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Resumen

Se describen diversas caracteristicas quimicas de las fragancias florales y se presentan ejemplos de
aplicacién de los métodos de espacio de cabeza, destilativos y extractivos mds usados comunmente
para el aislamiento de estas mezclas de compuestos organicos volatiles cuya concentracién varia entre
picogramos y microgramos por litro. Para el analisis GC-MS de las fragancias florales se presentan
recomendaciones sobre su separacion, deteccidon e identificacion, acompanadas de ejemplos.
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compuestos organicos volatiles.

GC-MS analysis of floral fragrance

Abstract

The diverse chemical features of floral fragrances are described and examples of the application of
headspace, distillative and extraction methods most commonly used to isolate these mixtures of volatile
organic compounds whose concentration varies between picograms and micrograms per liter are
presented. Regarding the GC-MS analysis of floral fragrances, recommendations about their separation,
detection and identification are presented together with examples.
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1 Introduccién

Uno de los campos de estudio de productos
naturales comprende un drea muy interesante: la
obtencion y el analisis de las fragancias florales,
que pueden ser monitoreadas tanto in vivo, como
ex vivol'l. El estudio de metabolitos secundarios
volatiles, que emanan las flores, es importante en
muchas areas de las ciencias bioldgicas y quimi-
cas, en agricultura, para el control de plagas, en
el estudio de interacciones planta-insecto, ale-
lopatia, en ciencias analiticas (preparacion de
muestras y cromatografia), en industrias farma-
céutica, de perfumes y cosmética, sabores y fra-
gancias, entre otras. El interés creciente en este
campo de investigacion se refleja en que en los
altimos 20 anos, el nimero de articulos cientifi-
cos publicados por afio sobre el tema, creci6 de 7
(1993) a 158 (2012)™.

Las fragancias florales son mezclas comple-
jas, producto del metabolismo de una planta en
florecimiento; estan compuestas por centenares
de moléculas de diferente origen bioquimico, con
distintas caracteristicas fisico-quimicas (polari-
dad, volatilidad, solubilidad); contienen diversos
grupos funcionales (hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, acidos, ésteres, etc.) y pueden
encontrarse en concentraciones muy disimiles
(desde partes por trillén, ppt, hasta partes por
millén, ppm). Son sustancias predominante-
mente lipofilicas, con peso molecular menor de
300 Da, apolares o medianamente polares, con
presion de vapor alta. La nariz humana puede
ser mas sensible -que un sistema de deteccion
cromatografico-, a algunas sustancias de fragan-
cia floral, presentes a nivel de trazas; por ello,
es necesario llevar a cabo el proceso de extrac-
cién y concentracion de la fragancia floral de tal
manera, que sus componentes sean detectables y
puedan ser identificados. Esto constituye un reto
analitico muy grande. Hoy en dia, este reto se
resuelve aplicando diferentes estrategias: técnicas
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de extraccion en espacio de cabeza (headspace),
métodos destilativos, extractivos con solventes,
y en la superficie activa, i.e., procesos de adsor-
cion/desorcién térmica usando adsorbentes con
diferentes caracteristicas fisico-quimicas*.. Para
el andlisis instrumental de las fracciones volatiles
y extractos se usa la cromatografia de gases (GC)
en versiones monodimensional o bidimensio-
nal, GCxGC, en columnas capilares de diferentes
polaridades y sistemas de deteccién tanto uni-
versales (detector de ionizacién en llama, FID;
detector selectivo de masas, MSD, por sus siglas
en inglés), como selectivos (detector selectivo de
nitrégeno y fésforo, NPD; detector fotométrico
de llama, FPD, para registrar compuestos nitro-
genados o azufrados, respectivamente) y muy
especificos (electroantenografia, nariz electro-

nica, etc.)®.

2 Composicién quimica de las
fragancias florales

Muchos y muy diversos compuestos han
sido detectados e identificados en las fragan-
cias florales. Mds de 1700 han sido registrados
en una multitud diversa de flores estudiadas'®”.
Los grupos principales de compuestos quimicos
encontrados en emisiones florales comprenden
hidrocarburos (saturados, ciclicos y olefinicos);
terpenos, basicamente, monoterpenoides; y ben-
cenoides y fenilpropanoides, entre otros compues-
tos oxigenados de naturaleza mixta, alcoholes,
aldehidos, éteres, ésteres y sustancias que incor-

poran heterodtomos, azufre o nitrégeno.

La composicion de la fragancia floral es uno
de los aspectos mas relevantes y variados del
fenotipo de las plantas. La funcién basica de la
fragancia floral es promover la polinizacién cru-
zada, que es un proceso vital en el ciclo de vida
de la mayoria de las plantas!'l. El conocimiento

de la composicion de la fragancia floral es impor-
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tante para entender la interaccidn planta-insecto,
las estrategias quimicas para atraer los poliniza-
dores, pero también para disuadir a los herbivo-
ros y enfrentar a los patdgenos, para adaptarse
a diferentes estreses abioticos; para estudiar las
rutas bioquimicas de formacién de metaboli-
tos secundarios en una planta, su capacidad de
adaptacion y la evolucion bioldgica. También, es
de interés practico conocer la composicion flo-
ral como fuente de inspiracion para crear nuevas
fragancias y mezclas odoriferas, que se usan en
las industrias de cosméticos, perfumes, produc-

tos de higiene personal o en la aromaterapia.

Las fragancias florales de diferentes plantas,
a pesar de tener un olor diferente y a menudo,
distintivo y diferenciador entre especies y varie-
dades vegetales, poseen muchos compuestos
comunes. Entre estos, conforman un grupo
grande los terpenoides: monoterpenos, sesqui-
terpenos, diterpenos y terpenos irregulares y sus
analogos oxigenados. Entre los mas frecuentes,
figuran monoterpenos oxigenados, alcoholes:
linalol, mentol, geraniol, nerol y sus acetatos;
cetonas: carvona, mentona, verbenona; aldehi-
dos: citral (geranial y neral, sus ¢xidos); hidro-
carburos monoterpénicos: pinenos, ocimenos,
carenos, terpinenos, limoneno, p-cimeno; se
encuentran también sesquiterpenoides, entre los
cuales se pueden mencionar cariofileno, farne-
seno, bisaboleno, cadineno, cubebeno, elemeno,
germacreno y sus isomeros estructurales; 6xidos
y alcoholes, e.g., 6xido de cariofileno, alcoholes
farnesol, nerolidol y sus ésteres. La familia mas
grande en la fragancia floral, tal vez, esta confor-
mada por los hidrocarburos, alifaticos, C,-C,,
(mds frecuentes, C,,-C, ) y olefinicos y algunas
cicloparafinas. Estas sustancias, junto con los aci-

dos grasos, C,,-C,,, forman parte de la capa pro-

22’
tectora de cera que reviste los pétalos de muchas
flores. Una nota odorifera distintiva en la fragan-

cia floral se debe a la presencia en sus mezclas
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de compuestos que contienen atomos de azufre
o nitrégeno, provenientes probablemente del
metabolismo de aminodcidos; entre estos meta-
bolitos secundarios volatiles, figuran compuestos
con grupo nitro, indoles, oximas, nitrilos, antra-

nilatos y sulfuros, entre los mas comunes.

3 Métodos de obtencién de
fragancias florales

Antes de proceder a recolectar los volatiles
de flores, es importante establecer si su monito-
reo se hard in vivo (en el campo) o ex vivo. El
montaje experimental para cada propdsito sera
diferente. Algunas técnicas de extraccién no son
aplicables en el campo para monitoreo de flores
in vivo. Es importante también tener conoci-
miento previo sobre la cantidad de volatiles que
emite la flor, ya que de la cantidad dependera el
sistema de extraccion y concentracién empleado.
El buqué de sustancias volatiles producidas por
las flores puede tener de uno a mas de cien com-
puestos, pero, generalmente, contiene de 20 a 60
sustancias diferentes!'l. La cantidad de volatiles
emitidos va desde los niveles bajos de picogra-
mos hasta mas de 30 pg/L®!. Algunos métodos de
recoleccion de volatiles florales pueden tener un
disefio automatizado que permite el monitoreo
durante 24 horas o por periodos mas largos. Sin
embargo, la mayoria de las técnicas de extraccion
hacen una captura momentanea, un “snapshot’,

de los volatiles florales emitidos!®!?.

Los métodos de extraccion de los metabo-
litos secundarios volétiles de las flores se pue-
den dividir en tres categorias grandes, a saber:
(I) Técnicas de headspace (headspace, HS, por
sus siglas en inglés, o espacio de cabeza) en
modos estatico o dindamico; (II) Técnicas desti-
lativas, entre ellas, destilacion por arrastre con
vapor, destilaciéon con agua-vapor, hidrodestila-

cion, hidrodestilacion asistida por la radiacion
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de microondas y (III) Técnicas extractivas, que
emplean disolventes de diferente naturaleza,
e.g., grasas (maceracion, enfleurage, obtencion
de pomadas), disolventes apolares (hidrocarbu-
ros, obtencion de concretos), disolventes pola-
res (alcoholes, obtencion de absolutos) y fluidos
supercriticos (principalmente, CO,). Las técni-
cas de espacio de cabeza (HS) se emplean en dos
“formatos” diferentes: headspace estatico (S-HS) y
headspace dinamico, e.g., purga y trampa (P&T).
Hoy en dia, la técnica mas popular para el ana-
lisis de fragancias florales es la micro-extraccion
en fase sélida (SPME, por sus siglas en inglés),
operada en espacio de cabeza, HS-SPME. Este
método de extraccion sobre un adsorbente poli-
mérico -que reviste una fibra de silice fundida-,
combina la alta selectividad de extraccion, que
se logra con la escogencia del polimero, su natu-
raleza quimica y el grosor y la optimizacién de
condiciones de muestreo (volumenes del mate-
rial y de espacio de cabeza, temperaturas, tiem-
pos de pre-equilibrio y de exposicion de la fibra,
modos de agitacion de la muestra, aditivos, etc.),
con la concentraciéon de analitos sobre la fibra.
La extraccion y la concentracion simultanea de
la muestra son procesos que destacan a la técnica
SPME vy la hacen muy ventajosa frente a otros
métodos!'!13),

Los métodos headspace aportan la informa-
cion sobre la composicion quimica de las frac-
ciones voldtiles; las técnicas de destilacion, sobre
aceites esenciales, destilados o condensados, mien-
tras que los métodos extractivos (solventes, CO,
supercritico), sobre la composiciéon quimica de
mezclas que pueden incluir sustancias de baja
volatilidad y mayor masa molecular (>400 Da),
que en general se denominan los extractos. Las
composiciones de estas mezclas pueden dife-
renciarse no solamente cuantitativamente, sino
cualitativamente. Tal como se menciond ante-

riormente, en condensados y extractos prevale-
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ceran compuestos mas “pesados’, acidos grasos,
hidrocarburos parafinicos de cadena larga, sus
alcoholes o aldehidos, mientras que en las frac-
ciones volatiles, se encuentran compuestos de
bajo peso molecular, que —eventualmente- pue-
den “escapar” durante la destilacion, en la etapa
de despresurizacion (SFE-CO,) o concentracion

de los extractos.

La composicion quimica de la fraccion
volatil de las flores depende tanto de factores
intrinsecos (genéticos) de la especie, como de
factores extrinsecos, ambientales™. El habitat,
el ambiente donde crece la planta, las condicio-
nes (temperatura, humedad, luz, tipo de suelo,
micronutrientes, etc.), en las cuales se monito-
rean los metabolitos secundarios florales, afec-
taran la composicion cualitativa y cuantitativa
de la fraccion volatil emitida y recolectada. Por
ello, es muy importante durante la recoleccion
de volatiles florales mantener las condiciones de
monitoreo controladas, constantes. Muchisimos
factores externos afectaran la produccion de vola-
tiles en la flor; entre ellos, figuran los cambios de
la temperatura, de la humedad, el aumento o la
disminucién de la energia luminica, entre otros.
Algunas condiciones de estrés (hidrico, lumi-
nico, nutricional) pueden alterar notoriamente la
generacion de volatiles florales o hasta suprimir

su produccion!™,

Algunos aspectos del estudio de las fra-
gancias florales deben contemplar el estado
de desarrollo de la flor'®'7). Las flores del arbol
de ylang-ylang (Cananga odorata Hook Fil. et
Thomson, forma genuina, familia Annonaceae)
son materia prima importante para la obtencion
de aceites esenciales y absolutos, que son ingre-
dientes valiosos en muchos perfumes, jabones,
champus, lociones. En el arbol, la flor permanece
varias semanas, mientras se madura, inicia con
una flor muy pequeia, verde, que aumenta luego

su tamafio, permaneciendo varios dias verde,
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¥, luego, se torna amarilla, grande, con puntos
de color marrén. En el mismo arbol, es comun
encontrar flores en diferentes grados de madu-
racion, junto con los frutos que llevan semillas,
a través de las cuales se propaga esta especie
vegetal. La composicion de volatiles en la flor de
ylang-ylang varia notoriamente con su estado de
madurez. En flores pequenas, verdes, se registran
10 veces menos componentes, que en una flor
amarilla, madura. En las flores de ylang-ylang
maduras, amarillas y completamente desarrolla-
das, se encuentran 16 y 4 veces mas sustancias
oxigenadas livianas (p-metilanisol, alcohol ben-
cilico, 1,8-cineol, benzoato y salicilato de metilo
y etilo, linalol, nerol, geraniol, acetato de bencilo,
anetol, acetato de cinamilo, otros) y sustancias
oxigenadas mds pesadas (sesquiterpenoles, far-
nesal, farnesol, nerolidol y sus acetatos, cedrol,
benzoato y salicilato de bencilo, otros), que en las
flores verdes, pequenas, que empiezan su desar-
rollo. Los compuestos nitrogenados, fenilaceto-
nitrilo, 4-metilbenzaldoxima, indol, 2-fenil-1-ni-
troetano y antranilato de metilo, solo aparecen

en las flores maduras, grandes y amarillas!®'l,

La composicion de los metabolitos secun-
darios en la emision floral varia también segun
la parte de la flor, de donde se extraen los vola-
tiles. En los pétalos de las flores de ylang-ylang,
prevalecen los compuestos oxigenados (mono-
terpenos oxigenados, bencenoides y fenilpro-
panoides), mientras que en los ovarios (parte
central de la flor, pequena y compacta) abundan
los hidrocarburos monoterpénicos y sequiterpé-
nicos?”. La composicion porcentual relativa de
las familias de compuestos presentes en las flores
de ylang-ylang depende del método de su extrac-
cidn: la destilacion con vapor o la destilacion-
-extraccidon con solvente simultdanea (SDE, por
sus siglas en inglés) permiten obtener mezclas
de metabolitos secundarios, ricas en compuestos

oxigenados livianos (50-60%) y en compuestos

Scientia Chromatographica 2013; 5(1):7-25

Stashenko EE, Martinez JR

oxigenados mas pesados (18-20%), mientras que
la extraccién con fluido supercritico, SFE-CO,
aisla extractos, ricos en hidrocarburos alifdticos
(C,>20) y terpénicos, compuestos nitrogenados

y hasta algunos acidos grasos (C ,-C )"

El perfil de compuestos volatiles emitidos
por la flor depende también de la hora del dia;
los insectos que la polinizan pueden ser diurnos
o nocturnos, y, de ello, dependera también la
cinética de emanacion de compuestos fragantes
y el tipo de los volatiles emitidos por la flor, que
varian, para la mayoria de las flores, con la hora
del dia (ritmo circadiano) y segun la funcién
biologica que cumplen. Por ejemplo, en las flores
de ylang-ylang, la cantidad de sustancias nitro-
genadas cambia durante el dia: es maxima en la
madrugada, disminuye después del mediodia y
vuelve a aumentar en las horas de la tarde y de la
noche (Figura 1).

La fragancia de flores de Brugmansia suave-
olens (Familia Solandcea) sigue un claro ritmo
circadiano: la emision de volatiles se incrementa
por la tarde y alcanza su maximo a las nueve de
la noche; luego, la emision de volatiles empieza
lentamente a disminuir (Figura 2); en la mafiana
y durante el dia, las flores casi no huelen, aunque
atraen masivamente las abejas®l. Es interesante
anotar, que algunas flores cambian su fragancia
después de haber sido polinizadas; esto sucede
con las flores de algunas orquideas (Ophrys sphe-
godes)2122,

En la Tabla 1, se retine la informacién sobre
las sustancias volatiles emitidas por las flores de
diferentes especies vegetales, provenientes de
distintos origenes (Africa Oriental, Asia, Arabia,
América del Sur, Centroamérica o México) y
cultivadas en el Complejo Agroindustrial Piloto
de CENIVAM (Bucaramanga, Colombia). Los
volatiles se obtuvieron por HS-SPME, usando
la fibra de PDMS/DVB (65 pum), expuesta a las
flores frescas (ca. 20 g), recién cortadas, colo-
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a - fenilacetonitrilo

b - 4-metilbenzaldoxima
¢ - 2-fenil-1-nitroetano

d - indol

e - antranilato de metilo

9a.m. €4

3p.m. M

20 25 30 min

Figura 1 Cromatograma tipico de los metabolitos
secundarios voldtiles de flores de ylang-ylang (solo
se registran compuestos nitrogenados), monitoreados
a diferentes horas del dia. Columna DB-1 (60 m).

Detector selectivo de nitrégeno y fésforo, NPD.
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Figura 2 Perfil cromatogréfico de los metabolitos
secundarios volédtiles de flores de Brugmansia
suaveolens (familia Solanécea), aislados por HS-SPME,
y el cambio de la cantidad de volétiles emitidos por la
flor (4rea cromatogrdfica total, GC-FID), en funcién de
la hora del dia.

cadas en un recipiente sellado (22 mL), a 40 °C
durante 30 min, con el tiempo de pre-equilibrio
de 15 min. En experimentos previos, se ha deter-
minado que las mejores recuperaciones (area
cromatografica total mas alta) de volatiles se
obtienen, en su orden creciente, con las fibras,
asi: PA (85 um) < PDMS (100 ym) < PDMS/DVB
(65 pm) = CAR/PDMS (65 pm). Con tiempos de
exposicion de la fibra cortos (2-5 min), solo se
logra recuperar aldehidos y alcoholes volatiles
e hidrocarburos monoterpénicos; con tiempos

Andlisis de fragancias florales por GC-MS

de exposicién mas prolongados (20-40 min), en
la fraccion volatil, se registran también bence-
noides, fenilpropanoides, monoterpenos oxige-
nados y sesquiterpenoides, junto con parafinas
(C,>13) y sus andlogos insaturados, aldehidos y
alcoholes de cadena més larga (C_>13); sustan-
cias nitrogenados, indoles y antranilatos. A pesar
de que las flores pertenecen a plantas de géneros
diferentes, varios componentes volatiles en sus
emisiones florales son los mismos (Tabla 1). La
diversidad en la composicion se aprecia en que
entre los 115 compuestos diferentes que apare-
cen en la Tabla 1, el 51% de los compuestos apa-
rece en solamente 1 de las especies, el 31% apa-
rece en 2 especies, 10% en 3, 3,5% en 4 y 3,5%
en 5 especies. En una comparacion hecha entre
165 articulos cientificos sobre composicion de
fragancias florales, se encontr6é que la rosa fue
la flor mas estudiada (21 publicaciones), seguida
por la petunia (10) y el jazmin (6), entre 73 flo-
res diferentes objeto de estos estudios'?. El linalol
fue el constituyente volatil encontrado mas fre-
cuentemente (24 especies), seguido del 2-feni-
letanol (19 especies), el geraniol, el f-ocimeno,
el germacreno D vy el citronelol (9 especies). La
microextraccion en fase solida fue la técnica de
aislamiento de sustancias volatiles mas comun en
estos articulos (33%), seguida del muestreo hea-
dspace (22%), la extraccion con solventes (16%)
y la destilacion (13%).

4 Andlisis cromatogréfico de
fragancias florales

Las sustancias que conforman la fracciéon
volatil aislada de las flores son de bajo peso
molecular (<300 Da) y conforman mezclas de
componentes con diversa polaridad y concentra-
cion; gracias a la naturaleza de los compuestos
volatiles, su analisis se hace por cromatografia de

gases (GC). Debido a la complejidad de algunas
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mezclas de volatiles aislados de flores y a la pre-
sencia en ellas de sustancias isoméricas (isome-
ria geométrica, de posicion, estereoisomeria), se
recomienda hacer su analisis en columnas capi-
lares de silice fundida, preferiblemente largas, de
50 0 60 m, con diametros internos (D.I.) de 0.25,
0.22 0 0.20 mm. Los didmetros internos meno-
res, aunque permiten aumentar la resolucidn,
eventualmente, pueden comprometer también la
sensibilidad. Se usan columnas con el grosor de
la fase estacionaria (d,) igual o mayor de 0.25 pm,
todo ello, para que la forma de picos, su sepa-
racion y la sensibilidad, necesaria para su detec-
cion reproducible, sean adecuadas.

Generalmente, para la inyeccion de la mues-
tra (T° del inyector, usualmente, de 230-250°C),
se puede usar la relacion de split de 1:30, pero,
cuando las concentraciones de algunos com-
ponentes de interés son bajas, es conveniente la
inyecciéon en modo splitless. Cuando se emplea
el modo de inyeccion splitless, para disminuir la
“dispersion” o el ensanchamiento de los picos de
sustancias muy volatiles, se puede hacer la inyec-
cion en el modo de splitless pulsado; es cuando la
presion de entrada del gas de arrastre, durante la
transferencia de la muestra por el liner, se incre-
menta unas 2-3 veces. Teniendo en cuenta la
presencia de algunas sustancias termolabiles, la
inyeccioén on-column o con la programacion de
temperatura (con PTV, programmed-temperature
vaporizer, por sus siglas en inglés), podria ser
una buena alternativa.

Para el analisis de las fracciones volatiles, la
temperatura inicial de la columna de 35-50°C
seriala recomendable; la naturaleza de la muestra
(compuestos volatiles) no exige que la tempera-
tura final de la columna sea alta, la de 200-250°C
sera suficiente para eluir los componentes mas
retenidos. La velocidad de calentamiento de la
columna es funcion de su longitud: a mayor lon-
gitud, mas lentamente hay que calentar la colu-
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mna, 3-4°C/min, pero si se usan columnas mas
cortas, e.g., de 30 m, se podria ir incrementando
la temperatura de la columna mas rapidamente,
a razon de 5-7°C/min. Por supuesto, el proceso
de programacion de la temperatura en la colu-
mna es optimizable, depende de la complejidad
de la mezcla de sustancias a analizar (nimero de
componentes, isomeria o similitud estructural),
su naturaleza (polaridad, peso molecular), las
dimensiones de la columna (L, D.I.), el tipo de

la fase estacionaria (polaridad) y su grosor (d,).

Para el andlisis de la fraccién volatil floral
se usan, en combinacion, dos columnas: una,
con la fase estacionaria polar, poli(etilenglicol)
(e.g, INNOWAX, DB-WAX, HP-20M, otras)
y la otra, con la fase estacionaria apolar,
poli(dimetilsiloxano) (HP-1, Ultra 1, DB-1,
BP-1, otras) o 5%-fenil poli(dimetilsiloxano)
(HP-5, DB-5, Ultra 2, CPSil 5, BP-5, otras). En
la Figura 3, se pueden observar perfiles cromato-
graficos de la fragancia de flores de café (Coffea
arabica, Fam. Rubidcea), aislada por HS-SPME
(CAR/PDMS, 65 pum; temperatura - 60°C, tiempo
de exposicién de la fibra — 30 min), obtenidos

por GC-MS en columnas de diferente polaridad.

La cromatografia de gases enantioselectiva
aprovecha el hecho de que los enantiémeros
poseen tiempos de retencion diferentes cuando
en la fase estacionaria se insertan compuestos
que pueden formar aductos cuya estabilidad es
funcion de la forma tridimensional del analito.
Las ciclodextrinas, con su geometria de cono
con cavidad de diferente tamafo, han resultado
ser agentes quirales muy efectivos al constituir
complejos de inclusion que permiten discri-
minar isémeros segun su forma. Las fragancias
de jazmin (Jasminum grandiflorum) y otras flo-
res (Osmanthus fragrans, Boronia megastima)
contienen una mezcla de estereoisomeros del
jasmonato de metilo. Wilfred Koénig reporté la

separacion de todos los isomeros por medio de
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Figura 3 Cromatogramas tipicos de la fragancia de flores de café aislada por HS-SPME (CAR/PDMS, 65 um;
60°C, tiempo de exposicién de la fibra — 30 min). A. Columna cromatogréfica apolar DB-5MS (60 m x 0.25 mm
x 0.25 mm). Detector selectivo de masas (MSD, El, 70 eV); B. Fragmento ampliado del mismo cromatograma,

donde se observa la separacién deficiente de limoneno (LRI = 1030), alcohol bencilico (LRI = 1031) y 1,8-cineol
(LRI = 1032); C. Columna cromatogrdfica polar DB-WAX (60 m x 0.25 mm x 0.25 um). Detector selectivo de
masas (MSD, El, 70 eV); D. Fragmento ampliado del mismo cromatograma, donde se observa la separacién

mejor de limoneno y 1,8-cineol; el alcohol bencilico tiene un tiempo de retencién mucho més largo (t, =34.1

min, LRI = 1895) en la columna polar y no co-eluye con limoneno, tal como sucede en la columna apolar (B).

cromatografia de gases preparativa en la que uti-
liz6 columnas empacadas con ciclodextrinas.
Esto permitié confirmar la estimacion hecha por
Acree y Barnard, de que el isdmero (+)-epi-jas-
monato de metilo tiene un umbral de olor unas
500 veces mas bajo que el del isémero mayorita-

rio, el (-)-jasmonato de metilo!?*.
aldehidos

monoterpenos oxigenados que se encuen-

Los y alcoholes lilac son
tran en especies vegetales de muchas familias.
Lamiaceae (Origanum vulgare®®'), Orchidaceae
(Platanthera sp.*®'), Rosaceae (Prunus padus®®”),
y Rubiaceae (Cephalanthus occidentalis®') son
algunos ejemplos de estas familias. Cada una de

las moléculas lilac posee 3 carbonos quirales, lo

que da lugar a 8 estereoisomeros del aldehido y 8
estereoisomeros del alcohol lilac. Détter] et al.!
lograron separar todos los isdémeros del aldehido
y 7 isébmeros del alcohol lilac, por medio de un
sistema de cromatografia de gases bidimensional
en el que una columna capilar de 30 m con fase
estacionaria de 5%-fenil polimetilsiloxano fue
unida por medio de una valvula T a un detec-
tor selectivo de masas y a otra columna capilar
de 30 m con una fase estacionaria formada por
fenil-poli(dimetilsiloxano) (70%) y un derivado
de ciclodextrina (30%). Cada columna tuvo un
horno independiente. Este sistema se modifico
para convertirlo en cromatografia microprepara-

tiva. La salida de la segunda columna se conectd

Scientia Chromatographica 2013; 5(1):7-25
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a un divisor de flujo que permitié dirigir una
parte del efluente hacia un detector de ioniza-
cion en llama y la otra parte hacia una barra de
agitacion recubierta de PDMS, para absorber los
analitos separados. Esta modificaciéon permitio
recoger los isémeros, que luego se emplearon en
experimentos de electroantenografia en los que
se utilizaron antenas de diferentes insectos para
examinar si habia alguna respuesta selectiva para
alguno de los isomeros. Se encontrd que las ante-
nas de la polilla Hadena bicruris respondieron a
los 8 isdmeros de aldehido lilac, pero fueron mas

sensibles a algunos isdémeros que a otros.

El sistema de deteccion mas comun para el
analisis comparativo y para la cuantificacion de
compuestos en las fracciones volatiles aisladas
de flores es el detector de ionizacion en llama
(FID), un sistema simple, robusto, con una sen-
sibilidad aceptable y un amplio rango dinamico.
Los detectores selectivos, tales como el detector
de nitrégeno y fosforo (NPD) vy el detector foto-
métrico de llama (FPD), son herramientas muy
utiles para la deteccion selectiva de compuestos
nitrogenados y azufrados, muy frecuentes en las

fragancias florales.

Un ejemplo interesante de la aplicacion de
la antenografia al estudio de la relacion planta-
-insecto es el trabajo de Balao et al.’”, sobre la
emision de volétiles por las flores de Dianthus
inoxianus. Esta especie es polinizada Ginicamente
durante la noche por solamente un tipo de poli-
nizador, Hyles livornica, un insecto que poliniza
un buen numero de especies diferentes. La esen-
cia floral de D. inoxianus contiene 68 compues-
tos volatiles, pero estd dominada por sustancias
alifaticas que poseen un grupo cetona en la posi-
cion 2. El analisis cromatografico mostr6 que la
cantidad total de volatiles liberados durante el
dia es similar a la de la noche, lo cual no se corre-
laciona con la actividad del insecto polinizador.

Sin embargo, la electroantenografia permitio

Scientia Chromatographica 2013; 5(1):7-25
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determinar cuales compuestos volatiles causan
respuesta en las antenas de machos y hembras
de H. livornica. Al seguir su variacion entre dia
y noche, se encontré que la proporcién de com-
puestos activos aumenta en la noche, lo que sirve

de sefial para atraer al insecto polinizador.

El ejemplo anterior muestra un tipo de
experimento que solamente es posible al dispo-
ner de un detector de alta especificidad. Empero,
el sistema de detecciéon mas importante y de
mayor uso en el analisis de mezclas volatiles es el
detector selectivo de masas (MSD); su combina-
cion con la cromatografia capilar (GC-MS) es un
instrumento perfecto para lograr la separacion
e identificaciéon (presuntiva o confirmatoria) de

componentes presentes en una mezcla.

El modo de ionizaciéon mas empleado para
el analisis de sustancias volatiles es el impacto
con electrones (EI) de 70 eV de energia. Los
espectros de masas (MS) de EI contienen mucha
informacién, porque en el espectro aparecen
sefiales de numerosos fragmentos ionizados,
que forman una combinacién unica y que per-
mite diferenciar una molécula de la otra. En la
Figura 4, aparecen espectros de masas de dos
sesquiterpenos, -cariofileno y a-humuleno,
presentes frecuentemente en flores y plantas en
general. La masa (m/z) de fragmentos (iones o
ion-radicales) y sus abundancias relativas, que
conforman el patrén de fragmentacion, son la
guia para diferenciar las estructuras. Los indi-
ces de retencion lineales (LRI, por sus siglas en
inglés), de ambos sesquiterpenos se diferencian
en 15-20 unidades para columnas de fases esta-
cionarias, polar y apolar. Los LRI medidos expe-
rimentalmente en las columnas polar y apolar, se
comparan con los registrados en la literatura o en
bases de datos**.

Sin embargo, hay situaciones mas comple-

jas: es cuando los espectros de masas y LRI de
las sustancias son similares y el margen de duda
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Figura 4 Espectros de masas de impacto con electrones (El, 70 eV) de los sesquiterpenos isoméricos, B-cariofileno
y a-humuleno, que presentan patrones de fragmentaciéon claramente distinguibles [Tomado de: NIST Chemistry
WebBook, NIST Standard Reference Database Number 69, http://webbook.nist.gov]. Sus indices de retencién
lineales (LRI) se diferencian en 15-20 unidades en columnas apolares, e.g., DB-1 [poli(dimetilsiloxano)] o DB-5
[5%-fenil poli(metilsiloxano)]®'%, lo que ayuda a diferenciarlos por su retencién en la columna, apolar o polar.
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Number 69, http://webbook.nist.gov], que no permiten diferenciarlos solo con base en sus espectros de masas.
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es bastante amplio. En la Figura 5, aparecen los
espectros de masas (EI, 70 eV) de safrol y de su
isdmero, isosafrol. El isosafrol puede existir en
dos formas geométricas, isdmero cis- e isdmero
trans-. Es dificil diferenciar las dos sustancias
por sus espectros de masas: solo se observan
pequenas diferencias cuantitativas en las abun-
dancias de algunos iones. Los LRI de los isome-
ros no se diferencian mucho, en unas 5-7 unida-
des, lo que no permite diferenciarlos con base en
este parametro®®: en este caso, para la identifica-
cién confirmatoria del compuesto se requiere el
uso de una sustancia certificada (patrén).

En el caso de estudio de emisiones flora-
les y la relaciéon de algunos componentes como
atrayentes de polinizadores, la identificacion
confirmatoria es importante, pero para muchas
sustancias, no hay patrones comerciales; enton-
ces, se recurre a la sintesis de la sustancia, para su
identificacién quimica completa.

El andlisis del aceite esencial de las flores
de ylang-ylang por cromatografia completa con
analizador de tiempo de vuelo, GCxGC-TOFMS,
permitié detectar un total de 161 compuestos, de
los cuales 75 no habian sido encontrados en el
andlisis GC-MS unidimensional®.. Sin embargo,
a pesar de que la segunda dimensién cromato-
grafica permite un aumento dramatico en la
resolucion, algunos compuestos pudieron ser
clasificados segtin su naturaleza quimica, pero
no se logré su identificacién completa debido a
su gran similitud espectral con otros componen-

tes y a la carencia de sustancias patrén.

En resumen, las fragancias florales son
mezclas complejas cuyo estudio requiere una
seleccion cuidadosa de las técnicas de aisla-
miento y de analisis instrumental. Gracias a los
avances en estos campos, es posible ahora lograr
una caracterizacion detallada de los compuestos
volatiles emitidos por las flores, hasta distinguir
entre diversos estereoisémeros.
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