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1.- INTRODUCCION,



La planta aguacate (Persea Americana;, Fam. -
Laurdceas), se cultiva en climas tropicales, subtropica-
les, y se produce en gran cantidad en nuestro pais,

El olor caracteristico de sus hojas, indica la pre
sencia de aceites esenciales. EIl término "aceite esen-
cial", se define como '"'substancia olorosa de naturaleza
oleosa que se obtiene casi exclusivamente de fuentes ve-
getales; generalmente es liquida y voldtil a la temperatu-
ra ordinaria." (1).

En la actualidad los aceites esenciales desempe -
fan un papel muy importante dentro de las industrias de
perfumes, medicamentos, sabores en alimentos y bebi -
das, de aqui la importancia que presenta el estudio del
aceite esencial de las hojas de aguacate.

El presente trabajo se basa, en la separacion e
identificacidén de los componentes que constituyen el acei
te esencial de las hojas de aguacate, mediante la aplica -
cion de la cromatografia de gases.

Dentro de las técnicas de andlisis mas avanzadas,
que se usan en la separacién de substancias volatiles, se
encuentra la de cromatografia de gases.

Los métodos de Naves, se recomiendan como mé-
todos oficiales en el analisis de aceites esenciales, (9) -
(10).




Otros autores, utilizan la cromatografia de gases
en la separacion de substancias volitiles de esencias co -
merciales (11), y en el andlisis cuantitativo y cualitativo
de terpenos naturales y sintéticos de aceites esenciales
(12).

Asimismo, en el campo de perfumeria y sabores, -
tiene un amplio uso la cromatografia de gases (15) (16) -
{(17).



II.- GENERALIDADES,



A) DEFINICION DE CROMATOGRAFIA.- La cro
matografia de gases se define como un método fisico de
separacién de componentes en una muestra, en la cual,
los componentes gasificados o vaporizados se encuentran
distribuidos en dos fases, la primera fase es fija y con -
siste en un lecho con una gran superficie de contacto, 1la
otra fase es mdvil y estd constituida por un fluido que pa
sa a través de la fase estacionaria (5).

El tiempo de permanencia de un compuesto en una
columna cromatografica depende en primer lugar de la - -
distribucion de la substancia entre las fases gaseosa y es
tacionaria. Un compuesto con menos tendencia a ser ad-
sorbido por la fase estacionaria, se eluird mds rapida -
mente en la columna.

B) DESCRIPCION DE L.OS PRINCIPALES ELE -
MENTOS QUE INTERVIENEN EN LA CROMA
TOGRAFIA DE GASES.

I.- Fase mdvil o gas portador.- La fase mdvil
se denomina comunmente gas portador debido a que su -
funcidn es la de trangportar y eluir la muestra a su paso
por la columna y éste debe ser retenido menos fuertemen
te que cualquiera de los componentes de la substancia por
analizar. Si para el andlisis se usa el principio de la con
ductividad térmica, conviene usar un gas con una conducti
vidad térmica considerablemente mds alta que cualquiera




de las substancias que se analizan. El helio y el hidrége-
no son ejemplos de este tipo de gas. EI helio es el gas -
portador de uso mas extenso a causa de su conductividad
alta, su inercia y su seguridad.

II.- Columna.- La columna es la parte de mayor
importancia de la cromatografia de gases, ya que efectia
la separacién de los componentes de una rmuestra a su pa-
so a través de ella, dicha columna puede ser de cobre, -
acero inoxidable o de vidrio.

La fase estacionaria puede ser un solido con propie
dades de adsorcion o un liquido que generalmente se dis -
tribuye en un soperte sdlido. La fase liquida sirve para
efectuar la separacién de los componentes en la substan -
cia por analizar, ¥ es relativamente no volatil a la tempe
ratura de operacidn de la columna. La separacion se ba-
sa en las diferencias de volatilidad de los componentes en
a solucion.

et

HI. - Soporte sélido.- Ea cromatografia gas - ifqui-
do, el soporte sGlido no tiene propiedades de adsorcion y
por lo tanto su superficie especifica necesita ser lo sufi -
cientemente grande para que permita un reparto eficiente
de la muestra entre el gas portador y la fase liquida,

La naturaleza del soporte debe ser bien selecciona-
da, de tal manera que permita a la fase liquida la mayor
drea de contacto con la fase gaseosa por unidad de volu -
men. Los poros pequefios no son aconsejables, ya que se
convierten en un bloque en lugar de servir de canal para
el paso del gas, en cambio los poros grandes aumentan la
superficie de contacto. La experiencia demuestra que s6-
lo los soportes cuya densidad es menor de 0.4 tienen efi -
ciencia satisfactoria (3).
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IV.- Fase liquida.- La fase liquida es la encarga
da de separar en la columna los componentes volatiles a
su paso a través de éila y se ha de disponer de una canti -
dad considerable de liquido para eliminar cualquier efecto
de adsorcién residual debido al soporte sélido.

Los requisitos de la fase liquida son los que a con-
tinuacion se expresan:

1).- EIl liquido a de ser estable a la temperatura
de operacion. Esto significa que no ha de sufrir alteracio
nes quimicas durante el experimento.

La volatilidad del liquido no solo origina la d*sm*-
nucion del propio ingrediente activo, sino que tamb..  pro
duce una adicion al cromatograma que no se debe otz v
posicion de la muestra que se esta analizando. FEsto =

serva por el cambio de resolucion caracteristico de’ -
de empaque de la columna.

2).- Los componentes de la muestra por analizar
deben tener una relativa solubilidad en el liquido de la co-
lumna, ya que los componentes insolubles saldrdn de la -
columna sin separarse, después de un tiempo minimo.

3).- La relativa solubilidad de los componentes en
la fase liquida ha de ser tal que ayude a la scparacxo de -
seada. Por lo tanto el volumen de retencion sera mayor
de acuerdo con ia solubilidad de los componentes en dicha
fase, ya que quedarin retenidos mas tiempo que los me -
nos solubles.

Un método normal para preparar el empaque de la
columna es el siguiente:



La fase liquida se disuelve en un disolvente de bajo
punto de ebullicién (acetona, cloroformo, isopentano), pa-
ra asegurar una distribucién uniforme de la fase liquida -
en el soporte sélido, y se aftade a éste, agitando constante
mente la mezcla. El disolvente de bajo punto de ebullicion
se elimina en bafio de vapor o con limpara de rayos infra -
rojos hasta que el soporte solido recubierto con la fase li-
quida queda libre de disolvente (4).



mi.- PARTE EXPERIMENTAL.
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B) SELECCION DE LA PLANTA.

Se hizo la seleccion de un lote de 15 Kg. de hojas
de aguacate frescas, procedentes de Tepeojuma, Pue.
Estas hojas fueron cortadas en tamanos pequefios despo -
jidndolas de sus tallos, y manteniéndolas en refrigeracion,
mientras se preparaba la totalidad del material para ev: -
tar su descomposicion,

C) EXTRACCION POR ARRASTRE CON VAPOR
DIRECTO.

La literatura indica que la técnica de destilacion
con vapor directo es la mas apropiada en este tipo de ex-
tracciones (1), ya que da lugar 2 un mayor rendim:ento -
gracias al buen contacto que existe entre el vapor v el ma
terial en estudio.

Fue necesario acondicionar un filtro Yeiser (F:g.
No. 1), para poder llevar a cabo este método. A dicho -
aparato se le hicieron las adaptaciones siguientes:

1).- Entrada y salida de vapor al interior del fil-
tro y a la chaqueta de calentamniento.

2). - Un mandmetro, para registrar la presion -
dentro del aparato.

3).- Un condensador de vapor ( serpentin de ace-
ro inoxidable de 15 m de longitud por 0.63 cm de diame -
tro interno) sumergido en un tanque con circalacién con -
tinua de agua y vertedero.

4).- Para soportar el material se instalaron 5 -
charolas de malla de aluminio No. 14 (abertura de 1.41 mm)



con medidas de 33.0 cm.x 66.0 cm; 40.6 x 66,0 cm., -
43.1 x 66.0 cm; 40.6 x 66.0 cm.y 30.4 x 66.0 cm.res-
pectivamente.

3).- Un recipiente recolector, conectado a la salida
del serpentin por un tubo de Tygon de 1 m y con capacidad
de 19 1,

6).- Separador de condensados en la linea de vapor.

Se hicieron diferentes pruebas de extraccién en este
aparato, en las que se tuvieron como variantes el peso de
la muestra, la presidn del vapor v la temperatura, los -
resultados obtenidos se presentan en la Tabia No, 1.

D) RECUPERACION POR MEDIO DE DISOLVENTES
Y DESTILACION DE 1.OS AMISMOS,

Una vez obtenido el condensado de las hojas por me -
dio de arrastre con vapor directo, se procedid a extraer -
el aceite esencial con un disolvente, en una columna de ex-
traccion liquido - l{quido tipo Sheibel ().

Dicha columna (ver Fig. No. 2), consiste en un tubo
de vidrio de 106.6 cm de longitud con 13 porciones de em-
paque de 5.08 cm cada una, provisto de un cje con sistema
de agitacidn continua. EI eje estd seccionado por interva -
los libres e intervalos de empaque. El empaque, constitai
doparalambre muy fino de acero inoxidable entretejido, y
sirve para lograr un mejor rompimiento de la emulsion -
que se forma en los intervalos libres debido a la agitacion.

Mediante una serie de pruebas, llevadas a cabo, pa-

ra estudiar la eficiencia de extraccidn por un mejor contac
to entre las dos fases (disolvente - muestra), se determin;
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ron las condiciones de alimentacion mas adecuadas, en -
contriandose la parte central de la columna como la mas
adecuada para alimentar, tanto la muestra como el disol
vente. El disolvente con el aceite extraido. se colecto -
por la parte superior de la columna y la muestra libre de
aceite por ta parte inferior.

Para scleccionar el disolvente mas aprop:iado pa-
ra la extraccidn; a una parte de la muestra se le sometio
a varias pruebas con diferentes disolventes tales como -
hexano, tetracloruro de carbono, benceno y éter de petro
leo; resultando el éter de petréleo el mas adecuado. va -
que extrajo la mayor cantidad de aceite esencial (6.6 m!i
de aceite por litro de disolvente). l.as pruebas realiza -
das con los diferentes disolventes se presentan en ia Ta-
bla No. 2.

Una vez extraido todo el aceite del condensado., el
disolvente se sometid a una destilacion, la cual se mantu
vo entre 37°C y 45°C reguldndose la temperatura por me
dio de una chaqueta de calentamiento ¥ un termdémetro -
(Fig. No. 3).

El residuc de la destilacion, antes de que destila-
ra totalmenie el disolvente, fue sometido a deshidrata- -
cién con cloruro de calcio anhidre. El producto de la des
hidratacion se filtro y el resto de disolvente se evaporo -
en una estufa de vacio, obteniéndose 30 ml de aceite esen
cial de hojas de aguacate.

E) DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FI-
SICO - QUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL.

En este trabajo se determinaron las tres constan -
tes fisicas principales del aceite esencial: densidad, indi
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ce de refraccidn y rotacién Sptica. La densidad se deter-
miné por el método gravimétrico de Fisher Davidson usan
do etilbenceno como testigo (7). El indice de refraccién -
se determind en el refractémetro de Abbé {8). La rota-
cién dptica fue determinada en el polarimetro Leitz - - -
Watzlar. Los resultados obtenidos se encuentran en la Ta
bla No. 3.

F) IDENTIFICACION DE LOS COMPONENTES DEL
ACEITE EN EL CROMATOGRAFO DE GASES.

La determinacidn de los componentes del aceite esen
cial de hojas de aguacate se llev6 a cabo usando la técnica
de cromatografia gas - liquido por elucion, en un cromaté-
grafo de gases F & )M modelo 720 con unidad de conducti -
vidad térmica.

En la estabilizacidn del aparato se toman en cuenta
varios factores para establecer las condiciones adecuadas
de operacion.

Tales factores son: temperatura de la puerta de in-
yeccidn, temperatura del detector, flujo de gas portador,
columna usada, uso de temperatura programada o isotér -
mica en la columna.

Para el analisis de la muestra, se introducen por la
puerta de inyeccion de 1 - 10 microlitros por medio de mi
crojeringas y el problema pasa a través de la columna, ~
sus componentes son detectados por un puente de Wheat -
stone, éste a su vez transmite dicha sefial a un registra -
dor que normalmente grafica las variaciones en forma de
picos. El area formada debajo de estos picos se calcula
mediante un integrador de disco que forma parte del apara
to.



El empaque de la columna consistié de Carbowax
20 M al 20% en peso, en Chromosorb W malla 60 - 80, -
preparada y empacada por el método convencional (6) fue
acondicionada durante dos horas a 2006°C.

Se hicieron varias pruebas para estabilizar las -
condiciones de operacidn y una vez estables se procedid
a la identificacion de los componentes.

Se tomé como referencia el linalol, para ios com
ponentes con puntos de volatilizacién entre 100°C v - -
160°C. Ademds se utilizé como referencia carvona, pa-
ra los componentes con puntos de volatilizac:on mavores
a 160°C. )

Se identificaron los diferentes componentes del -
aceite esencial, y en el cromatograma que se obtuvo ba -
jo las condiciones mencionadas, sc determinaron los -
tiempos de retencidon relativos de cada componente. en re
lacidn con las substancias de referencia. Estos tiempos
de retencion se obtienen marcando en la grdfica la distan
cia entre el punto de inyeccidn de la muestra v €l pico que
presenta la substancia que se toma como referencia, v di
vidiendo el valor encontrado entre las distancias del pun-
to de inyeccidn de la muestra y los picos de los demds -
componentes (7).

La muestra de aceite fue inyectada bajo las si- -
guientes condiciones:

Columna: Cobre, 2 m de long., 0.63 cm de
didmetro.

Empaque: 20% de Carbowax 20 M en - -
Chromosorb W.

Temperatura de la columna: Isotérmica -

160°C y 195°C.




Fluijo de gas

Tamafno de la muestra:

rtador: 30 ml por minuto.
1 microlitro.




IV.- RESULTADOS.



Los resultados de las caracteristicas del aceite
esencial de hojas de aguacate se encuentran en la Tabla
No. 3.

En el andlisis cromatografico se obtuvieron 17 -
componentes, 15 de los cuales se pudieron identificar y
2 no pudieron ser identificados. Los resultados se pre -
sentan en la Tabla No. 4.

La investigacion de las fracciones colectadas en
el cromatégrafo, no se llevé a cabo por espectrofotome-
tria en infra - rojos, debido a impedimentos de instrumen
tacion.



V.- CONCLUSIONES,



1.- Los resultados obtenidos del andalisis croma-
tografico del aceite esencial, indican que el principal -
componente de dicho aceite es el estragol, el cual se en- -
cuentra en un porcentaje de 80.8 superior en relacion con
los porcentajes de los otros componentes y debido a ello,
el aceite presenta un olor caracteristico muy parecido al
de dicho componente.

2.- También se puede observar que contiene can-
tidades apreciables de beta - ionona y formiato de etilo y
cantidades menores de alfa y gama metil iononas,en por-
centajes relativos de 5.741, 4.008, 1.169 y 1.231 respec-
tivamente.

3.- Se encontro la técnica de cromatografia gas-
l{quido, como la mas adecuada en la separacion de los -
componentes de muestras volatiles; por su eficiencia y
rapidez.

4.- Entre los disolventes ensayados para la ex -
traccién del aceite esencial se escogi6 el éter de petroleo,
ya que extrajo una mayor cantidad de aceite en relacion -
con los otros disolventes.



TABLA No. |

PRUEBAS DE EXTRACCION DE!L ACEITE ESENCIAL DE HOJAS DE AGUACATE,

Peso de Pregién de vaporen Temperatura Volumen dol
Prueba ia muestra el interior del fiitro aproximada condensado Obgervacionecs
en Kg Kg/em? en OC en litros

1 3 0.883 116 20 Cocimiento total de las
hojas.

2 2 0.491 108 20 Tenue, olor caracterfe-
tico.

3 2.5 0.49! 108 20 Tenue, olor caracter{s-

. tico.

4. 3 0,351 102 20 Ligero sumentoen la -
concentracién.

S 2.5 0,351 102 20 Ligero aumentoenla -
concentracién.

6 3 0,210 29 20 Olor caracterfstico con-
centrado,

7 3.5 . 0,210 98 20 Olor caracterfstico con-

centrado,




TABLA No. 2

PRUEBAS DE EXTRACCION CON DIFERENTES DISOLVENTES EN LA COLUMNA DE EXTRACCION
LIQUIDO - LIQUIDO TIPO SHEIBEL., '

Relacidn de volu  Relacidn de flujp  Velocidad de agi- Tiempo de ex-  Cantidad de aceite

Disolvente/(s) men digolvenie/  disolvente/mues tacidn en r.p.m. traccién en hs. extrafdo por litro
muestra en litros tra en cc/min de disolvente enml

Tetracloruro de carbono. 1:5 3:32 1000 1:45 1.08

Hexano. 1:5 3:32 1000 2:20 0.455

Benceno. 1:5. 3:32 1180 3:20 1.57

Eter de petrdleo. 1:5 3:32 1000 2:30 6.8

Hexano y éter de petréleo. 1:5 3:32 1600 3:15 0.190

Hexano y tetracloruro de
carbono. 7:35 3:32 650 2:40 0,258

Tetracloruro de carbono y .
éter do petrdleo. 1:5 3:32 720 2:50 1.05

Hexano, éter de petrdleo y
tetracloruro de carbono, 1:4:6:7 3:32 720 3:00 0.407




TABLA No, 3

CARACTERISTICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE HOJAS DE AGUACATE

Fecha de coleceion Abril de 1985
Peso de Ia plunta fresca 15 Kg
Rendimiento de aceite esencial 30 m) de aceite de color cafe claro

y de color semejante al anis

p23.3°C (penaidad) 0.954 (7)

0,
N?):"3 ¢ {Indice de refraccidn) 1.5000 (8)

20°C .
[‘(] p (Rotacién éptica) 0.02 pricticamente O




TABLA No. 4

ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL ACEITE ESENCIAL ﬂE HOJAS DE AGUACATE

Pleos T ey Tdentilicacisn
! 0.835 0.018 Hezxano.
2 0.104 0,027 Heptano.
3 0.229 - No identificado.
4 4.008 0.048 Foxjmlato de etilo,
5 1.043 0.089 Nonano.
s 0.521 0.032 Propionato da etilo.
1 0.647 0,099 Diacetilo.
8 0.187 0.141 Alfa - pineno.
] 0.689 0,203 Beta - pineno.
10 0.1486 - No identificado.
11 0.386 0.280 Limoneno.
12 80.843 1.6% Estragol.
13 1.879 1.302 Trans - anetol.
14 1.075 1,646 Alcohol fenil etflico,
15 1.169 1.844 Alfa - metil - ionona,
16 5,741 1.019 Bata - lonona,

17 1.231 2,088 Gama - metil - ionona.
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PIG, 4. - CROMATOGHANMA DX UNA MUESTRA DE ACEITE ESENCIAL EXTRAIDA DE HOJAS DE AGUACATE.

Instrumento: ¥ & 83 modolo 720

Tamafo ¢o muestra: 5 microlitecy

Tamato 4o Columna; 260 e 1 0,633 em.

Empague: 20% ¢ Corbomos en Chrogosorh W,
Tempersturs: Progremada 108%C » 220°C, 4°C/min.
Gas nearresdor: Helis 10 mi/min,

Hons Dilidad; 100 milizmperes.

Atenugrign: 54 y 0l
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