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RESUMEN

En el presente trabajo se tuvo como objetivo principal el aislamiento y la caracterizacion
experimental y computacional de eugenol en la albahaca de sal (Ocimum basilicum) y la

albahaca de dulce (Ocimum americanum).

Se utilizaron tres técnicas para la extraccion del aceite esencial de las hojas y flores:
destilacién por arrastre de vapor, destilacion directa y extraccion Soxhlet. Posteriormente,
por medio de reacciones &cido-base y solubilidad, se aislo el eugenol del resto de

componentes presentes en el aceite esencial.

La segunda etapa fue la caracterizacion del eugenol por medio de técnicas analiticas tales
como espectroscopia de infrarrojos y espectroscopia ultravioleta y visible, contrastando los

resultados obtenidos de las muestras con un estdndar de eugenol.

Los espectros obtenidos principalmente en la zona de infrarrojos permitieron caracterizar
al eugenol obtenido de las dos clases de albahaca, esto debido a que esta técnica nos
permite identificar un compuesto con un alto grado de seguridad. Por ello las técnicas

espectroscopicas tienen un uso muy amplio y confiable.

El trabajo computacional consistié en la obtencién de los espectros de infrarrojos y
ultravioleta/visible utilizando el software Gauss View 4.1.2 y Gaussian 03 para
compararlos con los correspondientes espectros de las diferentes muestras analizadas, para

ello se utiliz6 el método de calculo B3LYP y el conjunto de bases 6-311g.

Se determiné que el porcentaje de eugenol presente en los dos tipos de albahaca es muy
bajo, sin embargo hay que destacar que la albahaca de sal posee un porcentaje mayor que

la albahaca de dulce, llegando a obtenerse un 0.04% de eugenol.



En conclusion, la cantidad de eugenol que se pudo obtener de estos dos tipos de albahaca
estd entre un 0,02% y 0,04% con respecto al peso de albahaca fresca usado en las
extracciones, en términos de rendimiento la extraccion soxhlet presenta un mayor
porcentaje, pero al mismo tiempo la cantidad de solvente necesario es muy alta y esto no es

econdmico y tampoco amigable con el medio ambiente.

La extraccion por arrastre de vapor presenta un mejor resultado tomando en consideracion
dos factores: la cantidad total de solvente necesario para el aislamiento de eugenol vy el
porcentaje que podemos obtener, siendo de un 0,03% con respecto al peso de muestra
fresca. Los espectros de infrarrojos guardan relacién entre ellos teniendo una correlacién
de 99,79% el espectro computacional y el estandar, mientras que las muestras en promedio
tienen un 96,61% para la albahaca de sal y 94,12% la albahaca de dulce, comparadas con

el mismo estandar.

Palabras clave: Eugenol, albahaca de sal, albahaca de dulce, solubilidad, espectroscopia

de infrarrojos, espectroscopia ultravioleta/visible.



ABSTRACT

This work had as main objective the isolation and experimental and computational
characterization of eugenol in salt basil (Oscimum basilicum) and sweet basil (Ocimum

americanum).

Extraction of essential oil from the leaves and flowers was perfomed with 3 techniques:
steam distillation, direct distillation and Soxhlet extraction. By means of acid-base

reactions and solubility, eugenol was isolated from other components in the essential oil.

The second step was the characterization of eugenol using instrumental techniques such as
infrared and ultraviolet/visible spectroscopy. The results obtained from the samples were

compared with a standard of eugenol.

Infrared spectra allowed the characterization of eugenol obtained from two kinds of basil.
This technique allows us to identify a compound with a high degree of security. Therefore

spectroscopic techniques have a wide and reliable use.

The computational work consisted in the calculation of infrared and ultraviolet / visible
spectra. Gauss View 4.1.2. and Gaussian 03 software was used for comparison with the
corresponding spectra of the various samples tested. The method of calculation B3LYP

and basis set 6-311g were used.

It was found that the percentage of eugenol in the two types of basil is very low, however,
it should be noted that salt basil has a higher percentage than sweet basil, reaching 0.04%

of eugenol.



In conclusion, the amount of eugenol that can be obtained from these two types of basil is
between 0.02% and 0.04% as fresh basil weight; regarding performance, soxhlet extraction
shows higher yield, but it is not economical and nor environmental friendly due to the

amount of solvent required.

Steam stripping shows better results taking into account two factors: the total amount of
solvent required for the isolation of eugenol and final yield. Infrared spectra had 99.79%
of correlation between computational and standard spectrums, while samples rendered an
average correlation of 96.61% for salt basil and 94.12% for sweet basil compared with the

same standard.

Keywords: Eugenol, salt basil, sweet basil, solubility, infrared spectroscopy,

ultraviolet/visible spectroscopy.



INTRODUCCION

Existe una gran variedad de plantas que entran en la descripciéon general de albahaca,
puesto que es una especie que tiene muchos quimiotipos naturales distintos [1]. En
términos generales la importancia de la albahaca est4 dada debido a su uso en gastronomia
y en el campo de la medicina tradicional, se han realizado estudios que confirman su

actividad antibacteriana, antifingica, analgésica, antiespasmadica, carmitiva, entre otras

[2].

El mercado para comercializar la albahaca es muy diverso, ya que su uso se ha difundido a
nivel mundial y en diferentes presentaciones, tanto fresca como seca, asi como su aceite
esencial. Los principales importadores de albahaca son paises europeos como Alemania,
Francia, Reino Unido y Holanda; en América el principal comprador es Estados Unidos de

Norte América [3].

En nuestro pais la albahaca de sal se la emplea en la gastronomia, mientras que la albahaca

de dulce se la utiliza como parte de la medicina tradicional para bafios curativos.

Este estudio se orientd al aislamiento y caracterizacion de eugenol en la albahaca de sal y
de dulce que se encuentra en los mercados populares de la ciudad, analizandolas tal cual se
expenden y son utilizados sin ningun tipo de tratamiento previo. Se obtuvo el aceite
esencial por tres métodos distintos, siendo estos: arrastre de vapor, extraccion con hexano

con un equipo soxhlet y destilacion acuosa directa.

El asilamiento de eugenol se realizd por medio de reacciones acido-base teniendo en
consideracién la naturaleza quimica de la molécula de eugenol. La separacion del resto de

componentes del aceite esencial se la realizé por medio de solubilidad.



Las técnicas de caracterizacion utilizadas fueron: la espectroscopia de infrarrojos, con la
que se obtuvo el espectro de cada una de las muestras y su correspondiente duplicado; y la
espectroscopia ultravioleta/visible que ayudé a caracterizar el eugenol total obtenido de las

cinco muestras de cada tipo de albahaca.

La importancia del aislamiento de eugenol se basa en sus usos farmacéuticos, en el caso de
la albahaca porque la obtencidn del fenilpropano a partir de esta es mas econémica que la

tradicional extraccion del clavo de olor (Eugenia caryophyllata) [4].

Por lo anteriormente expuesto es necesario complementar el presente estudio con otros
similares orientados a determinar la etapa de la planta en la que se encuentra una mayor
concentracion de aceite esencial y por consiguiente de eugenol, estudios que se han

realizado en India, con la especie Ocimum sanctum [4].

En cuanto al estudio computacional realizado, se utilizaron los mejores espectros obtenidos
computacionalmente en un estudio del laboratorio de Quimica computacional de la
Escuela de Ciencias Quimicas de la PUCE, mediante el software Gauss View 4.1.2. y
Gaussian 03, en el que se pudo observar que el método B3LYP con base 6-311g nos
permite obtener espectros de mejor calidad tanto para Infrarrojos como para UV-VIS, los
mismos que fueron comparados con los obtenidos mediante las técnicas instrumentales

correspondientes.

Para facilitar la busqueda de informacion en el presente trabajo, el mismo esta dividido en

cuatro capitulos, siendo estos:

Capitulo 1. Marco tedrico con una descripcion breve de las albahacas de sal y dulce asi
como del eugenol, fenilpropanoides e introduccion a la quimica computacional, con sus

respectivos sustentos bibliograficos.



Capitulo 1. Materiales y procedimientos, en los que se podra encontrar descripcion de las
técnicas analiticas, instrumentales y computacionales utilizadas en el desarrollo del

estudio.

Capitulo I11. Resultados de la investigacion realizada y comparacion con bibliografia

Capitulo 1V. Conclusiones y Recomendaciones que se han derivado del estudio realizado



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 ALBAHACA DE SAL (Ocimum bacilicum)

1.1.1 DESCRIPCION

La albahaca de sal u Ocimum bacilicum es una planta que pertenece a la familia de las
Lamiaceas (Lamiaceae), es una planta de tipo perenne, es decir se la cultiva durante todo
el afo, puede llegar a medir unos 50 cm de altura, la forma de sus hojas es ovalada un tanto
alargada y dentada en los bordes con glandulas de aceite. El tallo es de aspecto
cuadrangular muy ramificado, tiene pequefias flores generalmente blancas o de un color
rosado muy tenue. Es una planta que expele un intenso aroma caracteristico con cierta

similitud al del clavo (Eugenia caryophyllata) [5].

En la Figura 1.1 podemos apreciar una ilustracion de la albahaca de sal (Ocimum

basilicum)



Figura 1.1 Ocimum basilicum [6]

1.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Subfamilia: Nepetoideae

Tribu: Ocimeae

Género: Ocimum

Especie: Ocimum basilicum



1.1.3 USOS DE LA ALBAHACA DE SAL

MEDICINA TRADICIONAL

Se utiliza la albahaca generalmente fresca porque la creencia indica que seca pierde sus
propiedades, Ocimum basilicum se dice que es estimulante, toénico, carmitiva,
expectorante, diurético entre otros, para ello se la utiliza en distintas formas como:

decoccion, infusion, aceite esencial, inhalacion y en preparados con otras plantas [5].

Se utiliza en procesos inflamatorios para aliviarlos como por ejemplo en inflamacion
vaginal, de matriz, de anginas e incluso su uso se extiende a molestias respiratorias tales
como catarro, inflamacién de garganta, tos [7]. Para el dolor de oido, también conocido
como otitis, se sugiere el uso del jugo de albahaca, es decir una solucién acuosa de las

hojas de la planta, con la que se deben realizar lavados para calmar la molestia [8].

Incluso en la medicina tradicional de Puerto Rico se usa la infusion para aumentar la

secrecion de leche en mujeres con un parto reciente [9].

MEDICINA Y COSMETOLOGIA

Se han realizado estudios para comprobar la utilidad de la albahaca en varios de los casos
citados en los que se emplea en la medicina tradicional, asi por ejemplo, en la Pontificia
Universidad Javeriana de Bogota, se realizé un estudio in vitro de la accion relajante de
una infusion al 10% de Ocimum basilicum sobre el ilion de rata precontraido con KClI, este

cloruro acttia sobre el musculo liso intestinal provocando un dolor abdominal, la accién de

10



la albahaca permite tener un relajamiento del 75% con una dosis de 3 mL. lo que justifica

su uso tradicional para malestares estomacales [10].

En el campo antibacterial también existen estudios en los que se pueden apreciar resultados
positivos sobre el uso de aceite esencial de albahaca en colonias de Pseudomonas
aeruginosa, Migula, Shigella sp, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y dos
cepas diferentes de Escherichia coli. En los estudios se destaca que la presencia de
compuestos como el linalol y eugenol en los extractos de la albahaca pueden ser los

responsables de esta actividad sobre los microorganismos mencionados [11].

Para el area de cosmetologia se emplea aceites esenciales no solo por su fragancia o
efectos cosméticos, en el caso de la albahaca que contiene eugenol y linalol estos
compuestos por su actividad antimicrobiana aportan sus propiedades a productos para

tratamiento de acné, shampoo, tonicos y mascarillas [12].

1.2 ALBAHACA DE DULCE (Ocimum americanum)

1.2.1 DESCRIPCION

La albahaca de dulce, como es conocida en nuestro pais, u Ocimum americanum, tiene
varios nombres por los que se la identifica en otros paises por ejemplo: Albahaca
americana, albahaca velluda, hoary basil, american basil. Por su nombre cientifico tiene

sinénimos: Ocimum africanum Lour, Ocimum canum Sims [13].
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Es una planta anual, perteneciente a la familia de la Lamiaceas, tiene mucha semejanza con
la albahaca comun, albahaca de sal u Ocimum basilicum, las principales diferencias de la
albahaca de dulce son: el labio inferior del céliz no se dobla hacia atras, el tallo de la flor es

mas corto que el caliz, su olor caracteristico se asemeja al del limén o lima [14].

Puede crecer entre 30 y 100 cm de alto, el tallo y las ramificaciones tienen forma
cuadrangular de coloracién verde oscuro o pdrpura , las hojas son lanceoladas o elipticas
alargadas de 2,5a5 cm de largo y 1 a 2,5 cm de ancho, la inflorescencia puede medir unos

15 cm de alto [13].

En la Figura 1.2 tenemos una representacion de la albahaca de dulce (Ocimum

americanum).

Figura 1.2 Ocimum americanum
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1.2.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia; Lamiaceae

Subfamilia: Nepetoideae

Tribu: Ocimeae

Género: Ocimum

Especie: Ocimum americanum

1.2.3 USOS DE LA ALBAHACA DE DULCE

MEDICINA TRADICIONAL

Se utilizan las hojas de la albahaca de dulce como estimulante y por sus propiedades
carminativas y emenagogas, es decir que ayuda a la circulacion en el area de la pelvis y en
algunos casos fomentar la menstruacion. El zumo de las hojas se usa para tratar molestias

en los oidos (otitis) [15,16].
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En nuestro pais su uso tradicional principalmente tiene que ver con bafios curativos, bafios
de suerte o aromaticos, creencias propias de nuestra cultura ancestral que hasta ahora se

conserva en los mercados de la ciudad.

COSMETOLOGIA

El aceite esencial proveniente de las hojas y flores de albahaca de dulce (Ocimum
americanum) se utiliza en cosmetologia como parte del perfume de jabones y cosméticos,

ademas se lo emplea porque el aceite inhibe el crecimiento del bacilo tuberculoso [17].

1.3 FENILPROPANOIDES

En el presente estudio es importante mencionar a los fenilpropanoides debido a que el

eugenol pertenece a este tipo de compuestos.

Son un amplio grupo de compuestos organicos presentes en los aceites esenciales, son
derivados fendlicos, producto del metabolismo secundario de las plantas superiores. Su
estructura basica consta de un anillo aromatico y tienen sustituciones de al menos un grupo

hidroxilo [18].

Los fenilpropanoides estan relacionados con dos aminoacidos: la fenilalanina y la tirosina,
pero muchos de los compuestos de este grupo provienen de la ruta bioquimica del acido
shikimico [19]. Esta es la principal ruta de biosintesis de compuestos fenolicos en las
plantas, el inicio de la ruta proviene de reacciones entre la D-eritrosad-p y el acido

fosfoenopiruvico para formar el acido shikimico [20]. Este acido fue descrito por primera
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vez en 1885 cuando se lo aislé de la planta asiatica Shikimi-Noki (Illicium sp.), por ello
este acido lleva el nombre alusivo a la planta de la que fue extraido [21]. En la Figura 1.3
podemos apreciar la biosintesis para la obtencion del &cido Shikimico a partir de la D-

eritrosa4-P y el acido fosfoenopiravico.

COOH .
P po  CO0H

ﬂﬁLﬁ{'“: v
o )
0 (ﬂ {E}“ P
F
HO OH H (H
HI¥ 4]
N :

OH

l.zn

COH Ci0H 3 COH

HE
+TH =Hz 0
HLY CiH v OH o OH
OH OH OH

Acity shikimics

H (‘ COOH
-Pi
—_—

Figura 1.3 Biosintesis del acido shikimico [21]

En un resumen breve podemos decir que el eugenol es un derivado de la ruta del acido
shikimico, partiendo de la fenilalanina, luego pasando por el acido cindmico para llegar al
eugenol, todo esto por medio de muchas reacciones de biosintesis, por las que se pas6 por
el acido cafeico y el &cido feralico antes del eugenol. En la Figura 1.4 podemos apreciar un
resumen del proceso en el que el eugenol se encuentra dentro del grupo de los fenoles

simples [20].
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Eritrosa-4 Acido fosfoenolpirivico
fosfato (de la glicolisis)

(de la ruta de las

pentosas fosfato)

Ruta del acidc
siquimico

|

Fenilalanina

Acido Acido cinamico
gélico

Taninos hidrolizables
Flavonoides

Taninos condensados

Figura 1.4 Breve resumen de la ruta del acido shikimico [20]

1.4 EUGENOL

1.4.1 DESCRIPCION

El eugenol es un compuesto organico derivado del fenol, pertenece al grupo de los
fenilpropanoides; se lo extrae de plantas, principalmente del clavo de olor pero también se

lo encuentra en pimienta, hojas de laurel, canela, albahaca, entre otras.

Es un liquido aceitoso de color amarillo muy tenue, su olor es caracteristico y muy facil de
distinguir. En cuanto a la solubilidad es insoluble en agua y soluble en solventes organicos

[22].
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Dentro de las propiedades fisicas y quimicas del eugenol podemos mencionar [23]:

Punto de fusion: -9,2°C

Punto de ebullicion: 252 °C

Punto de inflamacion: >110°C
Densidad: 1,07 glem® (20 °C)

1.4.2 USOS: VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL EUGENOL

Su uso es muy amplio, en odontologia se lo utiliza desde hace mas de cien afos,
actualmente su principal aplicacién en este campo es la elaboracion de una pasta junto al
oxido de zinc, esta mezcla sirve de relleno en conductos dentales, se produce una accion
doble en este proceso, primero la accion analgésica del eugenol sobre los tejidos blandos y
segundo que la pasta formada por el oxido de zinc y el eugenol forman un cemento que
sella el conducto, este procedimiento es temporal hasta que se pueda realizar el proceso
final con el material definitivo en la pieza dental, segun lo descrito en las técnicas de

estomatologia [24].

La accion analgésica esta dada porgue el eugenol inhibe la accion de la ciclooxigenasa, en
concentraciones bajas este efecto es reversible, mientras que en altas concentraciones tiene
la desventaja de ser irreversible, produciéndose un bloqueo de la conduccion nerviosa lo

que lleva al eugenol a ser un neurotdxico [22].

En cuanto a la toxicidad de este fenilpropanoide, la DLsg en ratas indica 1,930 mg/kg por
ingestion, por lo que se debe tener cuidado en su uso en odontologia, porque al usarlo
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como parte del material sellante temporal en conductos dentales, el eugenol por accion de
la saliva se libera y es ingerido por el paciente, existen estudios que sugieren que existen
efectos citotoxicos con relacion al material de relleno en conductos dentales dependiendo

con el tipo de células con las que esté en contacto [25].

1.5 QUIMICA COMPUTACIONAL

1.5.1 INTRODUCCION A LA QUIMICA COMPUTACIONAL

La quimica computacional pertenece al campo de la quimica tedrica, fundamentalmente
consiste en el modelaje de propiedades fisicoquimicas por medio de un software
computacional, con la finalidad de predecir el comportamiento molecular, lo que se
convierte en una guia importantisima para la quimica experimental y de esta manera se
puede utilizar con mayor efectividad los recurso econdmicos y tiempo en una

investigacion.

El trabajo en quimica computacional estd basado en la quimica cuantica, la que a su vez se
explica por medio de la mecénica cuéntica. Esto se debe a que toda la informacion para un
modelaje de un sistema microscopico, como lo es el estudio atomico y de particulas
subatomicas, esta basado en el carécter estadistico, estudia el movimiento de
macroparticulas, tanto atomicas como subatomicas, y estos movimiento pueden ser

utilizados para calcular propiedades fisicoquimicas de los &tomos o moléculas [26].
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Tal es la importancia de la quimica computacional que los cientificos John Pople y Walter
Kohn recibieron el Premio Nobel de Quimica, en 1998, por su contribucién al desarrollo de

las técnicas computacionales para explicar la estructura y actividad molecular [27].

Y aln mas reciente podemos mencionar a los investigadores: el austriaco Martin Karplus
(Universidad de Strasburgo/Harvard), el sudafricano Michael Levitt (Standford) y el israeli
Arieh Warshel (Universidad de Southern California) ganadores del premio Nobel de
Quimica en 2013 por desarrollar modelos multiescala de sistemas quimicos complejos,

todo esto como aplicacion de la quimica computacional.

1.5.2 METODOS COMPUTACIONALES [28]

Existe una gran cantidad de métodos matematicos que se pueden usar en quimica

computacional, pero se los puede agrupar en dos categorias.

El primer grupo de métodos son los de la mecanica molecular, estos aplican las leyes de la

fisica clasica al nucleo molecular sin consideracion de los electrones.

Un segundo grupo esta dado por la mecanica cuantica, la misma que se basa en la ecuacion
de Schrédinger, la que nos permite por medio de la estructura electronica describir una
molécula, subdividiéndose a su vez este grupo en métodos semiempiricos y Ab Initio. En

la Figura 1.5 se representa la divisién antes mencionada.
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Métodos
semiempiricos

Métodos de
mecanica
Métodos de cuantica
guimica
computacional Métodos de
mecanica
molecular

Métodos Ab
Initio

Figura 1.5 Division de los métodos computacionales

1.5.3 APROXIMACIONES

Para poder utilizar la mecanica cuantica en la practica, se deben realizar aproximaciones a

la ecuacion multinuclear, multielectron Schrodinger, estas aproximaciones son tres:

— De Born Oppenheimer: asume que el ndcleo es estacionario, debido a que los
electrones se mueven mucho mas rapido que el ncleo

— Hartree-Fock: asume que los electrones tienen un movimiento independiente el
uno del otro.

— De Combinacion lineal de orbitales atomicos, cuyas siglas en inglés son LCAO:
espera que la solucién de un electron en una molécula de varios electrones sera

similar a la funcion de honda del electrén del atomo de hidrégeno [29].
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1.5.4 METODO AB INITIO

Este método tiene que ver con calculos computacionales que se derivan directamente de
principios tedricos sin tomar en consideracion datos experimentales. Representa el calculo

aproximado de la ecuacion cuanto mecanica [30].

El método ab initio puede predecir geometria molecular, momentos dipolares, energia de
reaccion, frecuencias vibracionales, espectros IR, espectros RMN, entre otros. El célculo
mas comun con este método es Hartree-Fock, que es una técnica de aproximacion a un
solo electrén usado en sistemas multielectron. Al tratarse de una aproximacion las

energias obtenidas por este método siempre son mayores que las reales [30].

1.5.5 TEORIA DEL FUNCIONAL DE LA DENSIDAD

La teoria del funcional de la densidad, cuyas siglas en inglés son DFT, divide la energia
electrénica en diferentes componentes: energia cinética, interaccion electron-nucleo,
repulsion de Coulomb e interaccion electron-electron. Este método se base en que la
energia de una molécula puede ser calculada por la densidad de un electron y no por una

funcion de onda[ 30].

El funcional hibrido mas usado en DFT es B3LYP, debido a la gran precisidn que presenta
en los resultados obtenidos principalmente en moléculas organicas dependiendo de la

funcidn de base con la que se lo utilice [30].
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1.5.6 FUNCIONES DE BASE

Las bases son una descripcion matematica de los orbitales de un sistema que se utiliza
para realizar calculos tedricos y modelaciones [31]. A medida que el tamafio de las bases
aumenta, también lo hace el trabajo computacional de un célculo, lo que hace que una
base grande sea mas lenta para la obtencion de resultados, pero en términos de precision es

una herramienta mas potente.

1.5.7 OPTIMIZACION GEOMETRICA

La optimizacion geométrica consiste en la variacion sistematica de las coordenadas
atdbmicas de una molécula, con el fin de encontrar una geometria en la cual las fuerzas

netas en la estructura son igual a cero [32].

1.5.8 FRECUENCIAS VIBRACIONALES

El calculo de las frecuencias vibracionales depende de la segunda derivada de la energia
con respecto a la posicion nuclear. De esta manera se pueden predecir espectros IR y

Raman de una molécula en estado basal o de un estado de transicion [32].
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1.5.9 APLICACIONES DE QUIMICA COMPUTACIONAL

La gquimica computacional tiene una amplia aplicacion en varios campos de la ciencia,
tales como: quimica organica e inorganica, espectroscopia, bioquimica, fisica, estudio de

materiales, cinética quimica, biologia, catalisis entre otra [26].

El uso de los recursos computacionales es muy variado pero podemos citar [33, 34]:

Representacion gréfica de atomos y moléculas

e Simulacion de condiciones de una reaccion

e Calculo de propiedades fisicoquimicas

e Interpretacion de resultados obtenidos experimentalmente

e Prediccidn de propiedades en base a modificaciones de composicién
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CAPITULO 1

2. METODOS Y MATERIALES

2.1 PROCEDIMIENTO ANALITICO

2.1.1 TOMA DE MUESTRA

La primera caracteristica de la muestra es que sea representativa y homogénea, por ello se
debe cuidar que todas las muestras sean tomadas en las mismas condiciones y que no

tengan sesgo alguno por parte de quien realiza el muestreo.

En el caso de las muestras de este estudio, se tomé en consideracion el estado en el que se
consumen los dos tipos de albahaca, es decir el estado en el que se vende en los mercados
y los compradores la utilizan con distintos fines, sin ningin tratamiento fisico o quimico

previo.

e Muestras: las muestras tomadas fueron de las variedades de albahaca Ocimum
basilicum o albahaca de sal y de Ocimum americanum o albahaca de dulce.

e Toma de muestra: las muestras fueron tomadas al azar procediendo al analisis
inmediato de las mismas luego de colectadas, teniendo en consideracion el
procesamiento de muestras dentro de las siguientes 24 horas de su recoleccion.

e Lugar: en los mercados de Quito: Santa Clara e Ifiaquito.
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e NuUumero de muestras analizadas: cinco muestras de cada tipo de albahaca para la
extraccion por tres métodos diferentes con su correspondiente duplicado, lo que
indica un total de 30 determinaciones para albahaca de sal y 30 para albahaca de
dulce.

e Preparacion de las muestras: de las muestras colectadas solo se utilizo las hojas y
flores presentes, por lo que se las separd del resto del la planta antes de iniciar las

extracciones.

2.1.2 TECNICAS ANALITICAS

En el presente estudio se utilizaron varias técnicas analiticas, estas se dividen en dos fases:
La primera fue la extraccion del aceite esencial de las hojas y flores de la albahaca, tanto la

de sal como la de dulce, para el posterior aislamiento del eugenol presente en dicho aceite.

La segunda fase del trabajo fue la caracterizacion de eugenol aislado de los dos tipos de
albahaca, para lo que el uso de la espectroscopia de infrarrojos con transformadas de
Fourier o FTIR y la espectroscopia de ultravioleta/visible o UV/VIS fueron necesarias,

dichas técnicas fueron seleccionadas acorde a la disponibilidad de equipos y materiales.
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2.1.2.1 EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL

Para la extraccion del aceite esencial de las hojas y flores de los dos tipos de albahaca se
utilizaron tres metodos: Destilacion directa por Arrastre de vapor, Destilacion por arrastre

de vapor, método vapor vivo y extraccion soxhlet.

a) DESTILACION DIRECTA POR ARRASTRE DE VAPOR [19,35]

Cuando dos liquidos coexisten en un recipiente abierto a presion atmosférica, ambos
contribuyen a la presion parcial sobre la superficie de los dos liquidos. Por ello cuando se

aumenta la temperatura la presion de vapor sobre la superficie de los liquidos aumentara.

La ley de Dalton dice que la relacion entre las presiones de vapor de dos liquidos es
directamente proporcional a las concentraciones molares de ambas sustancias en fase

gaseosa, lo que podemos expresar mediante la ecuacién 2.1.

&) =Ga) @y

De esta manera al sumarse las dos presiones de vapor parciales, los dos liquidos pueden
llegar al estado gaseoso con una temperatura menor a la que necesitarian las sustancias
puras para hacerlo y asi, en el caso del agua, arrastra o co-destila junto con una sustancia

inmiscible como el aceite esencial.

En el caso de la destilacion por el método directo, el agua y el liquido que se desea

arrastrar se encuentran en el mismo recipiente.

Para la extraccion del aceite esencial por este método se realizo el siguiente procedimiento:
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Se pesaron aproximadamente 40 g de muestra en un vaso de precipitacion de 100 mL en la
balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204, luego se transfirio toda la muestra a un
balon de base plana de 500 mL con boca esmerilada, se agregaron 250 mL de agua
destilada y se sometid al calor en una plancha de calentamiento. Se acopl6 una trampa de
Dean Stark sobre el baldn y sobre esta trampa un condensador simple. Se dejo6 destilar por
45 minutos luego de caer la primera gota y se recolecto6 todo el liquido en un embudo de
separacién de 100 mL, para luego agregar alrededor de 1 g de cloruro de sodio y 50 mL de
hexano, se deseché la porcion acuosa y se guardo la fase organica que contiene el aceite

esencial. El equipo utilizado se muestra en la Figura 2.1

5

Figura 2.1 Equipo de destilacion directa por arrastre de vapor
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b) DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR , METODO VAPOR VIVO [35]

A diferencia del método directo, en este caso el vapor del agua se genera en un recipiente
diferente y luego pasa en forma de vapor de agua al recipiente donde se encuentra el
material que contiene el liquido que se desea arrastrar con el vapor de agua. El principio
por el cual se produce el arrastre o la co-destilacion es el mismo que el método directo, es

decir por la suma de las presiones parciales de cada liquido.
El procedimiento que se siguid en este caso fue el siguiente:

Se armo un equipo de destilacién por arrastre de vapor, para el que se uso dos balones de
base plana y boca esmerilada de 500 mL, 3 tapones de caucho perforados, tubos de vidrio,
plancha de calentamiento, una manta de calentamiento y un refrigerante simple. El equipo

se detalla en la Figura 2.2

Se pesaron aproximadamente 40 g de muestra en un vaso de precipitacion de 100 mL en la
balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204, se transfirié toda la muestra al balon de
base plana de 500 mL en el que se coloca la muestra, en el otro balén se colocaron 100 ml
de agua destilada para generar el vapor vivo, luego de caer la primera gota se dejo destilar
por 45 minutos, todo el liquido se colectdé en un embudo de separacion de 100 mL, para
luego agregar alrededor de 1 g de cloruro de sodio y 50 ml de hexano, se desechd la

porcidn acuosa y se guardo la fase organica que contiene el aceite esencial.
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Figura 2.2 Equipo de destilacion por arrastre de vapor, método vapor vivo

¢) EXTRACCION SOXHLET [36, 37]

Este método se utiliza cuando se desea extraer un componente de un sdlido que lo
contiene, mediante un solvente organico que lo arrastra. Tiene la caracteristica de ser una
extraccion continua debido a que el solvente se calienta en un baldn de destilacién que esta
conectado a un extremo de la cAmara de extraccion, en el interior de esta se encuentra la
muestra en un cartucho de celulosa o vidrio, por el otro lado de la cdmara hay un
refrigerante, el vapor del solvente que se calento en el baldn de destilacion sube por un
tubo lateral y se condensa al llegar al refrigerante cayendo sobre la muestra, la cdmara se
llena hasta alcanzar el nivel del sifon y el solvente regresa al balén junto con el material
organico que arrastro, este proceso se repite cuantas veces sea necesario para la extraccion

del analito deseado.
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Se armo el equipo de extraccion soxhlet como se muestra en la figura 2.3, se pesaron 40 g
de muestra en un vaso de precipitacion de 100 mL, para luego ser transferidos al dedal de
celulosa del extractor, al balon de destilacion de 250 ml que se utilizé para el equipo se
agregaron 130 mL de hexano, se dejo en reflujo hasta conseguir 8 ciclos, es decir que el
equipo haya sifonado 8 veces. El contenido del balon luego del proceso se guardd

directamente.

Figura 2.3 Equipo de extraccién soxhlet
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2.1.2.2 AISLAMIENTO DEL EUGENOL

a) REACCIONES ACIDO-BASE [38, 39, 40]

Existen una gran variedad de definiciones acerca de lo que son las reacciones acido-base,
por ejemplo: la de Arrhenius, la de Werner y Pfeiffer, la de Bronsted y Lowry, entre otras.
En este estudio utilizaremos la propuesta por Lewis en 1938, donde se describe a un &cido
como toda sustancia capaz de aceptar pares de electrones mientras una base es toda
sustancia capaz de ceder pares de electrones. Es decir que para que una sustancia se
comporte como un &cido es necesario que tenga al menos un centro acido, y este centro,

que serd un atomo, debe cumplir las siguientes condiciones:

e Uno o mas orbitales de baja energia vacios.
e Carga positiva formal, relativamente elevada

e NuUmero de coordinacién incompleto

En el caso de una base, se debe entender que para comportarse como tal, debe tener al

menos un centro basico, el mismo que cumple con:

¢ Que tenga electrones no compartidos con otros atomos.
e Que los electrones no compartidos estén fuertemente retenidos para que no sean

transferidos y que solo puedan ser compartidos con el centro acido.

Bajo estos conceptos la reaccion entre un acido y una base se conoce como reaccion de

neutralizacion y se define como: todo proceso en el que un acido acepta uno 0 mas pares
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de electrones cedidos por una base para formar enlace covalente coordinado entre esta y

dicho acido.

b) PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO DE EUGENOL [19]

Una vez que se obtuvo el aceite esencial por cualquiera de los tres métodos de extraccion y
lo mantuvimos en fase organica, se procedio al aislamiento del eugenol. Al embudo de
separacion que contiene el solvente con el aceite se agregaron 25 ml de NaOH al 5% , se
recolecto la fase acuosa y a la orgénica se volvieron a agregar 25 mL de NaOH al 5% y se
junté con la fraccion anterior, la fase del hexano se descart6. A continuacion a la fraccion
colectada se agregaron 50 mL de HCI al 5%, comprobando luego que la solucion haya
tenido una caracteristica acida con la ayuda de un trozo de papel tornasol, previo al
siguiente paso, el mismo que consistié en agregar 30 mL de hexano a la solucion anterior,
mediante la utilizacion de un embudo de separacion se elimind la fase acuosa y se
conservo la organica, a la que se agreg6 sulfato de sodio anhidro y se dejo en reposo. Se
transfirio la fase del hexano a un balon de destilacion de 200 mL de boca esmerilada y se
retird el solvente con ayuda de un equipo de rotaevaporacion, el mismo que tiene un bafio
térmico marca Yamato modelo BM200, control de rotacion marca Yamato, modelo
RE200, se dejé rotaevaporar aproximadamente 10 minutos a una temperatura de 35 °C en
el bafo, a presion reducida. Se secaron por fuera los balones y se dejaron dentro de un

desecador plastico, para posteriormente ser pesados.
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2.1.2.3 CARACTERIZACION INSTRUMENTAL DE EUGENOL

a) INSTRUMENTACION [41, 42, 43]

El instrumento utilizado para los analisis tanto en la region UV/Vis y IR es el
espectrofotdmetro, mismo que tiene un principio bésico que no cambia y lo que va
evolucionando con el pasar del tiempo son el tipo de componentes que permiten obtener

una mejor sensibilidad del equipo y una mayor facilidad en su uso.

Tanto los espectrofotometros UV/Vis como los IR tienen una distribucion bésica de sus

componentes, que se detalla en el Diagrama 2.1.

Fuente de Selector de Compartimiento
Detector

radiacion longitud de onda de muestra

Diagrama 2.1 Componentes basicos de un espectrofotometro

Para el espectrofotometro UV/Vis debemos precisar que la fuente de radiacién es una
lampara de arco de xendn, la misma que cubre las dos areas del espectro electromagnético.
Existen espectrofotometros que solo funcionan en el UV o solo en el Visible, para los que
la fuente de radiacién es una lampara de tungsteno en el caso de visible y una de deuterio
para la region ultravioleta. Para la seleccion de la longitud de onda se utiliza un
monocromador Yy el detector puede ser un fototubo multiplicador o un arreglo de diodos,

cuya funcidn es convertir la intensidad de luz que llega a ellos en una respuesta eléctrica.
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Los espectrofotometros de infrarrojos se dividen en dos grupos: los de dispersion y los de
transformadas de Fourier, siendo la principal diferencia entre ellos, el selector de longitud
de onda, para los primeros se utiliza un sistema de espejos que direccionan la luz a una
rejilla de dispersion con la que se separan las diferentes longitudes de onda y se consigue el
haz de luz monocromatica. Para el segundo tipo de espectrofotdémetros mencionados, la
seleccion de la longitud de onda se la realiza por medio de un interferémetro de Michelson,
la respuesta obtenida es un interferograma, pero por medio de un funcién matematica de
transformadas de Fourier se puede convertir en un espectro de absorbancia o transmitancia

versus nimero de onda.

Como detectores en este tipo de equipos podemos tener sensores térmicos, sensores

piroeléctricos o sensores fotoconductores.

b) ESPECTROFOMETRIA UV/VIS [41, 44, 45]

Cuando hablamos de la regién Ultravioleta/Visible (UV/Vis), estamos situados en el
espectro electromagnético entre 200 y 800 nm, pero esta zona esta subdividida a su vez en
dos, la razén principal puede decirse que se debe a que el limite entre las dos es la
capacidad del ojo humano para detectar la radiacion electromagnética. Por ello la zona del
Visible es aquella en la que nuestro ojo es sensible a la luz, entendiéndose esta por la

radiacion entre 400 y 800 nm, mientras que la zona del Ultravioleta va de 200 a 400 nm.

Como caracteristica en comudn de las dos regiones, tenemos que los electrones absorbe

energia y por ende se excitan a niveles de energia superiores.
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La energia total que tiene una molécula puede expresarse como la suma de la energia
electronica, vibracional, rotacional y traslacional de dicha molécula. Lo que se puede

expresar en la ecuacion 2.2

AE = AEelec + AErotac + AEvibrac + AEtrasla (2-2)

Para la medicion de estos cambios de energia en una molécula se utiliza un
espectrofotometro, este equipo hace un barrido entre las longitudes de onda de las zonas de
UV y Visible y nos presenta los resultados de este barrido en forma de un grafico llamado
espectro, que fundamentalmente expresa la absorbancia o transmitancia de la energia a lo

largo de todas las longitudes de onda previstas dentro del analisis.

La atenuacion del rayo de luz se conoce como transmitancia, en este caso hablamos de un
haz de luz monocromatica, se expresa como la relacion existente entre la porcion de luz
trasmitida (1) y el rayo incidente (lp), como se expresa en la ecuacion 2.3 mientras que el

porcentaje de transmitancia se expresa en la ecuacion 2.4

T== (2.3)

%T = —x 100 (2.4)
0
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En la caracterizacion UV/VIS se utilizo el espectrofotometro UV/VIS marca Agilent
Technologies, modelo CARY 60, que se encuentra en la Escuela de Ciencias Quimicas de
la Universidad Catolica del Ecuador. Se obtuvieron los espectros de barrido del estandar de

eugenol marca Aldrich, con referencia E51.791-100G y lote nimero MKBJ0904V.

Se utilizo el eugenol restante de todas las muestras, luego del analisis de infrarrojos, para
realizar una Unica solucidn con hexano de las muestras de albahaca de sal y otra para las
de albahaca de dulce, debido a la pequefia cantidad del compuesto obtenida, de esta manera
se busco obtener el espectro de barrido de cada tipo de albahaca para compararlo con el del

estandar.

¢) ESPECTROMETRIA DE INFRARROJOS (IR ) [41, 42]

Es una de las principales técnicas instrumentales para la identificacion cualitativa de

compuestos, teniendo una gran aplicacién en todos los campos.

A diferencia de la region ultravioleta/visible, en el infrarrojo los espectros obtenidos son
mucho mas complejos, teniendo una gran cantidad de picos en las lecturas de un
compuesto, esto a su vez es lo que le da la caracteristica de ser un método de identificacion
por excelencia, debido a que cada compuesto tiene un espectro Unico, lo que permite
identificar a sustancias desconocidas contrastandolas con los espectros de estandares o
archivos de espectros de sustancias puras. Estos graficos estan expresado en base a la
transmitancia o absorbancia versus el numero de onda (el inverso de la longitud de onda y

se expresa en cm™).
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El rango del espectro electromagnético que ocupa esta region, va entre el visible y

microondas, teniendo desde 0,75 pum hasta 1000 pum el &rea que ocupa el infrarrojo.

A su vez esta parte del espectro se subdivide en tres: el infrarrojo cercano (0,75 um - 2,5
pm), el infrarrojo medio o fundamental (2,5 pum - 25 pm) y el infrarrojo lejano (25 pm -

1000 pm).

Existen dos tipos de vibraciones en un enlace entre dos atomos. Cuando se irradia luz
monocromatica y esta tiene la misma energia que el dipolo formado, se producen
vibraciones de estiramiento o tension y vibraciones de flexion o deformacion. Estos
movimientos moleculares se encuentran ilustrados en la Figura 2.4 que se muestra a

continuacion.

Vibraciones de tension

Y

Simétrica Antisimétrica

X

Vibraciones de flexion

<

Balanceo en plano Tijereteo en plano

Aleteo fuera del plano Torsidn fuera del plano

o

Figura 2.4 Vibraciones de tension y flexion por accion de energia

electromagnética [46]
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En resumen, las vibraciones de estiramiento o tension tienen que ver con la variacion en la
longitud del enlace entre dos a&tomos y se produce en el mismo plano. Las vibraciones de
flexion o deformacién producen un cambio de posicion en el plano y el angulo formado

varia como consecuencia ldgica de dicho movimiento.

e ATR

El ATR (Attenuated Total Reflection) es una técnica de muestreo utilizada en aplicaciones
IR, la cual se produce cuando una radiacién infrarroja entra en un cristal ATR transmisor y
de alto indice de refraccion. El cristal estd disefiado para permitir una reflexion interna
total que crea una onda evanescente sobre la superficie del cristal. Esta onda se extiende a
la muestra que se mantiene en contacto intimo con el cristal, registrandose el espectro de

infrarrojo del analito.

El procedimiento seguido para el estudio espectroscopico de infrarrojos fue el siguiente:

Luego de que el eugenol extraido fue pesado en la balanza analitica Mettler Toledo modelo
AB204, se realizd la caracterizacion IR del compuesto, para lo que se utilizé el
espectrofotometro de infrarrojos con transformadas de Fourier marca Perkin EImer modelo
Spectrum BX, ubicado en la escuela de Ciencias Quimicas de la Universidad Catolica del
Ecuador. Primero se recolecté el eugenol, disperso en forma de pequefias gotas por todo el
fondo del baldn, con la ayuda de un hisopo de algodon, el mismo que se utilizo para
colocar la muestra sobre el acople Miracle del espectrofotometro para realizar la lectura, y
de esta manera obtener el espectro infrarrojo para cada una de las muestras y duplicados,

asi como el correspondiente espectro del estandar de eugenol marca Aldrich, cuyo
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certificado de andlisis se encuentra en el Anexo 2, con el que se compar0 los resultados
obtenidos para cada muestra. Los espectros se obtuvieron en digital con la utilizacion del
software Spectrum 5.0.1 en la modalidad Spectrum BX FT-IR. Primero se corrié una linea

base, para posteriormente hacer la correccidn respectiva de linea base a todos los espectros.

* INTERPRETACION DE ESPECTROS IR [47, 48]

Es fundamental tener en consideracién que por la gran cantidad de picos que podemos
obtener en un espectro de infrarrojos, es necesario analizar su intensidad, posicion y forma.
Para ello es necesario tener en consideracion las regiones en las que aparecen ciertos picos
que pertenecen a un grupo funcional especifico, para lo que se debe utilizar una tabla como

la que se muestra en el Anexo 1, con ello podemos empezar a identificar un compuesto.

La parte principal de la identificacion tiene que ver con la zona de huella digital en un
espectro, que va entre 1400 cm™y 600 cm™, puesto en esta area del espectro encontramos
los picos caracteristicos de cada compuesto. Para finalizar el analisis es necesario
contrastar el espectro de la muestra con el del estandar correspondiente, para garantizar la

identificacion del analito en cuestion.

d) ANALISIS COMPUTACIONAL

En cuanto a la parte computacional, se graficaron las estructuras moleculares como

primera parte y posterior a esto se realizo la optimizacion de la molécula de eugenol. Para
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este estudio se utilizo el software Gauss View 4.1.2. para graficar la estructura, y el
programa Gaussian 03 para realizar los célculos de optimizacion, frecuencia (espectro IR)
y obtencion de espectro UV/VIS. Para estos célculos se utilizé el método de célculo
B3LYP, luego de comprobar que se obtenia informacion mucho més cercana que con el
método Hartree-Fock. La base utilizada para el calculo fue 6-311g, luego de haber probado

con bases més sencillas o complejas.

La optimizacion de la molécula se realiz6 utilizando el keyword OPT que nos permite
obtener la estructura probabilisticamente mas estable, y sobre esta estructura realizar el
calculo para buscar los diferentes espectros. Para la obtencion de los espectros IR el

keyword utilizado fue FREQ, mientras que para el espectro UV/Vis fue CIS.

2.2 ANALISIS ESTADISTICO

2.2.1 TRATAMIENTO DE RESULTADOS

Se utilizo el peso inicial de la muestra, siendo este para todos los casos alrededor de 40 g y
el peso final del eugenol luego de obtenido por cualquiera de los tres métodos de
extraccion y finalmente ser aislado, todo esto para poder obtener el porcentaje de eugenol
que obtuvimos luego del analisis de cada muestra y comparar ese porcentaje entre los

métodos y entre los dos tipos de albahaca.
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2.2.2 ANALISIS DE VARIANZAS (ANOVA) [49,50]

El andlisis de las varianzas es una gran herramienta en la estadistica para la comparacion
de tres 0 mas métodos y saber si existen diferencias significativas entre ellos. Lo que en
nuestro caso de estudio es necesario ya que comparamos el rendimiento de cada método de

extraccion para la obtencion de eugenol, teniendo tres métodos por cada tipo de albahaca.

Partimos de plantear dos hipdtesis, la hipotesis nula en este caso es, no existen diferencias
significativas entre los métodos de extraccion y la hipdtesis alterna por el contrario dice

que existen diferencias significativas entre los métodos de extraccion.

El estadistico F que se utiliza en para el analisis de  ANOVA esta dado por la siguiente

expresion 2.5:

F=2 (2.5)

T CME

donde CMG o CMTR es el cuadrado medio de los grupos o tratamientos y CME el

cuadrado medio del error.

Para poder llegar al calculo de la expresion 2.5, se necesitan varias operaciones previas, en

la Tabla 2.1 se muestra un resumen de dichas operaciones.

Tabla 2.1 Resumen de operaciones para ANOVA [51]

Fuente de Suma de . Estadistico de
variacion g. - Cuadrados | Cu@drados Medios prueba (F)
Intermuestral _ _
(Tratamiento) V1= k-1 SCTR CMTR=SCTR / v4
Intramuestral ~ B F=CMTR/CME
(Eror) vo = 2 nrk SCE CME=SCE / v
Total = SCT
SCTR =) n(%, =% . SCT=33 (x,~%f . SCE = SCT - SCTR
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donde :

SCTR es la suma de cuadrados de los tratamientos, SCE es la suma de los cuadrados del
error, SCT es la suma total de los cuadrados, CMTR es los cuadrados medios de los

tratamientos y CME los cuadrados medios del error.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 MUESTREO

Los dos tipos de albahaca utilizados en este trabajo fueron obtenidos en los mercados de
Quito, principalmente en los de Santa Clara e Ifiaquito, comprando los atados de albahaca
los dias martes y viernes debido a que eran los dias en los que se podian encontrar mas

frescas, en especial la albahaca de dulce

La diferencia entre albahaca de sal (Ocimum basilicum) y albahaca de dulce (Ocimum
americanum) no solo tiene que ver desde la parte fisica de las plantas, que de por si tienen
diferencia entre sus hojas por tamafio y grosor, por su coloracion la variedad de sal es
verde intenso y la variedad dulce tiene tonalidades de violeta principalmente en el tallo. La
diferencia de composicion en el aceite esencial es fundamental por ello el aroma
caracteristico de cada una de ellas y esto se ve reflejado en la variacion existente en el

contenido de eugenol en los dos tipos.
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3.2 TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Se utilizo la muestra fresca, debido a dos factores principales, el primero de ellos fue que el
objetivo del estudio tiene que ver con el estado en el cual se expende y consume la
albahaca para los distintos usos y en esas condiciones aislar el eugenol de los dos tipos de
Ocimum, adicional a esto se realizaron pruebas preliminares con muestras de albahaca
seca, obteniéndose resultados muy poco alentadores, principalmente por la baja cantidad
de eugenol que se pudo aislar. En diferente bibliografia se ha podido encontrar que
usualmente se utiliza las muestras frescas pero también en otros libros se expresa que el
uso de muestra seca es mas eficaz, por lo que las pruebas preliminares fueron necesarias
para determinar que en el caso de la albahaca de sal asi como en la de dulce los mejores
resultados fueron obtenidos al trabajar con muestra fresca. Para hojas de eucalipto, laurel,

menta se utiliza por ejemplo las hojas frescas para la extraccion de aceite esencial [36].

Con las dos albahacas se probaron distintas formas de colocar la muestra para las
extracciones, se disminuy6 el tamafio de las hojas e inflorescencias, cortdndolas hasta un
tamafio de alrededor de 1 cm?, con este tratamiento se obtuvo mucha dificultad a la hora de
pesar la cantidad de albahaca para los andlisis, debido a que los cortes aumentaban la
superficie por la cual los compuestos volatiles y humedad presentes en las muestras se
desprendian. Luego de probar varias opciones se utilizd las hojas e inflorescencias
completas, lo que permitia una mayor facilidad para pesar las muestras y adicionalmente se

obtenia un mayor porcentaje de eugenol luego de la extraccién y aislamiento.
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En el caso de la albahaca de dulce (Ocimum americanum) fue necesario realizar con
prontitud las extracciones puesto que en comparacion con la albahaca de sal, este tipo de
Ocimum se marchita con facilidad y mucho mas rapido por lo que el estudio de esta
especie se lo realizd con las precauciones necesarias para evitar alterar los resultados

debido a que la muestra ya no sea representativa.

3.3 EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL

El proceso de extraccion del aceite esencial se lo realizo por tres métodos distintos, de los
cuales dos de ellos eran de carécter acuoso, destilacion directa por arrastre de vapor y
destilacién por arrastre de vapor vivo, la extraccion soxhlet se la realizé con hexano, como

solvente organico.

Los métodos de extraccion funcionaron muy bien para la albahaca, pero es importante
destacar que el extraccidn soxhlet permitié una mayor cantidad aceite esencial en los dos
tipos de albahaca. Esto muestra que es el método con mejor rendimiento, pero su
utilizacion a gran escala demandaria gran cantidad de solvente organico, lo que implica un
costo mayor por la adquisicion del solvente y luego para la disposicién final de los

desechos de dicho solvente, lo que sin duda lo vuelve una opcion inviable a gran escala.

Esto se puede contrastar con un estudio realizado en Perd, sobre la obtencion de aceite
esencial en una planta llamada palo de rosa, en el cual se compara la cantidad de aceite
que se puede extraer mediante destilacion por arrastre de vapor, extraccion con fluidos

supercriticos y extraccion con solvente (n-hexano) y en este estudio se obtuvo una mayor
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cantidad de aceite esencial en la extraccion con solventes, lo que nos permite decir que

este trabajo guarda total coherencia con lo obtenido en otras investigaciones [52].

Entre los métodos acuosos de extraccion se concluye que no existe una mayor diferencia,
debido a que en ambos casos el mecanismo por el que el aceite esencial es arrastrado es el
mismo, con la diferencia que en la destilacion directa el vapor que arrastra se produce en el
mismo balon, mientas que el arrastre por vapor vivo genera dicho vapor en otro balon sin
haber estado en contacto con anterioridad con la muestra, lo que no genera mayor
diferencia ya que el analito buscado no se solubiliza en el agua y no se corre riesgo de que

tengamos disminucion en el rendimiento a causa de este factor.

El aceite esencial obtenido era incoloro o ligeramente amarillo, con un olor muy agradable,
tipico de albahaca, aproximadamente unos 0,275 g por 40g de muestra, es decir un 0,11%
de aceite esencial en promedio. El valor promedio de aceite esencial esta dentro del rango
que se encuentra en la bibliografia que dice que el porcentaje de aceite esencial esta entre

el 0,04% y el 0,7% para Ocimum basilicum [53].

En la Tabla 3.1 podemos encontrar los pesos promedio de aceite esencial para cada tipo de

extraccion en las dos albahacas del presente estudio.

Tabla 3.1 Pesos promedio de aceite esencial para cada tipo de extraccion

Peso de Aceite esencial

albahaca de sal (g)

Peso de Aceite esencial

albahaca de dulce (g)

Arrastre de vapor 0,293 0,277
Destilacion directa 0,240 0,234
Soxhlet 0,306 0,299
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3.4. AISLAMIENTO DE EUGENOL

Para el proceso de aislamiento del eugenol se utilizo el método descrito para la obtencion
de este compuesto en aceite esencial de clavo de olor [19]. En este método se aprovecha la
estructura de la molécula de nuestro compuesto en estudio, puesto que al ser un derivado
fenolico tiene la capacidad de actuar como un &cido frente a una base, en este caso se
utilizé el hidroxido de sodio al 5%, formando de esta manera una sal soluble en agua,
mientras el resto de compuestos presentes en el aceite esencial, que no tienen esta
caracteristica, se quedan en la fase organica. Se colecto la fase acuosa que contiene la sal
de sodio y eugenol y se adicioné &cido clorhidrico al 5% para poder restituir el eugenol que
es muy poco soluble en agua y con 30 mL de hexano se aislé el eugenol de la fase acuosa

que contiene cloruro de sodio.

Una vez que se obtuvo el eugenol en la fase organica se realizo rotaevaporacién para poder

dejar libre en el bal6n Unicamente nuestro analito y recuperar el solvente.

Como resultado de este proceso se obtuvieron pequefias gotas en el fondo del baldn,

incoloras, de apariencia aceitosa y con el caracteristico olor del eugenol

Se calcul6 el rendimiento de los métodos de extraccion en base a la cantidad final de
eugenol que se obtuvo, debido a que el proceso de aislamiento es el mismo, la diferencia

viene dada por los métodos de extraccion.

Para la albahaca de sal se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 3.2 por el
método de destilacion directa por arrastre de vapor con una media de 0,021 % de eugenol

en 40 g de muestra.
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Tabla 3.2 Rendimiento de eugenol obtenido por destilacion directa por arrastre de

vapor en albahaca de sal (Ocimum basilicum)

Muestra | Duplicado Peso de la Peso del Porcentaje de
muestra (g) eugenol (9) rendimiento (%)
1
40,0783 0,0092 0,023
' 40,0816 0,0073 0,018
i 40,6057 0,0101 0,025
i 40,1837 0,0092 0,023
’ 40,1683 0,0082 0,020
’ 40,1155 0,0087 0,022
* 40,2843 0,0077 0,019
* 40,1564 0,0083 0,021
X 40,0076 0,0081 0,020
¥ 40,3174 0,0091 0,023
Media 0,021
Desviacion
estandar 0,002

En la Tabla 3.2 podemos observar los resultados de las muestras asi como de sus
duplicados, tanto en peso de eugenol como en porcentaje en relacion con el peso inicial de

la albahaca.

Con la ayuda de la tabla de distribucion t, que se muestra en el Anexo 3, podemos
encontrar los limites de confianza, con un error del 5%, para nuestras determinaciones y en
base a la media y desviacidn estandar, saber que tan precisos son los resultados. Mediante

la ecuacién 3.1 podemos encontrar los limites de confianza para un valor de t determinado.
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t = (3.1)

Donde tenemos que t es el valor tabulado que podemos encontrar en el Anexo 3 tomando
en consideracién el grado de confianza que deseamos y el nimero de grados de libertad

que estan dados por n-1.

M es la media de las determinaciones experimentales
o es la desviacion estandar

n el nimero de repeticiones

x el valor particular en el que t toma el valor tabulado

Para determinar los limites de confianza debemos encontrar los valores de * x para los que
el valor de t se cumple, es importante saber que vamos a encontrar un valor de X que va a
estar por encima de la media y por debajo de ella, lo que nos da los limites de confianza

que necesitamos hacia los dos lados de la media experimental.

En este estudio se eligié la media como el valor de referencia para determinar la precision
de los valores obtenidos debido a que en la bibliografia no se puede encontrar un valor
exacto de eugenol presente en la albahaca, sino por el contrario se encuentra un rango

amplio que impide realizar el andlisis de precision con esos datos.

Para este caso nuestros valores al 95% de confianza deberian estar entre 0,020 y 0,022 para
expresar que es un resultado preciso, pero en este caso de la Tabla 3.2, cuatro de las 10
determinaciones estan en el rango y las otras seis fuera, lo que nos deja saber que las
mediciones son aleatorias, existen valores por encima y debajo de la media, fendmeno

propio de un estudio experimental.
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Adicional a esto podemos decir que los limites de confianza al 90% son los mismo, esto
debido a que los valores son pequefios y la desviacion estandar también lo es, lo que
impide que el rango sea mas amplio y por eso en su mayoria los valores de esta

determinacion queden por fuera.

En cuanto a la destilacion por arrastre de vapor vivo, los datos obtenidos se muestran en la

Tabla 3.3 con una media de 0,038 % de eugenol en 40 g de muestra.

Tabla 3.3 Rendimiento de eugenol obtenido por destilacion por arrastre de vapor

método vapor vivo en albahaca de sal (Ocimum basilicum)

Muestra | Duplicado Peso de la Peso del Porcentaje de
muestra (g) eugenol (g) rendimiento (%)
1
40,0369 0,0146 0,036
' 40,1409 0,0152 0,038
i 40,1888 0,0156 0,039
i 40,5076 0,0168 0,041
’ 40,0985 0,0154 0,038
’ 40,1107 0,0147 0,037
* 40,3301 0,0153 0,038
* 40,427 0,0149 0,037
¥ 40,1733 0,0157 0,039
¥ 40,2512 0,0147 0,037
Media 0,038
Desviacion
estandar 0,001
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En la Tabla 3.3, podemos observar que para los limites de confianza 0,037 y 0,039 con un
error del 5% existen 8 valores que estan incluidos en dicho intervalo, lo que nos indica una

mayor presion en estas determinaciones.

El método de extraccion soxhlet y su rendimiento para albahaca de sal se muestran en la

Tabla 3.4 con una media de 0,042 % de eugenol en 40 g de muestra.

Tabla 3.4 Rendimiento de eugenol obtenido por extraccion soxhlet en albahaca de sal

(Ocimum basilicum)

Muestra | Duplicado Peso de la Peso del Porcentaje de
muestra (g) eugenol (g) rendimiento (%)
1
40,0853 0,0178 0,044
' 40,3172 0,0161 0,040
i 40,0173 0,0171 0,043
i 40,2915 0,0181 0,045
’ 40,1137 0,0166 0,041
’ 40,1328 0,0164 0,041
* 40,1845 0,0172 0,043
* 40,0576 0,0168 0,042
¥ 40,2311 0,0173 0,043
¥ 40,1836 0,0169 0,042
Media 0,042
Desviacion
estandar 0,002

En este caso, al 95% de confianza tenemos el intervalo entre 0,041 y 0,043, donde

nuevamente tenemos 8 valores que estan incluidos en el intervalo.
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La precision de las determinaciones es muy buena, a pesar de que los valores son

pequefos.

Para la albahaca de dulce (Ocimum americanun) se obtuvieron rendimientos menores en
todos los métodos, debido a un menor contenido de eugenol en esta especie de albahaca.
En la tabla 3.5 se muestran los resultados obtenidos mediante destilacion directa por
arrastre de vapor, mientras en la tabla 3.6 se detalla lo propio para la destilacion por
arrastre de vapor vivo y finalmente en la tabla 3.7 podemos encontrar lo referente a la

extraccién soxhlet de la Ocimum americanum.

Tabla 3.5 Rendimiento de eugenol obtenido por destilacion directa por arrastre de

vapor en albahaca de dulce (Ocimum americanum)

Muestra | Duplicado Peso de la Peso del Porcentaje de
muestra (g) eugenol (g) rendimiento (%)
1
40,3047 0,0083 0,021
' 40,3578 0,0078 0,019
i 40,5221 0,0086 0,021
i 40,0554 0,0072 0,018
° 40,2331 0,0087 0,022
’ 40,4179 0,0075 0,019
* 40,0034 0,0088 0,022
* 40,1760 0,0076 0,019
¥ 40,1826 0,0083 0,021
¥ 40,1944 0,0079 0,020
Media 0,020
Desviacion
estandar 0,001
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Para la extraccion por destilacion directa de albahaca de dulce con una confianza del 95%

tenemos un intervalo entre 0,019 y 0,021.

Tabla 3.6 Rendimiento de eugenol obtenido por destilacion por arrastre de vapor

método vapor vivo en albahaca de dulce (Ocimum americanum)

Muestra | Duplicado Peso de la Peso del Porcentaje de
muestra (g) eugenol () rendimiento (%)
1
40,1821 0,0135 0,034
' 40,4361 0,0143 0,035
i 40,1006 0,0139 0,035
i 40,0442 0,0129 0,032
’ 40,2263 0,0132 0,033
’ 40,3328 0,0137 0,034
* 40,0106 0,0117 0,029
* 40,1554 0,0136 0,034
X 40,3541 0,013 0,032
¥ 40,1212 0,0136 0,034
Media 0,033
Desviacion
estandar 0,002

El intervalo de confianza para la extraccion por arrastre de vapor esta dado entre 0,032 y
0,034, lo que nos deja ver que siete valores de la determinacidn son precisos con un error

del 5%.
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Tabla 3.7 Rendimiento de eugenol obtenido por extraccion soxhlet en albahaca de

dulce (Ocimum americanum)

Muestra | Duplicado Peso de la Peso del Porcentaje de
muestra (g) eugenol (9) rendimiento (%)
1
40,2486 0,0159 0,040
' 40,4765 0,0163 0,040
i 40,3813 0,0162 0,040
i 40,0344 0,0157 0,039
’ 40,4239 0,0152 0,038
’ 40,2601 0,0155 0,038
* 40,1174 0,0166 0,041
* 40,0215 0,016 0,040
X 40,1141 0,0163 0,041
¥ 40,0621 0,0161 0,040
Media 0,040
Desviacion
estandar 0,001

Tenemos un intervalo entre 0,039 y 0,041 con un error del 5% en el cual se aprecia que
ocho de los diez valores de la extraccidn son precisos y que los otros dos valores estan muy

cercanos a el intervalo de confianza.

Los valores de desviacion estandar son muy pequefios y similares tanto en las muestras

como en los métodos
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Para determinar si existen diferencias significativas entre los métodos de extraccion
aplicados a un mismo tipo de albahaca, se utilizo el analisis de varianzas (ANOVA) ya que
con este método estadistico podemos comparar dos 0 mas grupos de datos. El valor de F
utilizado para dicho andlisis estadistico tiene un error del 5%. En la Tabla 3.8 podemos ver
un resumen del ANOVA realizado para los métodos de extraccion de albahaca de sal, en el
que podemos apreciar que existen diferencias significativas entre los métodos, lo que nos
indica que las diferencias no tienen relacion con errores aleatorios sino con el método en si.
Lo que nos lleva a rechazar la hipotesis nula que nos planteaba que no existen diferencias
significativas entre los métodos de extraccion. Similar situacién ocurre con la albahaca de

dulce, lo que se ve reflejado en la Tabla 3.9.

Tabla 3.8 Analisis de varianza de los tres métodos de extraccion utilizados para la

albahaca de sal (Ocimum basilicum)

ANALISIS DE
VARIANZA
Valor

Origendelas Sumade Gradosde Promedio de critico para

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F F
Entre grupos  0,00246342 2 0,00123171 421,144997 3,35413083
Dentro de los
grupos 7,8966E-05 27 2,9247E-06
Total 0,00254239 29

En la Tabla 3.8 podemos apreciar que el valor de F calculado 421,1449 es mucho mayor al
valor de F critico, estos valores de F criticos estan tabulados y los podemos encontrar en el
Anexo 4, la principal informacion de esta Tabla, es que nuestra hipotesis nula no es
verdadera, es decir existen diferencias significativas entre los tres métodos de extraccion
porque en el analisis de varianzas para que la hipdtesis nula (no existen diferencias
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significativas entre los tres métodos) sea verdadera el valor calculado de F debe ser menor
al valor tabulado, lo que en este caso es opuesto, por ello decimos que los tres métodos

tiene diferencias significativas, siendo esta la hipétesis alterna que es verdadera.

Tabla 3.9 Analisis de varianza de los tres métodos de extraccion utilizados para la

albahaca de dulce (Ocimum americanum)

ANALISIS DE
VARIANZA
Grados Valor

Origende las Suma de de Promedio de critico para

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F F
Entre grupos  0,0020099 2 0,00100495 505,533601 3,35413083
Dentro de los
grupos 5,3673E-05 27 1,9879E-06
Total 0,00206357 29

Al igual que en la tabla anterior podemos apreciar que el valor de F calculada es mucho
mayor al valor de F tabulada, por lo que la hip6tesis nula que dice que no existen

diferencias significativas entre los métodos, es falsa

Las diferencias entre los métodos estan dadas por dos razones principales, la primera de
ellas el uso de agua o hexano para la extraccion, puntualmente en el caso entre la
extraccion soxhlet y las dos extracciones acuosas, el solvente organico permite arrastrar
consigo una mayor cantidad de compuestos, no solo los presentes en el aceite esencial sino
también pigmentos por mencionar alguno, lo que evidentemente aumenta la cantidad de

extracto al final.
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La segunda razon tiene que ver con las extracciones acuosas, la destilacion por arrastre de
vapor permite que el aceite esencial sea arrastrado con el vapor que se genera previamente
y entra en contacto directamente con todo el material vegetal, mientras que en la
destilacion directa el vapor que arrastra se forma el mismo recipiente en el que se contiene
el agua y la albahaca, por esto existen diferencias significativas entre los métodos de

extraccién del aceite esencial.

3.5 CARACTERIZACION DEL EUGENOL

Para la caracterizacion del eugenol se utilizd como técnica principal la espectrofotometria
de infrarrojos, utilizando un estandar de eugenol para comparar su espectro con los
obtenidos de las muestras, y de esta manera asegurar que los productos del aislamiento son
efectivamente eugenol. Previo a la comparacién con el estandar se debe tomar en
consideracién picos importantes en el espectro que deben estar presentes, debido a la
estructura de la molécula, tal es el caso del pico caracteristico del grupo OH presente en la
molécula, este grupo tiene una banda caracteristica que aparece entre 3400 y 3650 cm™,
otro pico importante es uno del anillo aromatico del eugenol que aparece entre 1450 y
1600 cm™, estos dos picos nos permiten saber que tenemos un compuesto con
caracteristicas similares a nuestro analito, pero aun no podemos afirmar que esté presente,
por ello es necesario el contrastar los espectros obtenidos con el estandar, porque la parte
principal que nos permite identificar el compuesto es la zona de la huella digital y ésta

precisamente es la que debe ser comparada con el nuestro estandar.

En el estudio realizado el equipo, FTIR Spectrum BX de la marca Perkin Elmer, cuenta

con el acople ATR Miracle que nos permite utilizar una cantidad muy baja de muestra para
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obtener el correspondiente espectro, lo que fue de mucha utilidad debido a que las
muestras de albahaca, tanto la de sal como la de dulce, contiene eugenol en pequefia
proporcion y fue necesario utilizar un hisopo de algodén para colectar nuestro analito, que
se encontraba disperso en los balones luego del proceso de rotoevaporacién. Los resultados
obtenidos fueron muy buenos y se pueden visualizar en el Anexo 5 que contiene todos los
espectros de las muestras y duplicados analizados tanto de la albahaca de sal como de la de

dulce.

En la Figura 3.1 podemos encontrar el espectro del estdndar de eugenol con el que se

contrastaron todas las muestras de este trabajo.
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Figura 3.1 Espectro IR de estandar de eugenol marca Aldrich
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Para tener una idea de como se contrastd los espectros, la Figura 3.2 nos muestra la

superposicién de un espectro obtenido de una muestra y el correspondiente estandar.

En la Figura 3.2 podemos apreciar como todos los picos a lo largo del espectro coinciden y

estan presentes, lo que nos permite afirmar que lo obtenido es sin duda alguna eugenol.

Ademas el software del equipo nos permite obtener el porcentaje de correlacion entre los

dos espectros siendo en este caso 98,02%
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Figura 3.2 Comparacion de espectros entre una muestra de albahaca de sal y el

estandar

En cuanto a las muestras y el estandar se obtuvo un promedio de porcentaje de correlacion
para la albahaca de sal de 96,61% y para la albahaca de dulce un 94,12%. Estos datos nos
permiten afirmar que el producto de nuestras extracciones y aislamiento es eugenol en su
gran mayoria, que presenta algunas impurezas que son las que hacen que la correlacion con

el estandar de eugenol con pureza del 99%, tenga pequefias diferencias.
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Las principales impurezas presentes en el aislamiento de eugenol pueden ser el isoeugenol
o cualquier otro tipo de compuesto fenolico que puede ser extraido con el aceite esencial y
en el proceso de aislamiento también puede reaccionar con el acido y la base, de esta

manera se explica los porcentajes de correlacion entre las muestras y el estandar.

En la literatura se dice que el coeficiente de correlacion que va entre 0 y 1 tiene una
relacion muy alta si es superior a 0,8 llevado a porcentaje el valor es del 80%, lo que
aplicado al presente estudio nos permite afirmar que la correlacion de nuestros espectros,
que es superior al 90% en todos los casos, es muy alta y por ello se dice que la

identificacion del eugenol es positiva.

Con la espectrometria de UV/VIS pudimos obtener el espectro de barrido o scan del
estandar de eugenol, pero no asi de las muestras de albahaca, debido principalmente a que
la cantidad de eugenol en las muestras era minima y de esa pequefia cantidad la mayoria se
utilizaba en el andlisis de espectrofotometria IR, lo que dejé una cantidad insuficiente de
muestra para poder ser analizada por la espectrofotometria de UV/VIS. Se buscd obtener
un espectro de todas las muestras de albahaca de sal y de dulce por separado, para ello se
llevo a solucion en hexano todo el eugenol de muestras y duplicados pero aun asi el

espectro de barrido no pudo ser obtenido.

En cuanto a la comparacion del estandar con el espectro obtenido computacionalmente,
tampoco se pudo encontrar concordancia, esto debido a que el método y bases probadas
aun no son las adecuadas para el célculo tedrico en lo referente a la obtencion de espectros
UV/Vis, lo que no sucede con los espectros infrarrojos en donde el método y base nos

permiten obtener resultados con una correlacién hasta del 99.79%
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La caracterizacion computacional se uso para comparar los picos mas representativos de
los espectros experimentales con los de los computacionales y se observé la diferencia
entre ellos, lo que nos permite afirmar que el mejor método y base utilizado resulta ser
B3LYP 6-311g. En la Tabla 3.10 podemos observar una comparacion entre el estandar y

espectros obtenidos computacionalmente con diferentes métodos y bases de célculo.

Tabla 3.10 Comparacion de principales picos entre espectro IR experimental del

estandar de eugenol y espectros computacionales

Método | Picol(cm™) |Pico2(cm™) |Pico3(cm™) |Pico4(cm™) | Pico5(cm™)
Estandar 3512,3 1509,33 1265,85 1033,43 556,68
HF 6-31g 3773,29 1682,26 1292,63 1150,7 722,9
B3LYP
6-31g 3751,13 1594,29 1247,17 978,96 341,09
B3LYP
6-311g 3720,22 1576,63 1328,29 1094,17 432,05
Zona de

Vibracion m aH @

. Q OCH; CfH . _OCH; 5 OCH;

Y O | Q

GHe N 1CH, ICH,
, o 'éHz 2(|:H 2(L—c
Hzo/ 2(l)H HZS;% Hzé‘//
"

Tipo de
vibracion Estiramiento Estiramiento Estiramiento Estiramiento Tijereteo

De la tabla anterior se puede observa claramente la mayor cercania del método B3LYP y
base 6-311g con el espectro del estandar, esto nos indica que se puede utilizar este espectro
computacional como referencia para poder tener una idea de los espectros como obtuvimos
de las muestras y que incluso podemos utilizarlo para caracterizar, como es el caso del
espectro instrumental del estdndar. Lo que hace necesario continuar el estudio de la parte

computacional para encontrar otros métodos y bases que nos permitan tener mejores
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espectros computacionales que puedan ser contrastados con los de un estandar

principalmente en el campo UV/Vis.

La Figura 3.3 muestra un espectro obtenido computacionalmente mediante método B3LYP

y base 6-311¢.
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Figura 3.3 Espectro IR obtenido mediante el software Gauss View 4.1.2 y Gaussian 03

Las bandas obtenidas en los espectros computacionales, son comprable a los
experimentales tanto en nimero de onda (cm™) como en intensidad, sin embargo, la
amplitud de los picos no son comparables, ya que el programa computacional no esta

disefiado para calcular distintos anchos de banda.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

La caracterizacion del eugenol obtenido de las muestras de albahaca, permite
determinar que el método de aislamiento de este compuesto utilizado para el clavo
de olor, es adecuado para emplearlo con la albahaca, debido a que se obtuvieron
espectros bien definidos y contrastables con el estandar, sin tener mayores

variaciones entre ellos, lo que indica un buen nivel de pureza del eugenol aislado.

En el caso de la caracterizacion por espectrofotometria UV/VIS, se comprobé que
la cantidad tan pequefia de eugenol obtenida no permite obtener el espectro de
barrido buscado, sin embargo, este técnica es complementaria para identificacion, y
por ello no puede compararse con la caracterizacion realizada por

espectrofotometria de infrarrojos, que si resulta ser especifica.

Se demostré que los espectros computacionales pueden servir de guia para el
estudio propuesto, incluso podrian ser utilizados para la caracterizacion de este
compuesto, debido a que la diferencia entre estos y un espectro obtenido

instrumentalmente de un estandar es poco significativa.
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e Mediante el andlisis estadistico realizado (ANOVA), se pudo demostrar que existen
diferencias significativas entre los tres métodos de extraccion, lo que indica que la
diferencia radica precisamente en los métodos, mas no en los errores propios del

analisis experimental.

e La extraccion de aceite esencial mediante arrastre de vapor, método vapor vivo,
resulté ser la de mejor resultado, tomando en consideracion dos aspectos, primero
el rendimiento que fue de 0,03% en promedio, y segundo que la cantidad de
solvente necesario, al final de todo el proceso de extraccion y aislamiento, es

mucho menor que el de extraccion soxhlet.

e EIl método de extraccion soxhlet presentd un promedio de rendimiento del 0,04%
siendo superior a las dos extracciones acuosas, pero la cantidad de solvente
utilizado hasta el final del proceso es muy alta, llegando a usarse 160 mL de hexano

por muestra, lo que no es amigable con el medio ambiente.

4.2 RECOMENDACIONES

e Se sugiere buscar nuevos métodos y bases de calculo, en el campo de la quimica
computacional, para poder disponer de mejores espectros y que puedan ser

comparables con los obtenidos instrumentalmente.
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Se recomienda realizar un estudio complementario sobre la obtencién de eugenol
en diferentes momentos cronoldgicos de las plantas y en distintas épocas del afio,
para poder observar si existe variacion en las concentraciones de eugenol de
acuerdo a las condiciones ambientales a las que esta expuesta la planta y el estado

de madurez de la misma.

Es necesario un estudio cromatografico que nos permite identificar el grado de
pureza que se obtiene en el aislamiento de eugenol por medio del procedimiento

seguido en este trabajo.
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ANEXO 1 : Absorciones caracteristicas de algunos grupos funcionales[40]
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Absorciones caracteristicas en el IR de algunos grupos funcionales

Grupo funcional Absorcién (cm™')  Intensidad Grupo funcional Absorcién (cm™')  Intensidad
Alcano Amina

C-H 2850-2960 Media N-H 3300-3500 Media

C-N 1030-1230 Media

Alqueno

=C-H 3020-3100 Media Compuesto carbonilo

c-C 1640-1680 Media c-0 1670-1780 Fuerte
Alquino Aldehido 1730 Fuerte

=c-H 300 Poene i 735 P

e 212360 Bec Amida 1690 Fuerte
Halogenuro de alquilo Acido carboxilico 1710 Fuerte

i o0 800i 00 S Acido carboxilico

at 2 EHEL O-H 2500-3100 Fuerte, amplia
Alcohol Nitrilo

O-H 3400-3650 Fuerte, amplia :

c-0 1050-1150  Fuerte S SALEZD I 0
BE Nitro

C-H 3030 Débil NO2 1540 Fuerte

Anillo aromdtico 1660-2000 Débil

1450-1600 Media

74



ANEXO 2 : Certificado de analisis Eugenol Sigma - Aldrich
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Certificado de anélisis Eugenol Sigma - Aldrich

SIGMA-ALDRICH

sigma-alarich.com

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA

Certificate of Analysis

Website:  www _sigmaaldrich.com
Emiil USA: techservi@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Mame:
Eugenol - 99%
Product Number: E51791 OH
Lot Mumber: MKBJ0904V
BErand: ALDRICH
CAS Mumber: 97-53-0 =

_ HsC OCHa,
MDL Mumber: MFCDO000&654
Formula: C10H1202
Formula Weight: 164.2 g/mol
Quality Release Date: 23 5BP 2011
Test Specification Result
Appearance {Color) Colorless to Dark Yellow Colorless
Appearance {Form) Ligjuid Liguid
Infrared spectrum Conforms to Structure Conforms
Purty (GC) = 985 % 987 %

fums Jlcaoon

Jamie Gleason, Manager

Quality Control

Milwaukee, Wisconsin US
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ANEXO 3: Tabla de distribucion t de Student
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4] la.n ]

1 040 030 020 010 0030 0,025 0010 0,005 0,001 00005
ol

1| 0325 0727 LA76 3078 6314 1271 3182 6366 3183 6366

2| 0,28% 0,617 1,061 1LBaa 2520 4303 6963 §.925 2233 311,60
36,277 458+ 0978 1,638 2,353 3182 4354] 55841 10,22 12,94
4+ | 0,271 0,56% 0,941 1,533 2,132 2776 3,747 44604 7,173 BAl0
5| 0,287 0,559 0%20 1,476 2015 2,571 1.363 4032 3893 6,359
6 | 0,260 0,53 0506 1440 1,983 2447 3,143 3707 5208 3,959
70,283 05439 0,896 L4l 1,893 2363 2998 1499 4,785 5,405
8 10262 0346 Q889 L1397 1.8p0 2306 23945 LI5S 4,501 3,041
910261 0543 0883 138 1,833 2,162 1821 3250 4,297 4,781
10 | 0,260 0542 087% 1372 1812 2,228 2764 3,149 4,144 4,587
11 ] 0,260 0,340 0876 1,363 1,796 2,200 2718 3,106 4,025 4,41¥
12 ] 0.25% G539 0873 1356 1782 2,17% 2,431 3,055 3930 4,314
13| 0,25 0538 0870 LYS0 1771 2,180 2430 3012 a8 4,221
L4 | 4,258 0,537 0848 1,345 1,761 2,145 2624 2977 3,787 4,140

ja—
W
=
-
[y
4. -)
=
]
[
L=

0.866 1341 1,753 2,13 2,402 2,547 3,71 4.073

16 | 0,258 0,535 0843 1,337 1746 L1200 2383 192l 3,638 4,013
17 | 0,257 0,533+ {0563 1,333 L1740 2110 2567 2203 1646 3,965
18 | 0,257 0,53+ 0862 1,330 1,734 Zl01 2331 2,378 3,611 3,812
i9 | 0257 05333 0861 1328 1729 2091 15319 286l 13779 3,883
20 10,257 0,53 0860 1,333 1,733 2086 1528 2843 3,352 3,830
2L 1 0,257 532 Q.85% R3I23 0 L7210 2034 23lB ZBAL 3,527 3,819
22| 0,256 D332 OA3E 0 132 ELY 2074 2508 2.B1% 3,305 3.7%2
23| 0,256 0,532 0,838 L1319 1,714 20682 25000 2AD7 3,485 3767
4| 0,25 0531 0857 1318 L7111 2064 2,492 2,097 3,467 3,743
a5 1025 0531 0% 1,316 LFO08 2060 2,485 2787 3,430 3.725
26 | 0,25 Q511 0858 1,313 LV0é 2036 2479 3IT7% 3,435 3,707
27 16,256 0,331 G85F 1314 170) 2082 2473 2701 3421 3,690
28 | 0256 0,510 0,833 1,313 170l 2043 2467 2,763 1.408 1674
29 | 9,256 05330 0854 1,311 1,68%  2.045 D dEY RTEE 1,595 3639
0 | 0,256 0530 0854 1310 1,697 2042 2457 2750 3,383 3646
40 | 0,255 0,25% 0,851 1,303 1,648 2021 2,423 2,704 3307 3,551
50 | 0,255 0,528 0,849 1,298 1,676 2,00% 2,403 2648 3,262 1,493
60 | 0,254 0527 O0f38 1,296 1,671 2000 2350 2,660 3,232 346D
80 | 0,254 0527 0,846 1,292 1,664 1,590 2374 243% 3,195 3,415
100 | 0,234 0.256 OR45 1,290 1660 1,93+ 2365 2626 3,174 3.3189
200 | 0,354 0,525 0843 1,286 1,633 1,872 2345 2601 3,131 3,339
so0 | ©0.253 0525 0,842 1,283 1,648 L9635 2,334 2,586 3106 3210
so | 0,253 0524 0,842 1,282 1,645 L960 2,326 2,576 309 3,291
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ANEXO 4: Tabla de distribucion F con confianza del 95%
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F Table for alpha=.05

df2/df1 |1 2 |3 ||+ s 6 |7 s le 110 12 |25 20 |lso 40 60 120 [ine

1 161.4476199.5000| 215.7073([224. 5832 [230.1619/233.9860| 2357684 230 827 [240.54331 241.6817|[243.9060/[245.9499 [245.0131| 249.051 8|[250.0851 [251.1432[252.1957| 253.2525([254.31 44
2 || 18.5528] 19.0000| 19.1643| 102458[ 19.2954] 19.3205| 19.3532]| 19.3710 10.3848] 19.3950|| 194125 10.4201| 10.4458| 19.4541|[ 10.4624| 19.4707| 19.4701| 19.4574|[ 19.4057
3 [ 30.1280] 9.5521) 92768 9.1172| 9.0135| 8.9405| 8.8867| B8.8452| B.6123 8.7855| 5.7446| B.7029| B6.6602| 5.6385|| B.6166| B.5944| 8.5720| 8.5494| 55254
|4 | 7.7086| 6.5443] 6.5514) 53882| 6.2561 6.1531] 6.0942| 60410 55988 59644 59117 s58578| S.8025| 5.7744] 57458| 57170 56877 56581 556281
5 | esore| somer| sauos|| sas22| 50503 4.9503] 4.87s5| amisa| ag7as] 47351 aeriy| asiss| asse] 45272 44957 a.a4e38| 4.4314] 43385 43650
6 5.3674| 51433 4.7571) 45337 4.3874] 4.2833] 4.2067| 4.1468| 4.09%0] 4.0800|| 39595 39381 3.8742] 3sa15| 38082| 3.7743| 37398 3.7047|| 3.568
7 5.5914| 4.7374| 43468 4.1203| 3.9715] 3.8660| 3.7670| 3.7257| 3.6767, 3.6365| 3.5747| 3.5107| 34445 34105 33758 3.3404| 3.3043] 32674 32298
a 5.3177| 4.4500) 4.0662| 38370 3.6875] 3.5806| 3.5005| 34331 3.38R1] 3.3472| 32830 32184 31503 3.0152|| 30794 3.0428] 3.0053 29663| 29276
9 5.1174| 4.2565| 3.8625| 36331| 3.4817 3.3738| 3.2027| 3.2296| 3.1789] 3..373| 30729 3.0061| 2.9365| 2.9005| 28637 2.8250| 2.7872| 2.7475| 2.7057|
10 | 4.5646| 4.1028| 3.7083) 34780| 3.3258 3.2172| 3.1355| 3.0717( 3.0204| 2.9782| 29130| 28450 27740 2.7372|| 26996| 2.6609| 2.6211] 25801 2.537%
11 a.8443| 35923 3seza)| 33867 32039 3.094s| 30123 29q80| 28062 zwesss|| 27ere| 27186 2.6464] 26090 25705| 28308 24901 24480 24045
12 42472 38853 34503 32592 31059 29961 29134 28486| 27964 2.7534| 26866| 26169 25436| 25055 24663 24259| 23842| 23a10|| 22962
13 4.6672| 38055 34105 3.1791| 30254 3.9153] 28321 27669 2.7144] 26710 26037| 25331] 2.4589| 24202 23803| 2.3392| 2.2965| 2.2524| 22084
14 4.6001 | 3.73R9) 3.3430)[ 31122 2.0582 3.R477| 2.7642| 2.60a7[ 2.6458] 2.6072| 25342 24630| 2.3879| 3.34R7|| 2.3082| 2.2664| 3.2229| 2.1778| 2.1307
15 4.5431| 3.6823| 3.2874] 30556 2.4013] 2.7905| 2.7066| 25408 2.5876| 2.5437| 2.4753| 2.4034| 2.3275| 2.2878 22468 2.2043| 2.1601] 2.1141] 2.0658
16 3.6337| 3.2383| 3o00sy| 28524 z.7413| 26572 2.5511| 2.5377] 2.4935| 24247 2.3s522| 2.27se| 2.2354) 23938 21507 2.1058) 2.0583| 2.0096
17 | 35018 3ises|| 29647 28100] 26987 26143 285480| 24943 2443 23007 23077] 2.2304] zawse|| 21477| 21040 2.0584] 20107 19604
18 3.5548| 3.1598] 29277 27729 26613 25767 25102 2.4563] 24117| 23421 2.2686| 21906 21497 2.1071| 2.0629| 20168 19681 19168
19 35219) 3.4274|| 28951 27401 26283 2.35435| 24766 24227] 2.3773|| 23080| 22341 2,555 21141 20712| 2.0264] 19795 19302 1a730
20 3.4978| 3.0084] 2AS1| 2.7109] 2.5900| 2.5140| 24471| 2.397a 2.3473|| 23776| 2.2033| 2.1247| 7.025| 2.0391| 1.0038| 1.04R4| 1.8363) 18432
21 4.3248| 3.4663| 3.0725| 28401 2.6848] 2.5727| 2.4876| 2.4205| 2.1660 2.3210| 22504 2.1757| 2.0960| =2.0540] 2.0102| 1.9645] 1.5165| 1.8657 18117
22 4.3009| 34434 30a91f| 28187 25613 2.5451) 24638| 2.398s| 2.3419] 22967 2z2se| 2.1508| 20707| z.0283] 19842| 1.393u0| 1.Es94] 18380 17831
23 4.2753| 34221| 30280) 2.7985| 28400 25277| 24422 2.3748| 23201 22747| 22036 2.202] 20476 20080) 19608 1.5:39] :i.eeas] 18128 17570
24 4.2597| 34028) 30088 27763| 2.6207] 2s5082] 24226] 2.3551| 2.3002] 2.2547| 21834 21077 20267 19838 1.9390| 1.8920] 1.8424| 1.789s| 1.7330
25 4.2417| 33852 29912 27587 2.6030] 2.4904| 24047 23371| 2.2821] 2.2365| 2.1645| 20889 2.0075| 19643 19192| 1.8718| 168217 1.7684| 17110
26 || 4.2252| 3.3690| 2.9752|| 2.7426| 2.5868| 2.4741| 2.3A83|| 2.3205| 2.2655| 2.2197| 2.1474| 20716| 1.9898| 1.9464] 10010| 1.A533| 1.8027] 1.7488 15906
27 || 42100 3.3s41] 29604 27278 2.5719) 2.4591] 23732 23053 2.2501) 22043 201323 2.0ss8| 15736 1.9203) 1.8s42| 18361 17851 17308 15717
28 [ a.19s0] 33404] 2mae7|[ 27141 25581] Zaas3|| 23se3 22013 2.23e0] z1g00|[ 22178 20411 19see| 19147 1mesy| 1.8z203] 17ee3| 17138 1s541
29 || aas3o| 33277 29340] 27014| 2.5454] z.a324] 23463 22793| 2.2220] z:ire8| 21048 20275] 1.9448] 19008 18543 1.m08s| 17537 16881 18376
30 4.1709| 30158 29223 266896| 2.5336/ 24208 23343 2.2652| 2.2107] 2:64s| 20521 20148] 19317 18874 18408| 17918 17396 16835 15223
40 || 4.0847| 3.2317| 2.8387|| 26060| 2.4435| 32.3359| 2.2490 2.1807| 2.1240] 2.0772|| 2.0035| 1.9245| 1.8369] 1.7929)| 17444 1.6928 1.6373] 1.5766] 1.5089
60 4.0012| 3.1504| 27581 25252| 2.3683 2.2541] 2.1665| 2.0970( 2.0401] 1.9925| 19174 18364 1.7480] 1.7001)| 16491 1.5943] 1.5343] 14673 13893
120 39201 3.0718] 26802| 24472 22899 2.1750| 2.0868| 20154 1.55e8] 1.105| 13337 17505 1.6587] 1.6084] 1.5543[ 1.4952| 1.4260| 1.3519) 1.2539
int 3ma1s| 25957 2e04s|| 23718| 2.2141] Zooes| zouse| 139384 1.e7sel 1307 1.7s22] 1eesa| 1570s] 15173 1.4s91| 1.3sao| 1.3e0| 1.z214) 10000
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ANEXO 5 : Espectros IR de muestras y duplicados de albahaca de sal y albahaca de dulce
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ALBAHACA DE SAL MUESTRA 1
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ALBAHACA DE SAL MUESTRA 2

Destilacion por arrastre de vapor
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ALBAHACA DE SAL MUESTRA 3
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ALBAHACA DE SAL MUESTRA 5
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ALBAHACA DE SAL DUPLICADO 1
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ALBAHACA DE SAL DUPLICADO 2
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