograma #6

(Columna Megabore)

TIC af PIMEL.D

3,360
.86
1.8€8
1.969
1.4E8
1.3E0
1.068
s.ac
B.9EY

4.0691
2.089
LA,

o
Jap T 200

Aceite esencial de pimienta negra.

(muestra proporcionada por la Cf{a Deiman S.A.)

TIC at PIMEL.D

a.388
2.9¢8
i.e€8
i1.668
1.488
1. 368
1.068
2.0€9
8.0EY
4.869

iR

S| P SR | NS - S B ]}

Expansién del cromatograma t=0 a t=80 min.
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Aceite esencial de pimienta negra
muestra proporcionada por 1a C{a Deiman S.A.

Columna "Megabore"

TIC of FINELI.D

q.388
4.0c8
1.988
1,668
1.480

. 1.388
1.086
G.acs
L-14]

4.QE3

2.05%

[ R T S o e e AR e e e e
. ER___ iR 010 i3] A0 L4 . 23D 1RQ

Expansién del cromatograma t=80 a t=160 min.

TIZ at PIMGL.D

3,988
9.0E01
1.088
1,668
1. 4L8
1.3€01
1.0C8 ]
[ 14
5. 053
4.9£83

S.QESJ 4“ A s

[} —~r- Y v T T v———r—ry

Expansién del cromatograma t=160 a t=240 min.
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TABLA DE COMPOSICION DE LAS MUESTRAS DE PIMIENTA NEGRA

A continuacién se presenta una tabla que correlaciena el
nimere de compuesto (designado por orden creciente segln el tiempo
de retencién Tr), la presencia de éste en las diferentes muestras
inyectadas, indicando en cada caso su porcentaje relativo.

Se aclara que por las caracteristicas del detector utilizado,
éstos porcentajes no se podr&n tomar como valores absolutes, sin
embargo es importante sefalar que reflejan una aproximacién
cualitativa de la composicién del aceite esencial.

El objetive de éste trabajo no contemplaba un andlisis
cﬁantitativo riguroso, por lo gue considerande lo anterior, los
valores reportados se tomardn como satisfactorios para dar una
idea de la composicién del aceite esencial de pimienta negra.

Para la elucidacién de estructuras propuestas en éste
trabajo, se consultaron las referencias [18-22]. cada estructura
propuesta se muestra en el espectro correspondiente, asignandole
el nimero que corresponde a una ordenacién creciente basados en el

tiempo de retencién.
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Nimero de | Tr AP 37 AP 38 AP 39 AP 40 AP 41
Compuesto | min
1 4.74 2.54 0.47 0.53 0.35 0.16
2 4.87 2.16
3 4.96 6.73 2,71 10.11 7.83
4 5.26 0.42 0.09 " 0.63 0.40
5 5.80 : B 3.66
6 5.89
7 6.02 13.55 : 1.96 10.65
8 6.33 : . o 1.84
9 6.37 2,83 5.33 | 168 0.33
10 6.78 : 7775 0.677
11 6.98 15.02 0.90 ie.'a7.'b 1.75 12.23
12 7.06
13 7.20
14 7.33 ? ?
15 7.50 17.00- 18.11
16 7.95 0.16
17 8.24 0.72
18 9.08 1.10; 0.50
19 9.43 0.52 0.59
20 10.08
21 11.91 0.26 1.19 0.25 0.23
22 12.40 0.09 0.47 0.21
23 12.86 0.59
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Nimero de

Compuesto

min

AP 37

AP 38

AP 39

AP 40

AP 41

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
19
40
41
42
43
44
45
46

14,25
14,62
15.70

17.12

24.71

25.38
25,61

25.75

0.20
0.62
0.33

0.73

0.67
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Namero de | Tr AP 37 AP 38 AP 3% AP 40 AP 41
Compuesto min

47 25.99 2.25 1.04 2.07 0.65 2,95

48 26.15 0.19

49 26.20

50 26.37

51 26.49

52 26,53

53 26.64

54 26.84

55 27.12

56 27.27

57 27.30

s8 27.51

59 27.67

60 27.80

61 28.09

62 28.16

63 28.68

64 28.93

65 20.15

€6 20.41 0.25 0.21 0.21

67 29,95 0.29 1.09 0.51 1.29

68 30,18 2.88 0.39 1.06 1.10
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Scan 485 (14,618 min) of AP39.D
a2 abund, /2 abund. L)
38,90 ] 66.20 1 81.¢80
49.99 8 67.80 s 82,00
42,90 2 67.92 1 83.00
5¢.90 2 69.00 3 91,09
52.09 1 77.08 4 83.00
€3.00 6 78.00 1 95.00
53,90 14 78.08 " 96,00
55,80 S 8a.80 H 97.00
64,90 2
s
»
”
w
1
»
Y w s aa Iy Y v
ESPECTRO XXVI
Scan 521 (15.639 min} of AP38.0
n'z abund, niz abund, nz
29.80 7 57.00 2 Ed.00
40,00 2 BS.20 7 21.00
41,08 15 65,98 4 82.90
2.2 2 87.00 30 £3.00
43.00 ] €8.00 4 84.00
43.99 2 £9.90 17 81.¢0
48.98 1 70.00 H)] 92.00
49.75 1 71.00 7 93.¢0
§1.00 5 72.00 1 24,3
S82.18 2 13.408 ! 95,08
53.00 " 73.85 1 96.00
4,00 3 77.08 19 97,00
55.99 5 78.00 6 162,90
56.90 2 79.00 2 195,00

abund.

N

1e7.¢0
188,00
193,00
110.00
11,18

137,00
152,00
153.00

Piperitona
1062

P.M. . 152

abund.

Compuasto desconocido

C1o¥16°
P.M. 152
nd. al:
B 106,00
43 187,00
1 129,00
2 e
4 119,00
Woo121.00
7 133s
[ 124,00
17 134,00
LT
13 137,00
3 138.00
1 152,00
4 ishS

[Ty 9

-5-8
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ESPECTRO XXVII
Scan 568 117,123 ~in) of APJE.D
nlz abund, nlz abund, alz
38.58 1 66.75 1 95.09
4.8 1 §7.42 1 193,09
49,93 1 77.99 2 105,00
5t.09 2 78,09 2 106
s2.e2 1 73.83 € 107.08
53.00 ¥ 89,93 1 109,00
55.02 1 95.00 17 199,00
62.98 ] 92,08 2 115.0
85.00 2 93.00 ! 116,00
66.02 2 94.02 1 157,80
N T4 071 mie) od BPeRD
BERLED
(13
"
"
1"
a
»
f
. u .h l
i
doa b A ! L
PrABEN IR Y RART NERTI A s
ESPECTRO XXVIII
Scan S48 (19,175 ntn) of APIR.D
L2} abund. L1433 abund. LI23
) 7 ies.0
1 2 1es.ep
- 2
1 E4l 9
1] 4 100.90
& 79.08 23 1e9.e0
1 80.03 S 1140
1 at.ee 7 116.80
2 91,00 3 117.00
s 892.00 12 119.00
[ 83,08 8 12).ee
2 94,00 1S 122,00
4 95.¢8 3 12318
2 193.00 2

92

abund,

T evim—

Nes -

Al

113,09

" earvaerol ¢
oM

LU PUML U150

abund,

[TTPEPE

Blemeno
C15M24
P.M. 204
abund, n’z
1 128.00
22 131,80
4 135,80
14 134,00
3 13.15
11378
3 14715
1 160.00
2 164,15
9 162.15
180 196.%
172 199,15
T es.00

abund,

2
|
3
1
1

)

"

nlecn

o-—



Isenln 494 <19.504 mind 2F RP2Y,0
SCALED

L]

Pty P a0 JAR. . 14Q . 38Q. - 48R 200
ESPECTRO XXIX
Scan S94 (18,554 min) of AP37.D

alz abund, n/2 abund. ml/z
38.90 3 73.00 17 1e8.e2
49,90 8 50.00 4 115,00
42,99 4 81.20 S 117,02
6e.90 1 91.00 28 119,00
§2.90 8 92,20 18 120,98
54,90 5 53.00 se  121.00
64,90 S 94,00 12 122.00
€5.99 1 95.00 3 123.00
£§7.90 6 103,00 2 127.88
68.00 1 185.00 19 129,00
69.20 2 105,00 3 131.e0
76.90 18 107.00 14 133.Q0
77.99 4 198,00 4

93

5 -Elemeno

CisPaa

P.M.

abund.

- NN~

1ee

204
n/z

134.00
135.00
136.00
137.00
147.00

148.00
169.90
161,00
162,00
175,00

189.00
204.09
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9 AR BR a0 IRA IBR idk iS% ARR_ 280 15 24
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ESPECTRO XXX
Scan B32 (19.082 min) of AP2ZB.O
n/z abund, LY abund. n/z abund. LI abund,
38.90 4 78.00 4 108.00 5 133.00 10
40,99 9 78.00 17 109.00 t 134,00 2
42.90 6 89.08 3 1i5.00 2 135.15 1
44.00 1 81.00 28 115.00 2 136,18 3
sSi.ce 2 82.00 2 117.08 B 145,00 2
51.42 ! 89.00 18,00 4 14B.18
52.30 4 91,02 E $19.00 82 147,00
S5.00 19 az2.00 16 120.00 25 148,00
56.00 2 93.00 24 121.00 12 159,00
§7.15 ! 94.00 4 122.00 2 160.15
B2.90 I $5.80 4 127.00 i 161.00 e7
64.90 4 192,90 1 128.90 L} 162.09 e
€7.09 4 193.00 5 129.00 3 163.00 Y e
58.00 1 194,00 2 130.02 ! 189.00 2
€9.00 9 105.09 108 131,00 4 204.15 19
79.00 2 106,00 i 122.¢0 i 88,18 M
77.00 17 107.00 12

94



I-B-u 458 ¢18.937 wya> of RPIS.O
ALED

ESPECTRO XXXI

Scan 6S8 (19.833 min) of AP39.0

nz abund. m/2 abund.
33,7 2 SS.99 6
35.75 2 56.15 3
42.00 4 55.90 4
40.90 33 67.90 16
432,00 17 69.00 2
44.00 9 69,00 18
46.15 9 70.90 5
47.85 3 77.00 2l
47,99 4 77.80 18
43,00 2 79.00 41
50,40 2 80.00 9
51.00 4 81.00 26
$1.2 4 82.39 4
§2.00 S 91,00 64
§3.00 1" 92.02 28
S3.65 2 93,00 S!
54,99 20 94.00 7

95

m/z

95,08
96,2
102,90
105,00
106.00

107.00
108.00
109.00
110.90
115.00

116,15

117,00
119,00
120.00
121.00

tabmero del Gualeno

C5¥ae
P.M. 204
abund, n/z
19 123,00
3 130.90
7 133,00
100 135.15
21 13615
a8 137,2
14 187.00
9 148.25
2 148,15
it 161,00
5 175.15
10 189.00
86  204.15
57  205.00
35 206.50
12 388.00

abund.



an ERY ¢20.038 win) od AP4AA.C
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" BLALED

(L]

. 1sémero del Copaeno
"

» | Ci5taa

- P.M., 204

B Ldap, 4 ]

49 id MY Aap_ 13 \GA .13Q 320

ESPECTRO XXXII

Scan 606 (20.026 min) of AP40.0

n/z abund, m/z abund., . m/z abund. nl2 abund,
38.90 s 78.00 ! 107.0¢ 15 132.00 2
40,00 1 77.00 16 108.15 3 133.00 Al
40,90 12 78.00 4 108.00 2 134,00 4
42.00 ! 79.00 16 115.00 8 135.00 2
43.00 s 80.00 8 116.00 2 136.15 8
§1.00 3 81.00 23 117.00 8 141.00
§1.90 1 82.002 2 118.00 5 145,00 3
83,00 ] 89.00 1 119.00 10e 146.00 1
55,00 9 91.00 29 120.00 2 147,00 2
56.00 I 92,00 24 121.00 18 148,15 3
56.90 l 93.00 S0 122.00 2 159,18
§3.00 2 94.00 7 123.00 2 160,00 2
64.90 [ 95.00 S 127.00 1 161.80 83
66,00 2 103.00 4 128,00 3 162,18 19-
67.00 6 104.00 2 129.08 3 189.15 4
?9.5? N e, on ac . 17000 hd e 18
69.00 7 186,00 14 131.00 & 205.1§ 2

96



Sown @70 +3@.343 mrad né APAL.D 1
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BLALED
n

L]
4}
50

4
e l
o bl ok ¢ - Copaeno

rii QO A0 A0R 130 148 A0 108 200 C
15M24
111
ESPECTRO XXX P.M. 204
Scan 672 (20.243 min) of AP41.D

m/z abund. m/z abund, m/z abund, m/z abund.
38,90 6 70.7§ 1 106.00 14 - 131,080 4
40,490 1S 71.00 ! 107.00 13 132.00 1
42.00 1 77.00 16 fes.oe 4 133.00 "
42.00 7 79.00 4 109.00 2 134.00 z
S0.9¢ 2 79.¢00 17 115,08 € 135.00 1
51.90 ! 80.00 4 116.00 2 136,00 8

2.90 3 81.00 28 117.00 8 145,00 2
£5.90 1" 82.00 | 118,00 4 146.00 |
S6.00 2 83.00 1 119.00 180 147.00 4
57.00 2 51.00 41 120,00 22 148.00 2
,62.90 ! 92.00 27 121.80 12 149,00 1
£5.00 7 97.00 47 122.00 3 159.00 1
- 65.90 ! 94.00 ) 122,00 { 161,08 81
657,00 8 95.00 § 127.00 ! 162,00 "
§8.00 1 101,90 1 127.99 3 189,00 S
69.00 1 103.00 4 129.00 3 204.20 18
70.00 | 195,00 95 130.0¢Q ! 205.15 3
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Cean €20 €21.241 min) of RPI?.D
190
"0 KCALLOD - i
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n Cistaq
& P.M. 204
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40
t)
i
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o 48, AR 40 180 128 40 ASD 180 280

ESPECTRO XXXIV

Scan 679 (21,24} min) of AP37.D

mn/2 abund, n/z abund, n/z abund, nl2 abund
38.902 12 69.00 20 97.00 1 128.00
39.9 s 70.00 ! 103.00 2 130.90 H
40,90 25 71.00 | 104.00 1 131.75

41.90 3 76.00 1 105.00 42 133.00 29
42.90 ] 76.90 29 106.00 15 134.00 !
43,90 2 78.09 7 107.80 63 135.00 13
50.9¢ 4 79.00 59  108.00 35 136.00 4
51.90 2 60.00 1S 109.¢0 13 147.00 42
52,90 24 81.20 94 110,00 1 148.00 17
54,00 3 82.00 § 14,92 2 149,00 S
£5.00 26 92,90 2 117,00 2 - 161,00 26
56,00 1 85.00 i 117,99 ! 162.00 K
57.09 4 91.00 41 119.00 31 163.00 4
62.90 2 92.00 13 120.00 12 175.00 6
64.90 9 93.00 100 f21.00 43 176,00 2
65.00 ] 94.00 33 122.00 10 183,00 21
67.00 §2 95.00 28 123,00 8  199.00 3
£8.00 60 96.00 3 124,00 | 204,00 2

98



Scan 728
n/z

237.75
38,90
29.90
40,99
42,99

42.90
44,00
50.92
51.90
53.00

S4.00
£5.00
S6.00
§7.00
£3.20

55.00
65,90
£7.00
68,00
69,00

ESPECTRO XXXV

121.940 min) cof AP2B.D

abund.

Soam 233 «§1.94R mtn) af APIE.O
tag

m/z

70.00
71.00
77.900
78.008
79.00

80.00
£21.00
82.00
83.00
91.00

92.00

2.00
84,00
95,00
95.90

96.90
102.00
102.00
194,90
105.08

abund.

99

D—chariofileno

Ci5M24
P.M. 204
abund. w2
32 133.00
52 124.00
1R 135.00
17 136.00
3 137,00
2 145,00
2 147.0¢8
1 148.00
S 148.00
2 160.00
36 161,15
% 162,00
25 163.00
s 175.00
8 175.08
1 189.18
t  198.15
V20415
4 285,02

abung,

Gl =3 — 0 W

TN N}



fcan 221 <22.132 wtns ! KPI.O
tany -

o4 - Gurjuneno

Cis24
ESPECTRO XXXVI P.M 204
Scan 731 (22.137 ain) of AP38.D

niz abund, m/z abund, /2 abund, /2 abund.
38.90 1 71.00 2 108.20 7 143,18 1
40,00 2 75.00 1 103.00 15 144,00 1
40.99 29 17.098 34 109.90 1 145.00 8
41,90 2 79.00 8 111.00 1 146.00 3
42.90 S 79.08 34 115.00 13 147.00 41
43.90 1 80.00 S 116.00 S 148,00 13
$0.00 1 £81.00 29 117.00 18 148,15 1
50.90 S 82.00 2 118,00 3 150.15 i
51.99 1 83.00 3 119.00 78 151,00 1
53.00 10 29,00 1 120.09 13 160,00 4
S3.90 1 a1.00 76 121.00 18 161.00 86
S6.900 22 92.00 13 122.00 7 182.00 16
S5.90 1 93.00 38 123.00 2 183.00 S
57.15% 2 94,00 7 127.00 2 175,00 8
62.00 i 95,00 23 128.00 S 176.00 2
62,90 3 95.15 2 129,00 & 178.00 16
64.00 2 97.00 t 120.00 3 179.00 i
65. 0 14 182.00 1 131.00 13 189.15 7
oB.du > P B pal.e B Bl '
67.00 18 104,00 3 133,00 48 191,15

€8.00 i 105.00 109 134,00 8 204.15 93
69.00 17 108.00 18 135,00 7 205.15 18
70,15 1 107.00 42 141.00 1

100



Gamn 288 ¢i2.069 10> 84 RPIS.D -
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—i(lo) B ll-Eremofilagieno"

CCisMag e
ESPECTRO XXXVII PiM. 204~
Scan 756 (22,865 min) of AP39.0 =
m/z abund, m/z Vabund. m/z abund. n/z abund.
3e.90 19 71.00 3 1e6.00 30 133.00 86
39.80 2 77.00 49 1097.00 45 134,00 23
40.90 24 78.00 10 108.00 1e 135.00 . 2
41,90 1 79.00 76 109.00 19 136.18 &
2.90 2 ga.00 17 110,00 4 137.00 1
£0.90 4 81.00 34 111,00 3 145.00 1
51.50 3 82.00 10 115,00 4 147.00 25
§2.90 15 83.00 3 116.00 1 148.00 24
54.00 2 89.00 1 .117.09 4 148,15 6
55.00 16 91.00 92 118.00 1 160.00 1
56.00 3 92.90 25 119,00 37 . 16%.00 28
57.00 2 93.00 100 120.00 38 162.00 8
6§2.90 { 94.00 18 121,00 27 163.00 2
65,00 14 95.00 21 122.00 7 175.00 8
66.00 3 86.00 3 7123.15 5 176.18 S
67.00 3t 87.00 1 124,18 1 189.15 15
68.00 s 103.00 4 128.00 1 190.15 2
69.00 63 104.00 2 131,00 3 - 204.15 s
70.00 4 105.00 S¢  132.Q0 1 205,15 1

101



lhln 282 (§7.944 win) ot RP4Q.D
. SCALED
(L]
2 d
IS Sesquiterpeno desconocido
2 c,H
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0 p.M. 204
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ESPECTRO XXXVIII
Scan 702 (22.944 min) of AP40.D
Nz abund. m/z abund. mnlz abund. n/z abund.
33,90 3 59.00 4 86.00 7 118.00 7
39.65 I 60.90 7 91.00 54 120,00 13
39.25 §  64.15 6  92.00 13- 121.00 2
40.00 §  65.00 13, 93.00 100 122.00 16
40.25 6§  66.90 18 94,00 19 126.40 3
40,390 22 69.00 47 95,00 g ABRIET T
42.40 5  70.40 6  96.25 § - 133.98- " .'§
42.90 14 74,25 6 105,00 36 135,18
49.50 5  77.00 29 107.1§ 35147250
53.00 12 . 78.00 32 103.00 9 1s7.50"
53.99 3 at.00 19 111,15 3 180.50
55.00 24 7.90. 9 111.65 4 :
56.90 14 :

102



Scan 76 <22.059 mins of APIR.0

130

" oL

13

L

80 . ' Isémero del Cadineno

w o c 'H' .

@ 15724

» P.M. 204
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ESPECTRO XXXIX

Scan 760 (23.053 min) of AR38.D
n/z abund, miz abund. nlz abund, . mfz abund.
37.40 1 71.00 3 183,18 4 131.18 4
38.90 8 77.00 18 195.00 45 133.00 15
40.90 21 78.00 6 106.00 9 134,00 4
42,15 3 79.00 33 197,00 16 135.00 3
42.90 19 79.90 S  197.99 4 136,28 1
51.00 3 81.008 20 109.00 4 145.00 2
52.00 2 91.00 45 110.40 1 147,00 8
52.25 i 91.90 19 111.00 S 148.00 2
53,00 7 93.00 25 115,00 3 1651.50 1
55.00 18 94.00 4 117.00 1 188.18 1
€4.90 7 95.00 7 119,00 26 161.00 100
66.00 2 96.00 i 120.00 28 162.18 13
67.00 13 98.00 7 121,18 S . -183.15 e 2
67.90 3 181,15 2 127.90 2 204.1S 1"
£9.00 18 182,15 1 129.40 1
70.00 6

103



033,317 10 By HES8.0

craLED

K -Guaieno
CysM2a
RO XL
ESPECT P.M. 204
Scan 774 (23,512 min} of AP41.D
m/z abund. n/2 abund., n/z2 abund. n/z

37.28 1 £8.00 8 95.00¢ 41 130,15
38.90 18 68,90 14 96.00 3 130.90
40.90 41 70.15 2 1ez2.9¢ 4 133.00
41.90 4 71.58 4 184.00 4 134.00
47,00 7 73.50 1 105.00 100 135.00
43.75 S 77.00 29 106.00 19 136,00
44.90 1 78.00 i 107.00 72 141.00
45,40 | 79.00 §3 109.00 30 146.15
47.90 § 80.00 8 109,00 18 147.¢0
S2.90 6 81.00 47 115.00 8 148.00
52.15 4 82.00 7 116.00 4 149.00
52.90 19 83.18 3 117.00 9 161.00
53.90 s 87.00 1 119.00 22 162.15
54.90 28 88,90 2 120.00 17 175,00
G65.90 2 91.00 67 121.00 31 189.00
57.9C 2 2.00 14 122.00 12 190.15
654,90 2t 93.00 65 122.00 15 104.00
£6.00 6 93.90 24 128.00 3  Zes.oc
67.00 33
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ESPECTRO XLI

Szan 734 (23.307 Ain) of AP4Q.D

n/z atund. nz abund. n/z
38.9¢ 3 76.90 1 105,00
40,90 1 77.93 2 106.00
41,08 13 79.00 18 197,00
41,75 [} g0.00 3 128.00
43.00 3 81.00 7 199,00
51.09 1 82.0 § 116,00

- 52.98 7 91.08 16 117.00
55.00 s 2,30 16 119,00
85.02 3 93,00 180 120,00
BE.00 1 a4.Q0 13 121.00
67.00 10 85.08 5 2.8
67.90 2 96.00 1 123,03
£9.00 2

O R I e T
e’
LEUN )

ESPECTRO XLI1

Szan 802 (24.365 min} of AR3E.0

nfz shund. n/z abund. nz
38.99 4 3 102.e0
39,98 | 13 105.00
40,90 3 2 106,00
41,98 1 12 197,00
42.98 4 3 108,00
G1.00 1 81.¢0 € 109.00
2.00 1 2,80 5 110,00
2,90 6 gt1.00 2 115,09
55.00 6 2,00 16 117,00
€5.00 H 93.00 100 119,909
65.9¢ 1 84.00 14 120.00
67.00 e 95.00 B 120,02
BB.00 2

105

$ - Humuleno

C15Maq
P.M, 204
sbund, nlz
10 133,00
3T 13000
15 135.15
313615
146.15
1 147.00
! 148,00
5 149,18
t 161,00
22 182,18
7 188,15
2. W48

o4 - Humuleno

stz
o.M, 204
sbund, nit

V122,08
121
3 oamas
18 134,00
4 135.00
3 368
1 146,09
1 147,00
1 148.00
1} 161.00
] 188.15
26 204,15

abund.
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Sean §13 124.712 m1n) 65 RP1E.0
129

SCALED
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° <0 :n a8 1008 128 14D 18D, 140 200 CI5H25
ESPECTRO XLIII P.M. 204
Scan 813 (24,712 min) of AP38.D
n/z abund. m/z abund, n/z abund. niz - abund.

29.00 1t §9.00 42 106.00 24 134,00 2
40.00 s 70,00 3 107.00 55 '135.00 1
40.90 33 71.00 3 108.00 2 143.00
41.90 3 74.75 1 109.00 12 145.00 s
42.90 it 77.00 33 115.00 11 146,15 z
43,90 1 78.00 3 116.25 3 147.00 10
44.15 1 73.00 52 117,00 14 148,00 6
44,75 1 ge.co 10 119.00 3 145.18 8
51.00 3 81,00 sS4 119.00 58 159.00 4
52.00 3 82.00 18 120,00 20 160.15 4
52.90 14 83.00 5 121,00 29 161,00 100
§3.75 3 89.00 1 122.00 15 16215 18
54,00 3 91,00 87 123,15 5 163.15 2
55.00 34 - 92.00 19 127.00 2 175.00 6
57.00 4 93,00 54 128.00 4 178,18 3
57.90 1 31,08 1T 128,33 5 183.00 20
0.9 1 85.00 23 130.15 1 190.15 3
54,90 14 95.00 4 131,15 9 204.18 42
66.00 4 103.00 5 132,00 3 205.00 8
57.00 34 105,00 83 133.00 50
67.90 3
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Scan 834 <35.388 mins of APIG.0
g
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se C15“24
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ESPECTRO XLIV

Scan 834 (25,388 min} of AP38.D
/2 abund, mz abund. m/2z abund. n/z abund.
38.40 1 70.25 i 105.00 48 . .134.00 18
39.00 3 76.90 " 106.00 § °135.00 3
49.15 2 77.90 1 106.90 4 140,90 2
40.90 3 ©3.00 g 113,00 1 143,00 2
43,00 4 81.00 3t 115.00 7 144,00 i
48,2 i 82.00 2 116.00 4 145.00 7
58.75 | 93.00 2 17.e¢ 9  145.00 3
55.00 S 88.80 118,00 S 147,18 3
§7.2 i 81.00 2 119,00 27 159,00 7
62.99 i 82,185 3 120.158 4 160.00 4
65.00 4 93.00 1212115 2 1g1.0¢ 100
86.15 1 94.00 2 128,00 7 162.00 16
67.00 4 95.00 S 129.02 6 189.00 15
67.75 1 102.¢0 ! 130.00 3 204.00 2
£9.00 5 102,00 4 131,00 1 2085.15 s
790.00 1 104.00 27713300 13
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Gean 341 123.618 mins 5¢ AF3G.0
122
o SEALED
[ : . A A I
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ESPECTRO XLV
Szan 841 (25.8610 min) of AP38.0
m/z abund. mn/z abund. n/z abund, n'z abund.
38,90 7 79.00 38 115,00 6. 136.18 8
40.15 1 80.00 S - 116.00 2 ..:137.00 1
40.50 18 81.00 26 117.00 6 145,00 3
42,90 4 82,00 3 118.00 3. 146,00
50,08 1 83.00 2 119.00 53 147,00 s
51.00 2 91.00 46 120.00 12 148.00 5
2.00 1 92 .00 18 121,00 S 143,00
G3.00 [ 93.00 43 122,00 3 150.15
55.00 12 94,00 12 123.18 I 160.00 3
S6.00 1 95.00 9 128.00 1 161.00 10a
§7.00 2 96.15 1 129.00 2 162.00 15
§5.00 8 103.00 3. 130.00 1 163,158
67.00 14 104,00 2 131.020 4 175.00
68.00 3 105.00 §3  132.00 1 176.18 2
69.00 16 106.90 1 133,00 6 189.1S 3
70.00 i ia7.00 13 134,00 1" 204.15 24
77.00 22 - 108.00 2 135.15 § 105.15 4

78.00 6 109.00
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xsenln 832 ¢25.792 m1n) af RP2I2.0
" SCALED
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"°
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w
a sho L
AR KR 13 111 V1Y 140 180 i-1-1 280
ESPECTRO XLVI
Scan 823 (25.757 min) of AP37.0
m/z abund. m/2 abund. mn/z abund, n/z abund,
38.90 ? 70.90 1 106,00 10 131.00 4
40.92 ! 71.0@ 2 197.00 14 132,09 1
40.92 117 7%.90 30 198.00 2 133.00 20
42.92 [} 78.90 g 109,00 2 134.00 4
50.90 4 749.Q0 37 114,90 S 135.00 1
51.99 ! 80.00 " 116.00 ! 145.00¢ 2
52.90 ] Bt.00 41 117,00 ki 146.00 Y
53.90 1 82,00 4 118.00 1 147.00 -8
S4.90 17 83.00 1 119.2@ 38 148.20 2
§5.90 1 91.00 59 120.00 26 159.00 1
56.90 3 92.09 12 12t .00 7 160,09 4
£62.99 § 93.00 32 122.00 ] 161.00 109
£4.30 8 94,00 7 {23.00 3 162.00 13
§6.00 2 g5.0@ 9 128.09 2 189.00 |
67.00 {6 . 103.00 4 129.00 2 204.00 19
69.00 i 104,00 2 130.00 t 205.00 3
£9.00 14 105,00 4
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Goan 894 ¢21.934 wmin) o# RP41.D
188
ccaLEe
0
° 1sbmero del Gurjuneno
»
“®w . c15“24
@ 4
® p.M. 20
E L]
w
12
v A8 AR AR . iR 13D idh ARQ AdD. 283

ESPECTRO XLVII

Scan 854 (25,994 min) of AP41.D

m/z abund, n/z abund. m/z abund. m/z abund.,
38.90 20 71.00 t  1e7.00 88 134,00 18
39,90 5 77.00 41 108,09 §2  135.00 24
49,90 39 78.00 9 108.00 22 136.00 7
42,00 2 79.00 81 110.00 3 145,00 4
42.90 [ 80.00 28 115.00 5 146,00 2
50.00 ! 81.00 60 116.00 i 147,00 48
50.90 6 82.00 23 117.00 7 148,00 23
51.99 3 83.00 4 118,00 7 148,00 "

2.90 26 86.90 i 119,00 42 150.00 8
©4.00 3 91.00@ 77 120.00 18 1659.00
55.00 22 92.00 18 121.00 58 160.00
§5.90 1 93.00 95  122.00 24 161,00 83
66.90@ 2 94,00 33 123,00 19 162.00 5]
62.90 § 95.00 43 124.00 2 163.00 4
63.90 2 96.00 6 127.00 1 175,00 23
£4.90 18 97.00 9 127.90 | 176.00 ]
£E.00 8 98.00 1 128.00 2 177,00
§7.00 [:1] 103.00 S 129.9¢0 1 189.00 42
68.00 18 104,00 2 131.00 4 190.00 S
69.00 15 105,00 190 132,00 2 204,15 S6
70.90 i 106.00 24 133.00 1) 205.00 10
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Gzan GS§ «36.1937 -;IA of RPIR.O
190
" SCALED
"0 . .
e " ‘1gbmero del’ Cadineno
(1] - N L
0 B . N - c15H24 :
@ : B S
FT] P.M.S 2047
mn
1]
R e I

AR A0 AQ iR J28 . 140 8@ (80 200

ESPECTRO XLVIII

Scan 858 (26.1583 min) of AP38.D

n/z abund. m/z abund, m/z abund. m/2 abund.
33.50 1 £5.00 [} 95.00 8 131.00 §
37.40 1 66.15 2 103,00 4 132.00 2
38,90 4 87.00 8 104.15 3 133.00 16
39.90¢ 2 63.080 S 105,00 40 134.00 27
40.92 12 70.25 1 126.00 6 135.18 !
42.00 3 71.00 2 1987.00 7 148,00 2
42,90 6 77.00 18 109.00 2 149,18 1
43,30 3 78,18 4 114,99 5 159.00 1
49,75 1 79.00 12 115.90 1 169.18 .3
50,90 2 80.00 117,00 8 161.00 102
51.50 1 81.00 18 118.00 2 162.00 17
§1.90 1 83.00 2 119.02 25 183.15 1
53,00 4 89.00 1 120.900 7 176.25 1
55.00 7 91.00 40 121.00 4  189.15 8 .
§57.02 § 92.00 ] 122,18 1 204.15 22
83.00 { 93.00 16 128.00 3 205.18 2
64,15 2 §3.90 1 129.00 3
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AD A8 A8 VT L8 148 148 ALD 5 1-1-1
ESPECTRO XLIX
Scan 809 (26.195 min) of AP40.D
m/z abund, n/z abund. LY41 abund. n/z abund,
36.00 2 g8e.1s 3 tes.oe 4 133,00 1
38.50 4 81,00 19 108.65 2 134,00 4
38,90 5  91.00 23 109.00 3 145,15 4
38.75 .2 9.0 7 117.90 ! 147,00 7
42.25 3 8300 33 119.00 20 148.25 [
43,00 s 94,00 31 120,00 4 148,90 3
52.998 5 85,18 2 123.15 6 158.00 2
55.00 11 103,00 4 129.00 3 161.00 43
€5.00 10 103,99 4 130.00 3 162,15 7
66,90 6 105.00 100 131.00 6 189,15 12
75.15 3 106.1S 13 132.15 4 204.00 26
77.00 18 107.00 12 132.40 4
79.08 15
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Bzam €42 ¢25.357 mind o é APII.D
haa

seaLto

Sequiterpeno desconoc idp

- €152
p.M. - 204
ESPECTRO L
Scan 842 (26,367 nin) of AP37.0
n/z abund, n/z abund, m/z abund. nfz i abdnd,
37,75 v 7208 1 108,00 23 137,00 "
8.90 13 73.00 2 109.00 as 141.80 1
40.90 30 76.90 33 118.00 s 145,20 S
41,90 2 78.00 8 115,00 [ 146.00 2
42.30 8 79.00 B5 116.00 2 147.00 35
43.9¢ 3 89.00 9 117,00 8 148.900 1
43,50 i 81.02 ki 118.60 3 143.00 9
50.90 4 §82.020 9 119.00 48 150,00 2
S1.90 3 83.90 ] 120.00 7 1650.00 2
52.90 18 84.00 1 121.00 a3 161.00 46
54.09 1 87.09 2 122,00 28 162.00 21
54,99 34 4@.9¢ 81 123.00 17 163.00 6
56.00 2 2.00 14 124,00 2 164,00 t
S§7.00 4 43.00 100 128.00 3 175.00 0
52.90 3 94,99 18 129,00 2 176.00 ]
63.90 1 495,20 36 i30.00 1 177.00
BS.00 16 96.00 7 131,00 7 183,020 qe
66.90 s §7.00 s 132.00 2 190.00 15
67.00 40 102.99 B t33.00 n 204,00 64
£9.¢0 ] 103.99 3 134,00 {6 205.00 [}
§9.00 21 105,09 8t 135,00 14 206,15 1
79.06 3 186.090 14 136,00 S 207.90 2
78.30 2 1a7.00 88

113
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@ 4R 1<% k4<% 105 AZ50 140 §3-1.1 A0 400,

ESPECTRO LI

Scan 873 (26.497 min) of AP39.0 S
m/z abund, n/z abund. n/z abund, - n/: abund,
33.90 I 74.00 2 109.00 5 134,00 3
29,008 8 75.50 1 109.00 3 135,18 2
29.75 3 75.90 i 112.00 “170138.75 ]
41.00 13 76.90 21 115.00. 9 143,90 !
42.9¢ 8 79.00 25 116.00 3 145,00 €
43.75 S 80,00 4 116, 2! 2 146,158 2
46.40 3 81.00 24 117.00 Q 147.00Q 18
49,2 i 81.75 1 118.00 S f48.00 5" :
49,65 1 27.88 1 119.00 26 149.15 I
$0.30 3 91.00 33 120.00 6 159,15 4
g5.00 12 82.00 114 121.00 9 160.15 . 4
57.00 3 93.00 43 122,18 3 161.20 47
62.18 ! 84.00 29 123,00 4 162.00 €
64.30 10 95.00 14 127.00 - I 187.00°7 s
67.90 9 96.90@ 1 128.90 3 189.18 12
£7.90 3 103.00 3 129.00 2 202.2 1
£8.390 ? 105.00 100 13118 7 204.19 25
70.40 1 106.00 14 133.15 15 20s.00 4
71.00 ' 107.00 18 : :
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Scam 328 128.932 niny of APed.O
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ESPECTRO LIT
Scan 822 (26.527 min) of AP40Q.0
n'z abund. n/z abund. mn/z abund. n/z abund.,
33.50 2 £9.00 a5 94.00 40 121,00 33
36.99 2 70.00 9 95.00 1§ 122.18 g
38.490 1t 71.40 1 98,00 2 123.25 1
49.90 48 73.99 2 102,99 2 127.49 {
42.00 7 76.90 23 195.00 19 133.0¢ 7
43.09 7 78.00 s 186.080 9 134.00 q
43.75 3 749.99 35 107.00 3t 135.00 8
53.00 16 79.90 19 108.00 9 136.28 2
53.85% 2 81.090 16 109,00 29 147,25 s
53.92 2 82.00 -] 119.20 2 161.18 21
5§5.00 16 83.15 2 118,40 2 162.08 3
56.40 i 83.50 2 114.902 1 153.40 1.
83,75 1 83.75 3 117,18 § 182.80 !
65.0¢ 9 g31.29 38 117.78 2 189.18 8
67.20 28 82.15 16 i19.00 24 204.15 18
Eg.en 13 93.2¢ 100 120.00 9 205.e0 S
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ESPECTRO LIII
Scan 873 (26,637 min) of AP38.D
n/z abund. n/z abund. n/z abund. n/z abund. E
38,50 3 81,00 18 116.00 2 135.00 2
40,30 8 2.00 1 117.00 g 136.00 2
42,90 4 91.00 26 118.00 2 145,00 3
50.92 i 2.00 7 119,00 22 147.00 9
.90 4 93.00 3¢ 12¢.00 3 148.0¢ S
§5.00 g 94.20 27 121.00 114 144,00 2
57.00 1 95.00 8 22.00 2 159.00¢ 1
65.00 4 123,00 2 123.00 ] 160.00 4
§6.0¢ 1 105.00 120 128.00 M 161.00 48
67,008 S 106.00 15 129.00 3 162.C0 7
69.00 5 107.00 10 130.00 1 175.15 1
37.00 14 108.00 3 13t.00 3 183,15 9
78.00 3 109.00 4 i32.00 1 190.15
79.00 16 118.00 i 123.00 12 204,18 27
80,00 2 116,00 4 134.00 S 205000 . oo g
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ESPECTRO LIV
Scan 857 (26.843 min) of AP37.0
n/z avund, nlz abund. n/2 abund. m/z abund.
34,15 i S5.00 33 82,09 4 115,00 3
34.90 2 56.90 4 82.90 2 117,00 2
35.50 I 50.90 ! 88.40 i 119,00 37
38.1§ 1 £2.90 2 91.00 35 120.00 8
39,00 13 64.90 9 gat.g90 i 121.00 13
39.90 3 65.00 4 93.00 199 123.00 27
40.30 43 66.90 19 94.00 17 133.00 S
41,75 3 68.00 4 95.00 7 136.00 H
43,00 1 69.00 64 103,00 4 147.00 3
43.90 6 70.00 7 184,18 2 161.00 12
47.6S5 2 75.90 28 105.00 26 1859.00 3
50.90 4 77.90 6 106.00 7 202,15 1
51.30 3 79.00 44 107,00 41 204,15 9
G2.99 14 79.90 2 1098.00 8 206.90 2
54,00 3 81.00 21 109.00 1S 218.50 i
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ESPECTRO LV . P.M. 204
Scan 288 {(27.112 min} of AP38.D
m/z abund. m/z abund. n/z abund, n/z abund.

38.9¢ 3 80.00 3 . 11Ss.¢e 4. .145.00 2
40,90 Y 81.00 20 116.90 1 146.15 1
43.00 4 82.00 2. 117,00 6 127.c8 4
50,30 2 83.00 1 118.00 2 148.00 5
S3.00 4 381.00 35 119.0¢ 34 149.00 1
55.00 7 2.00 10 120.00 172 150,00 2
57.00 i g93.00 28 121.00 7 159,18 1
65.00 S 94.00 7 122.00 1 160,15 3
66.02 1 95.00 S i128.00 2 181.00 100
67.00 9 103.00 3 129.00 1 162.00 i5
§8.00 1 104,00 2 131,00 3 16315 1
69.00 ] 105.00 47 132.00 1 175.18 1
70.00 1 106.00 8 132,00 21 176,00 2
77.00 16 107.00 19 134,00 9 189.15 4
77.98 3 i108.20 2 135,90 9 204,15 3
79.00 26 109.00 1 136.00 4 2815 4
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ESPECTRO LVI
P.M. 204
Scan 895 (27.277 nmin) of AP41.0
mn’z abund. m/2 abund. mST abund, m/z abund.
28.90 8 76.00 1 109.00 2 142,900 4
40.30 19 77.20 19 115,30 is f4s5.0C £
41.90 1 77.90 s 115.9¢ B} 145.¢3 :
42.90 4 78.90 3 17.00 16 145.90 2
43.90 i 60.00 1 118.00 o 5 187,02 7
439.6S 1 81.¢0 29 119.00 E9 tag. T
51.08 2 2.00 4 12¢. 8¢ 9 157,00 '
S§1.90 1 83.00 ' I 127,00 z 187,02 1
2.90 5 87.15 H 122,15 ! 18E.,18 4
55.00 12 $1.00. 4z 127,00 z 152.00 527
§5.90 ! 92,00 I 128.00 12 1€0.00 12
S6.90 1 83.00 16 129,00 12 161,00 33
63.00 i 2.99 2 1z2e.00 4 tEC.0C i
62.9¢ 1 95.00 5 131,00 12 178,00 2
64.8C 10 1ez.00 E 122.00 < 185,00 '
£6.00 v Tieslee 2 1Toree.d -z
6§7.00 8 105.20 82 E2 202,08 3
23088 o HVDRVIG o - Y N
76.00 1 107.09 6 4 tea.00 e7
70,908 1 198,15 ! 142.00 z 208.02 El
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18émero del Cadineno

RELPYE

P.M. 204

400
ESPECTRO LVIT
Scan 859 {27.239 min) of AP3S.D

m/z abund. LI abund, mlz abund, m/z abund,
34,65 35 79.90 [£] 118,00 213 146,15 182
37.¢0 27 81.00 1671 117.00 768 147,00 3857
36.30 424 2.00 144 118.00 23 148.00 96
40.90 873 83.00 1y 119,00 an1g 149,158 2
2.82 283 31,40 47 12e.00 77 152.8¢ 48
50.3¢ 130 89.00 H 121,00 335 157.00 EE]
51.9¢ 40 91,00 229% 121.80 87 159.00 3048
S3.00 296 92,00 794 122,99 40 160.00 648
G3.9¢ 68 93.00 118 126.80 185 161,00 5931
§5.00' S48 94 .00 132 128,008 547 152,00 1334
56.00 72 95.00 342 129,00 6§27 163,15 133
§7.15 54 36.15 85 130,00 208 164,00 S5
63.00 85 101,00 33 131,00 724 175,15 175
65.00 448 193.00 333 132.00 174 176,185 [ Aks
£5.90 2 104,00 158 133.0¢ 1123 178.9¢ Z1
6§8.25 109 105,08 3702 134.00 3345 189.158 1064
£7.00 373 106,80 29 135.00 422 19¢.02 42
§9.00 601 187.00 430 149,15 2 2e2.15 344
71.00 77 108.00 47 149.9¢ 257 203.15 132
76.00 S3 108.40 51 taz.0e (A 204,18 3279
76.9¢ 1822 109.00 128 143,00 202 205.00 478
78.¢0 287 Fitr.90 3 144.00 05 206.18 76
79.900 778 115,00 8cs 145,00 498
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Scan 900 (27,509 min} of AP38.0

alz

38.90
40.90
42.90
51.00

2.90

55.00

2.90
§5.00
66.00
§7.00

£9.00
70.00
77.008
79.00
79.00

8e.oQ
81.02

ESPECTRO LVIII

abund.

B —-ow

ENRT ERX]

n/z

82.00
83.00
88.90
9¢.00

2.00

93.00
94.00
95,00
103.00
104.00

105,00
106.00
107.00
109,00
115,00

abund.

- -t
QD - —=rs

B =D

64
1"

121

m/z

118,00
119.00
120.00
121,00
127.00

128.00
129.00
130.00
131.00
132.00

133.00
134,00
135.00
141,00
142,00

143.00
144.00

cadina-3,9-dieno

C15H24
P.M. 204
abund. n/z
s 145,00
71 146.00
37 147.00
3 149,00
7 159.00
8 160.00
7 161.00
3 162.00
8 163.18
2 175.15
17 176.15
57 © 189.15
6 190.15
2 202.15
I 204.15
2 208.15
2 .

aﬁund.
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RESULTADOS DE LA COMPARACION DE LA COLUMNA CAPILAR

CONTRA COLUMNA CAPILAR DE CALIBRE GRANDE (Megabore)

EL uso de columnas capilares en el andlisis de muestras tan
complejas comoe_o ‘son los aceites esenciales es realmente una
necesidad tecnolégica, sobre todo si se compara la resolucién en
funcién a la anchura del pico cromatografice (cromatograma #2) que
es de segundos, con los obtenidos al usar la columna capilar de
calibre grande (Megabore) en el cromatograma # 6 cuyos valores
llegan a ser de minutos.

Es notable en éste caso comparar el tiempo de andlisis, ya
que el uso de columnas capilares toma alrededor de treinta minutos
el poderlo realizar; en contraposicién a la columna capilar de
calibre grande, cuyo tiempo de andlisis fué excesivamente grande
{alrededor de cuatro horas).

Aunque la columna capilar de calibre grande poseia una fase
estacionaria m&s selectiva que la capilar, la resolucién no se
mejoré debido a la diferencia tan marcada con respecto a la
eficiencia (nGmero de platos teéricos). La columna capilar de
calibre grande presenté una mayor capacidad de muestra, pero
debido a su baja eficiencia, fué una ventaja que no se le pudo
sacar provecho,

Es importante sefalar que al comparar el cromatograma #4
(cuya presentacién era una resina) con los restantes
cromatogramas, se encuentran zonas que corresponden a grupos de

compuestos afines a los cromatogramas 1, 2, 3 y 5, existiendo una
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diferencia notable 'en la. ‘aparicién de  compuestos de alto peso
molecular (intervale del tiempo de retencién entre cuarenta y
cincuenta minutoQ) gue no aparecen en las otras muestras, por 1lo
que se concluye que la cromatograffia de gases es una técnica
idénea para discernir el origen de extraccién de los aceites, ya
que sélo aparecen éstos compuestos cuande la presentacién
comercial es en forma de pasta, lo que involucra otro

procedimiento de extraccién diferente al de arrastre con vapor.

CORRELACION DE LA COMPOSICION QUIMICA

CON LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

Las propiedades organolépticas se dividiran en dos partés. Lé
primera relacionada al aroma y la segunda al sabor del aceite .
esencial.

Los aceites que presentaron un aroma agradable, fuerte
penetrante y que causaban sensaciones placenteras, muy solicitados
en la industria de los perfumes, fueron las muestras cuyas claves
de trabajo eran AP38 y AP39. Las muestras AP37, AP40 y AP41
difieren mucho de la calidad del aroma. Los compuestos asociados
al aroma y que relaclionamos al estudiar los cromatogramas son la
fraccidén mis ligera que corresponde a los monoterpenos (CioHis).
Lo que es importante scnalar os que existen variaciones en lo que
se refiere a la composicién de éstos compuestos en las diferentes
muestras, por lo gqgue se concluye que el aroma asociado a 1la
pimienta negra es un conjunto especifico de compuestos con

propiedades aromiticas, los cuales serdn responsables de la
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fragancia del aceite y no dependerd de la presencia de sélo un
compuesto.

Con lo que respecta al sahor, se encontrd que habfa notables
diferencias, sobre todo en la muestra cuyo origen era en forma de
pasta, ya que su sabor era picante y prolongado {muestra AP 40).
La muestra AP 38 carecia de un sabor definido y las demds nuestras
posefan sabores afines.

Se encontrd gue el compuesto #£37 estd Iintimamente relacionado
con el sabor, pero al igual que el aroma, el sabor de la pimienta
negra debe ser el efecto de una mezcla compleja de compuestos;
aunque estd reportade que ecl principal responsable del sabor

picante de la pimienta negra es la {C17H19NO3)

piperina
compuesto sé6lo encontrado en la . fraccién mds pesada de la resina

{muestra AP 40).
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‘El “estidio’ de-iaceite scnciales zando CG-EM " es ‘una

herramienta indris'p;cnsa'b:l’.'é‘ on ‘la caracterizacién de éstos’ productos
naturales, ' : : v

En ‘los cromatogramas  sé .pucden distinguir secciones que

agrupan a’ compuestos’ de iéstru'c'tiir emejante, . que constituyen a

los. aceites ' esenciales, como son . los monoterpenos (CioHis
P.M.=136), monotcrpehos : oxiqeﬁados (C10H160 P.M,=152),
sesquiterpenos (CiaHae P.M,=204), sesquiterpenos oxigenados
(C1sHa10 P.M.=220) y compuestos ‘de ‘alto peso molecular, gque se
presentaron en aquellas muestras. cuya presentacién comercial era
en forma de pastas o resinas, lo que involucra otro tipo de de
extraccion diferente al arrastre con vapor o los métodos clisicos
de produccién de aceites csenciales,

Para facilitar la intnr'p;‘etacibn, se estudiaron los grupos de
compuestos cuya estructur:‘\' _era semejante por separado,
encontrédndose patrones cqmun’c.;'. en la fragmentacién, por lo que se

generalizarsd en los casos pertinentes,
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Monoterpenos C10“15

Es la fraccién ris ligeray constituye una parte importante

llos los responsablas del

de los aceites esenciales, ya.que ‘son

aroma del aceite esencial.

Lo caracteristico en ci ezpeutro de masas de'ésta fraccién, es

la presencia del ion n'sz=93 cnnokbicp'base;del‘espectro, lo que

significa una alta estabxl1dnd para' é‘gﬂq ‘ion, lo que permite
establecer una estructura estab1e~ ﬁara él, Djerassi vy
colaboradores (23] reportan quo chho 1on se forma tanto a partir
del fon molecular 1 como del : ion M'-15; la presencia de jones
metaestables corroboran éste mecanismo de fragmentacién.

cuando se obtienen lon ‘espectros- de masas de terpenos
isoméricos en las mismas condiciones, generalmente éstos son muy
similares, atn asi exhiben pequefas, pero significativas
diferencias en la intensidad relativa de las sefales. Estas
diferencias se acenttan al disminuir la -temperatura de la fuente
de ionizacién, asi como el voltaje de ionizacién, siendo esto un
elemento Gtil para la asignacién de estructuras.

Otra caracteristica importante en éstos espectros es la

presencia del ion m'/:=91, qua se forma a partlr del ion m'/z=93.

Esta sehal a m’/z=91 puede scr acrlbuxda al ion tropilium (23).

Ya que es sélo el ion m'/2=93 quien podrda generar al ion
m'/z=91, la diferencia en sus rolaciones de intensidad para cada
compuesto serd una evidencia de ~la influencia que tiene 1a
estructura original del monaterpeno. Es por ello que se determiné

un cociente entre las intensidades relativas del ion m'/z =91 y
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del ion n'/2=93 (Isn/Is) para cada espectro encontréndose que
existfan cuatro valores diferentes, lo que involucra cuatro
mecanismos diferentes para la formacién de dicha estructura, y a

su vez permitié conformar cuatro grupos con carateristicas afines,

Espectro I91/1I9 Grupo

I 0.49 2

11 0.45 2

III 0.55 1

v 0.34 3

v 0.54 1

vI :

vII

vitr T

%

X

X1

XTI

XIV

XV

XVI 4

XVII 0050 2

XVIIL o= oo g g 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
X =0.55 X =0.47 X =0,36 X =0.22
o =0.021 ¢ =0.023 o =0.028 o =0.014
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Para cada grupo se compararon las desviaciones estdndares,
encontréndose gqgue eran iguales, sin embarge las medias eran
diferentes, lo gue permite afirmar que provienen de una pobla-
cién distinta.

Asf, un monoterpeno ciclico generard un ion =/z=91 intenso va
que requerird de menor energia (y tiempo} para formar al ion
tropilum, no asi un monoterpeno abierto, lo que se confirma con
una relacién Isi/Iss menor ya que &sta estructura tendré mayor di-
ficultad en formar un ciclo y/o perder hidrégeno y asi generar
el ion =/z=91.

Los monoterpenos biciclicos presentan valores intermedios en
el cociente de intensidades In/Isz, de los dos grupos
anteriormente citados, lo que es consecuente con lo propuesto.

Generalizando:

Los monoterpencos presentan un ion =/2=91 y »/z=93 importante

y su relacién dependerd de su estructura, permitiendo discernir

entre ciclicos y abiertos (mecanismoi ).

- Se encuentra una pérdida sistematica de M-15 y M-43
provocada por la ionizacién de una doble ligadura en 1la
molécula (mecanismo4 ).

- La presencia de metilos alilicos provoca una pérdida de M-15

importante, que conduce a un valor intenso del ilon mfz=121,

En los monoterpenos biciclicos, la ruptura preferencial sers
en el enlace més tensionado, que generalmente es el nds
expuesto.

- Sélo el Limoneno presenta una fragmentacién del tipo Retro
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Diels-Alder importante, por lo gue su identificacidédn en EM

es sumamente sencilla (mecanismo 15 ).

ET
15a 7
\

R.D.A.
___-—-9 —-——é
n*/z= 68
RN =

Limonenc
M= 138

5a (s @ ?

Terpineno

D-4-Careno

G-G—Q
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P-Cimeno






D- ~Felandreno

M=136
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Monoterpenos oxigenados CIOHIGO

Estos compuestos son de gran importancia comercial, ya que
los aceites ricos en éstos componentes tienen mayor demanda,
existiendo procedimentos industriales para aumentar la
concentracién de compuestos oxigenados (3].

El an4dlisis de sus espectros de masas, muestra
similitudes con los monoterpenos antes estudiados, las diferencias
se deben a la incorporacién de un oxigeno que determinard el
sitio de fragmentacién, por lo que trabajo de interpretacién se
verd facilitado.

En el espectro XIX pertencciente a ésta fraccidn, presenta un
cociente 1Is1/Is3 pequefio, por lo gue se propone una estructura
abierta para el monoterpeno oxigenado, del tipo del linalool.

La presencia de los iones m/2=74 (pico base) y n/2=87 en el
espectro XX se explican dehido a que se trata de un éster metilico
de un 4&cido graso, el cual presenta un rearreglo de tipo Mc
Lafferty (mecanismo 20).

En los espectros del XXI al XXVII es notoria la influencia
del oxigenoc en la fragmentacién de la molécula, a pesar de la
competencia que genera una insaturacién conjugada por 1la
posibilidad de formar varias estructura canénicas. Un ejemplo de
éste efecto lo tenemos cuando se compara el espectro XXII del
a-terpineol con el espectro XXITI del «~L-Felandrenol, en donde la
estructura iénica més estable que corresponde al pico base del

espectro, es diferente en ambos, a pesar gque la estructura
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original difiere tan ' 'sélg por’ insaturacién.

En el caso del cCarvacrol: (és'pectro XXVII) -es el sistema

aromidtico el que promueve la fraqmentacibn. i

ster met{lico del 4cido QH
hidroxi-2-hexenoico. . OH

/ 20a *C.)/Q/k
— T
\O
M=144
4+ /
@) OH

- A

<

n/z=59 ®)
Lo,
_ +OH
oA .

M-15






~L-Felandrenol

n/z=92



TN
&)
Piperitona M.\‘O*' m/z=82
Ho
7 HOI
o /
aaaaaaaaa
¢
M-15



Sesquiterpenos C15H24

Esta parte de los aceites esenciales generalmente corresponde
a la fraccién mayoritaria, cuya férmula minima es CisHaa. Esta
fraccién esta relacionada a las caracteristicas de sabor del
aceite, como se veri mas adelante.

La identificaecidén estructural de dichos compuestos se
dificulta debido a la gran variedad -de formas isoméricas,
careciendo de un patrén definido como el presentado en la fraccién
de los monoterpenos. AGn asi, se presentaron comportamientos
afines.

- En estructuras de anillos fusionados del tipo del cadineno
(espectro  XXXVI), la perdida de un Iisopropilo es
generalizada, derivando en una estructura muy estable, que

por lo general conduce al pico base del espectro.

Las ionizacién de las dobles 1ligaduras endociclicas es
preferente sobre las exo, y serin éstas las que promuevan la

fragmentacién.

Existen moléculas del tipo del Humuleno (espectro XLII)} que
al fragmentarse dardn monoterpenos abiertos (del tipo del
mirceno) los cuales tendrd&n como pico base del espectro
al “ionm/z=93, generando una razbn Is/Is3 esperada.

- Aquellas moléculas que no poseen sistemas conjugados o
anillos fusinados, se fragmentan en forma equivalente a los

hidrocarburos, lo que se podrd distinguir en el espectro.

- Los enlaces m&s tensionados en estructuras biciclicas serén
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aguellos que se ionicen preferentemente, por lo gue serén
éstos los que pronoverdn la fragmentacidén («-Copaenoc

espectro XXXIII).

Al igual que en los monoterpenos, la existencia de metilos
alilicos genera una sefial M-15 apreciable, pero no tan

maracada debido al gran nimero de mecanismos involucrados en

la fragmentacién.

Humuleno
Espectro XLI

P.M. 204

Fragmentacidn pa-.
recida a los mono-

terpenos abiertos
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Elemeno

143






o] :
Sean 1430 (43,434 m1m) o/ AP4D.O ~8_CH=CHfCHv=CH
EeALED ; L

2 ,
° dod Jluu wilon bl o R L

108 Fery 200 240 “anpl - —Compuesco relacio-
“‘nado al sabor

Scan 1408 (45.484 min) of AP40.D

nlz abund, n/z abund, m/z “abund, m/2 abund.
37.80 i 82.00 1 118,15 t 160,00 1
38.95 4 83.00 2 122.00 2 171.00 22
39.80 i 84.00 18 127.00 4 172.00 17
40.95 5 85.15 1 127.50 1 173.00 33
41,85 8 865,00 1 128.15 1 174.00 21
43,80 2 87.20 2 120.09 2 175.00 2
49,95 2 88.00 4 1302.15 1 187.05 1
50.95 4 89.00 20 131.28 1 199,05 2
S§3.05 3 90.00 1 135,00 4 200.05 17
53.89 2 91.00 1 136.15 3 201.05 75
§5.05 7 968.00 i 137.00 7 202.05 20
85.95 8 99.90 3 138.00 2 203.85 2
57.20 1 181,15 1 142.25 . | 207.08 i
62.00 ! 102.15 N razLee 2 264,05 i
63.00 9 183.00 3 144.00 14 285.20 !
65.00 7 104,00 2 145.e0 3 256.0S 3
67.18 2 185.15 1 147,15 1 257.05 1
69.00 4 112,00 S 148.0¢ 3 268.05 2
79.15 1 113.00 9 150,15 2 284,05 13
74,00 i 114.00 9 156,00 1 285.05 1]
75.00 " 1 115.00 100 157 15 V- 286.20 1
75.90 2 116.00 22 158.00 | 287.20 i
77.00 3 117.18 5 159.00 7
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CONCLUSIONES

Al revisar los cromatogramas se puede determinar el origen de
lés muestras, pudiendo discernir entre pastas y aceites obtenidos
por  arrastre de vapor.

El uso de columnas capilares en mezclas tan complejas como lo
son los aceites esenciales se convierte en una necesidad
tecnolégica, debido a su capacidad de separacién de compuestos tan
afines, la limitante en éste caso sigue siendo la identificacién
absoluta de los compenentes de la mezcla; ésta limitante estard en
funcién al detector utilizado; en éste caso el espectrdémetro de
masas es una espectroscopia poco adecuada para la elucidacién y
diferenciacién de isémeros, situacién que se presentd en la
caracterizacién del aceite esencial, sin embargo, la correlacién
encontrada al realizar el cociente de las intensidades de los
iones cuya masa era 93 y 91 nos pudo servir para la diferenciacién
de los monoterpenos, pudiéndolos agrupar en monoterpenos ciclicos,
abiertos o biciclicos. Esta correlacién no estd citada en ninguna
de las revistas o libros consultados para la elucidacitén de
estructuras, por 1lo que se considera un resultado relevante de
ésta tesis, aunado a que es coherente con lo propuesto en la
teorfia de fragmentacién y es reforzadoe al estudiar 1la
fragmentacién de los sesquiterpenos del tipo del humuleno, los
cuales al fragmentarse generardn moléculas iguales a los
monoterpenos abiertos, conservando 1la misma correlacién al

realizar el cociente, al igual que fué el criterio para designar
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la estructura del linalool al nonoterpeno oxigenado cuyo espectro
era el XIX. Sin embargo el trabajo de asignacién de estructuras
de isémeros fué bastante engorroso, demostrabdo al limitante de
nuestro detector.

Por lo anterior, aungue se reconoce gque el sistema acoplado
CG/EM es una poderosisima metodologia analitica, las
caracteristicas de la muestra nos limitan al uso de estandares de
referencia (o uso de indices de retencién) para llevar a cabo una
identificacién y cuantificacidén absoluta de los componentes de la
mezcla; aungue la dificultad de conseguir la mayorfia de 1los
estandares resulta evidente.

El desarrolloc de sistecmas acoplados que incorporan
multidetectores (GC/EM/FTIR) es una nueva herramienta para abordar
éstos problemas, pues en algunos casos el uso de dos
espectroscopfas es suficiente para la identificacién de un
componente, aunado al uso de sistemas de cédmputo con bibliotecas
de referencia.

Aunque se demostré que las columnas capilares poseen una
capacidad de separacién excelente, existieron picos mal resueltos
que son evidentes en los cromatogramas. En éste tipo de mezclas
es forzoso el uso de una fase estacionaria de mayor selectividad,
para obtener una mayor resolucién.

Es decir que para poder abordar el problema de caracterizar
un acelte esencial, es preciso aumentar la resolucién, relacionada
principalmente por la eficiencia y selectividad de la columna
cromatografica, que traerd como consecuencia un aumento en la

cantidad de informacién (mayor nimero de componentes) y a la vez,
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el uso de sistemas nultidimensinales, detectores selectivos y
sistemas acoplados mejoraran la calidad de la informacién.

La correlacién de 1los componentes de la mezcla a las
propiedades organolépticas siempre serd un pardmetro subjetivo,
aungue resultdé muy concluyente, debido a lo excluyente de las

nuestras.

149



1)
2y
3)

4)

:5) .

6)

7)

8)
9)
10)

11)

-.618-624

BIBLIOGRAFIA

Dubois~-Jallais, D;, Marie‘claireren espafiol, 4 (1990).90
Encyclopaedia Britannica. Micropaedia Vol 2 1985 pp 257‘
Guenther, E. The -essential qils, D.- van Nostraﬁd Co.:Incﬁ
vol. I, II.and-1V, J'clvy!gditirory1961.‘, R

Temelli, F.; O’Connell,.d.P.; Indi Eng. Chem, Res. 29 (1990}

a)‘Poqle,vr;.ég,én? c! A bdnfémbé}ar}tbraﬁcice of:
Chromatoéﬁéphy,“Elsévief, Amsterdam, 1984,

b) Mc - Nair, H.ML, ‘and'i Bonelli, E.J.. Basic. ' Gas'’
“Chromatography, Varian 1969.

Grob, Konrad; Cla&sical split and splitless fnjeétion in

cépillary GC. Chromatography Methods, Huethig N.Y. 1988,

Sandra, P. and Bicchi, C., capillary Gas Chromatography in

essential oil analysis. Chromatography Methods.  Huethig

N.Y.1987.

F. W. Mc Lafferty, Interpretacién de los espectros de masas,

Ed. Reverté, 1960.

Mc Fadden, W, Techniques of combined Gas Chromatography/Hass

Spectrometry: Applications “in Organic Analysis,” John Wiley

and Sons (1973) 157-213

Gordon M. Message, Practical aspects of Chromatography-MNass

Spectrometry, John Wiley and Son 1984.

Shrader, S.R., Introduction - Mass Spectrometry. Allyn and

Bacon Inc. Boston 1971 pp 53-132.



16)

17)

18)

19)

20)

21)

22}

23)

KAetler, R Ransparger;

Howe, - T.;/ Williams, 'D.H.}: 'JACS, 90 .(20).:1968. 7" -
Mo Lafferty, F.W.; Wachs, T; Lifshitz, ch:i JACS 92 (23) 1870

Hariiéon, A.- G.j ‘Finney,” CD A 'ori;anic Mass Spectromgtry',” 5

1971, 1313-20.

Williams, D.H.; Beynon,  J.H.; Organic Mass Spectrometry &
1976 103-116 i
Karni, M.; Mandelbaum, A. Organic Mass Spectrometry 15 (2}
1980 pp 53-63. ‘

Thomas, A.F.; Willhaim, B.; Helvetica Chimica Acta 47 (56) =

1964 475-487. :
Devon, T.K.; Scott, A.I.; Handbook of Naturally oéixrringrj

compounds, Vol II Terpencs, Academic Press Inc, N.Y. 197'2}

Waller, G; Biochemical applications of mass spectrérﬁetry,
John Wiley and Son, (1971) 352-360. ;

Mc Lafferty, F.W.; Mass Spectral correlations, Advances inﬁ
chemistry series 40 Washingthon 1963, e
Masada, Y. Analysis of Essential Oils by Gas chromatograph};
and Mass Spectrometry, John Wiley and Son, 1976, » :
Budzikiewicz, H.; Djerassi, ¢. et al, structur'e elucidation’
of Natural products by Mass Spectromet‘ry.y Vol I‘I:, ‘Sn

Francisco 1964.

151




	Portada
	Índice
	Prólogo
	Introducción
	Cromatografía de gases
	Espectrometría de Masas
	Mecanismos de Fragmentación e Interpretación de un Espectro
	Teorías de las Fragmentación
	Interpretación de un Espectro
	Parte Experimental
	Tabla de Composición de las Muestras de Pimienta Negra
	Resultados de la Comparación de la Columna Capilar contra Columna Capilar de Calibre Grande ( Megabore)
	Correlación de la Composición Química con las Propiedades Organolepticas
	Interpretación de los Espectros
	Conclusiones
	Bibliografía



