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INTRODUCCION

Si bien la cromatografia en fase gaseosa es esencialmente una técnica ana-
litica, en algunas ocasiones el tiempo de retencién no es suficiente para la identi-
ficacién de un determinado componente. En estos casos puede utilizarse como téc-
nica preparativa, aumentando el tamafio de las columnas para manejar mayores
cantidades de muestra (10 a 15 microlitros) (1, 2, 3). La adecuada recogida de
las fracciones es un problema tan arduo, en ocasiones, como la identificacién de
las mismas. Si se consigue, la cromatografia gaseosa constituye una de las mejo-
res téenicas de separacién, requiriéndose diversos analisis adicionales de las frac-
ciones separadas para la positiva identificacién de los componentes individuales.

MIrov (4) ha utilizado la espectroscopia infrarroja junto con el valor Rf
para una identificacién mas exacta de numerosas sustancias. OGUYANOV (5) ha
analizado los componentes del Pinus silvestris por cromatografia gaseosa, espec-
troscopia infrarroja y densidad 6ptica. En estos casos es necesario utilizar co-
lumnas preparativas o bien modificar la cromatografia analitica para fines pre-
parativos (6). JAIN (7) ha sugerido como idénea la combinacién de la cromato-
grafia gaseosa —en diferentes. condiciones de trabajo— con un estudio comple-
mentario por espectroscopia infrarroja, que permite confirmar la identidad de los
componentes. También Ricciarpr (8) ha empleado la cromatografia gaseosa junto
con la espectroscopia infrarroja para la identificacién y la confirmacién de diver-
S0s componentes,

HoERING (9) ha informado sobre la necesidad de una aplicaciéon conjunta de
la cromatografia gaseosa y la espectroscopia infrarroja, puesto que cromatogra-
mas aparentemente “limpios” dan espectros infrarrojos con impurezas desconoci-
das en el cromatograma. Las técnicas de recogida son enormemente variadas
(10-14).

(*) Este trabajo forma parte del Grant FG-Sp-145 del Departamento de
Agricultura de los EE. UU,
(**) Becario de la Comisaria de Proteccién Escolar.
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La posibilidad de comprobacién por espectroscopia IR de los resultados ob-
tenidos en cromatografia gaseosa era muy interesante para los objetivos de nues-
tro trabajo. A este respecto, BEROza (15) ha descrito una técnica para la conden-
sacién de minimas cantidades de componentes volatiles cuya identidad, después
de su separacion por GC, puede ser confirmada bien sea por una nueva croma-
tografia —en diferentes condiciones— o efectuando el correspondiente espectro
infrarrojo. También Epwarps (16) ha desarrollado un método sencillo para la
condensacién de pequefas cantidades de componentes volatiles a partir de cro-
matografia gas ligquido, determinando acto seguido el espectro infrarrojo para una
mayor seguridad en su identificacién, THoMAs (18) ¥ SNavELY (17) han descrito,
asimismo, diversas técnicas de recogida de los componentes de una mezcla se-
parados por cromatografia de gases para su ulterior identificacién por espectros-
copia IR, DuRso y col. (13) han puesto a punto-un método automético para la
resolucién de mezclas en gran escala, de general aplicacién en las separaciones
cromatograficas. La cantidad de muestra de que se dispone y, sobre todo, sus
propiedades fisicas condicionan la forma de recogida (13-18).

El empleo conjunto de la cromatografia en fase gaseosa y la espectroscopia
infrarroja podia constituir, por tanto, el sistema analitico mas adecuado para la
investigacién de los componentes esenciales que, en cantidades minimas, se obte-
nian en nuestro laboratorio a partir de plantulas de pino. También era indispen-
sable conocer la fiabilidad de los patrones, analizando exactamente su composi-
cién, e intentar identificar componentes de los extractos de tallos y aciculas de
pino cuando el Rf era desconocido o insuficientemente nitido.

Trabajando con aire liquido y unos dispositivos de microcondensaciéon aco-
plados al “splitting”, se han conseguido muestras (con registro analitico simul-
taneo) que, empleando microcélulas en el IR, han permitido la obtencion de es-
pectros suficientemente expresivos para los objetivos previstos.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado columnas analiticas y, por tanto, pueden inyectarse Unica-
mente cantidades pequefiisimas de muestra (3 microlitros como maximo). Aunque
se hace una repeticién del ciclo, la cantidad recogida con fines “pxeparativos” es
minima. Era necesario, por tanto, un colector especial que permitiese recoger
voliimenes muy pequefios (décimas de microlitro) para su andlisis en microcélu-
la de IR, Basindose en los colectores descritos por SNAVELY (17) y los fabricados
por la firma Perkin-Elmer, disefiamos el modelc que se representa en la fig. 1.

Esta formado por un tubo de vidrio “Pyrex” de 3 mm. de didmetro interior y
5 ¢cm, de longitud, con una pequefia tubuladura lateral, En este tubo se introdu-
ce un capillar de 3 cm. de longitud, adaptdndolo mediante un anillo de teflén, cuyo
extremo —no capilar— se conecta al “splitting”. El gas portador atraviesa el ca-
pilar y sale por la peguefia tubuladura lateral.

Enfriando convenientemente el sistema (sumergiéndolo en aire liquido), la
escasa cantidad de muestra recogida se condensa en la superficie del tubo capi-
lar. Una vez separado el sistema de refrigeracién se afiaden por la parte supe-
rior 20 microlitros de disolvente, el cual arrastra toda la muestra. Presionando
suavemente el tubo de teflén, se practican sucesivas succiones que permiten una
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Fig, 1.—Esquema del dispositivo empleado para la recogida de
pequeflas muestras separadas por cromatografia gaseosa.

buena recuperacién. Finalmente, se saca el capilar quedando la solucién proble-
ma en el tubito ‘“colector”, llenidndose las microcélulas del IR mediante una
microjeringa.

Para la cromatografia gaseosa se ha utilizado un cromatégrafo Perkin-Elmer,
mod. F-7, dotado de dobles columnas, que permiten la compensacién de la linea
de base al operar a temperaturas altas, y un detector diferencial de llama. La
espectroscopia infrarroja se ha realizado en un espectrofotémetro de doble haz
Perkin-Elmer, mod. 137.

Las muestras empleadas han consistido, principalmente, en terpenos patro-
nes, esencia obtenida por destilacién en corriente de vapor de agua a partir de
tallos y aciculas de Pinus pinaster (20) y =sencia de sabina. La cantidad de mues-
tra inyectada ha sido de 2 microlitros. Puesto que trabajamos a temperaturas
elevadas (125-150°C) la refrigeracién se ha efectuado con aire liquido contenido en
pequefios vasos de precipitado recubiertos de material aislante (esponja de plas-
tico).

Generalmente, son necesarias inyecciones repetidas para obtener una canti-
dad suficiente de la fraccidén problema. Los colectores deben permanecer inmersos
en aire liquido todo el tiempo que dure la recogida. Una vez obtenida la cantidad
necesaria de muestra, se retira del aire liquido y se afiaden por la parte supe-
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rior del capilar 20 microlitros de CliC, Con la solucién resultante se llenan las
microcélulas y se realiza el espectro infrarrojo. La pureza de la muestra recogida
puede comprobarse —ademds de por su espectro IR— por nueva separacién cro-
matografica.

RESULTADOS Y DISCUSION
1.—Patrones.

La técnica que se describe ha permitido la investigacién de la pureza quimi-
ca de las siguientes sustancias patrones para cromatografia gaseosa: alfa- y beta-
pineno, alfa-felandreno, delta-3-careno, geraniol, citronelol, sabineno y limoneno.
En todas ellas se han detectado e identificado numerosas sustancias acompafiantes
en mayor 0 menor proporcion que impurifican al patrén y, en muchos casos, pue-
den inducir a graves errores analiticos. Se presentan algunos ejemplos: la fig, 2

b S
-

Fig. 2—Cromatograma del alfa-felandreno patrén.

corresponde al cromatograma del alfa-felandreno patrén obtenido en las siguientes
condiciones: columna DC-550; flujo de nitrégeno: 80 ml/min.; temperatura:
125°C; atenuaciéon: 400. La presencia de numerosas impurezas se pone de mani-
fiesto asimismo en el espectro infrarrojo (fig. 3). Dada la importancia cuantita-
tiva de las sustancias acompafiantes, se procedi6é a separar por “splitting” e iden-
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Fig. 3.—Espectro IR del alfa-felandreno patrén,

tificar los componentes mayoritarios 1, 3 y 4. En e! primer caso se inyectaron
tres veces sucesivas 2 microlitros de alfa-felandreno patrén recogiéndose la frac-
cién correspondiente al pico 1. Para la identificacién de las sustancias 3 y 4, dada
Ssu mayor proporcién, basté con inyectar dos veces 2 microlitros de muestra. Las
fracciones recolectadas se disolvieron en 20 microlitros de CLiC y se determiné su
espectro infrarrojo en microcélulas del Cl: Ca, pudiéndose identificar como tu-
yeno, alfa-felandreno y beta-felandreno, respectivamente (fig. 4).

En el cromatograma del sabineno (fig. 5), obtenido en idénticas condiciones
que el del alfa-felandreno, aparecen dos componentes mayoritarios en tal propor-
cién que se interfieren de una manera manifiesta en su espectro infrarrojo (fig. 6).
Por el valor de su Rf puede sugerirse que el componente 1 corresponde al alfa-
pinenc y el 2 al sabineno. Para su identificacién por espectro IR, ambos “picos”
se recogieron tres veces sucesivas, inyectando 2 microlitros de patrén cada vez,
Yy se disolvieron en 20 microlitros de CLC. Los espectros correspondientes (fig. 7)
se han identificado como alfa-pineno y sabineno, corroboriandose de esta forma
las previsiones cromatograficas.

El analisis cromatografico del limoneno se ha realizado en diversas condi-
ciones, tal como se expresa en la tabla I, Los cromatogramas correspondientes
(fig. 8) nos muestran una serie de componentes, de los cuales algunos —como el
3, fig. 8 B— no han podido récogerse como efluyentes de la columna DC-550 de-
bido a su Rf, muy semejante al del pico 3. Empleando la columna “R” (fig. 8-C)
se obtuvo una mejor separacién pero esta columna no puede ser utilizada para
“splitting”. El espectro infrarrojo del limoneno patrén (fig. 9) pone claramente
de manifiesto la variedad de estructuras que contiene., Los efluyentes de la co-
lumna se recogieron tres veces sucesivas, habiendo inyectado 3 microlitros de
muestra cada vez, Sus espectros infrarrojos (fig, 10) permitieron identificar los
cuatro componentes mayoritarios: alfa-pineno (pico 1), canfeno (pico 2). limo-
neno (pico 3) y 1-metil-4-isopropil benceno (pico 4).

2.—Extractos esenciales de tallos y aciculas de P, pinaster

La aplicacién de la técnica de “splitting” en la investigacién de los compo-
nentes no identificados por cromatografia gaseosa existentes en la esencia del
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Fig. 4—Espectro IR de los componentes mayoritarios aislados a
partir del alfa-felandreno patrén, I) Pico num. 1: Tuyeno; 1I)
Pico num. 3: alfa-felandreno; III) Pico nam. 4: beta-felandreno.

TABLA 1

Condiciones experimentales para la cromatografia en fase gaseosa del limoneno

A B C
Columna DC-550 DC-550 “R”
Flujo (ml/min.) 80 80 35
Temperatura (°C) 160 125 125

Atenuacién 400 400 100
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Fig. 7—Espectro IR de los componentes mayoritarios aislados del sabineno

patrén. I) Pico nam. 1: alfa-pineno; II) Pico nim, 2: sabineno.
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Fig, 8—Cromatogramas del limoneno patrén, obtenidos de

acuerdo con las condiciones indicadas en la tabla 1
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Fig. 9.—Espectro IR del limoneno patrén.

Pinus pinaster ha dado resultados muy satisfactorios. Las muestras de esencia,
procedentes de tallos y aciculas por separado, obtenidas en un aparato Neo-Cle-
venger modificado (20). se analizaron cromatograficamente en las siguientes con-
diciones: columna DC-550; flujo de nitrégeno: 70 ml/ml; temperatura: 125°C;
atenuacion: 400.

La fig. 11 representa el cromatograma obtenido a partir de la esencia de
tallo; en él puede apreciarse la existencia de tres componentes no identificados
por su Rf (picos 7, 8 y 9), de los cuales el Gltimo pudo recogerse por ‘“splitting”
para su identificacién por espectroscopia infrarroja. Con la esencia de aciculas se
obtuvo el cromatograma que se reproduce en la fig. 12, en el que aparecen los
picos mencionados para la esencia del tallo, mas otros dos de mayor Rf, de los
que uno (pico 11) se separé por “splitting” para su analisis al infrarrojo. Los
espectros obtenidos (fig. 13) corroboran la identidad de uno de los componentes
de ambas esencias (pico 9) y sugieren la posible identificacién de todos ellos como
sesquiterpenos esterificados.

3.—Esencia de sabina

El anélisis e identiﬁcacié;l de los componentes de la esencia de sabina se
ha realizado en las mismas condiciones cromatograficas que las expresadas para
la esencia de P. pinaster, Como se pone de manifiesto en la fig, 14, €l sabineno
(pico 2) se presenta como componente mayoritario de la esencia de sabina. Re-
cogido este componente por microcondensacién y efectuado su anélisis al infrarro-
jo se ha obtenido un espectro puro que lo identifica con el sabineno (fig. 7, II).
Dada la pequefia proporcién en la esencia de los componentes minoritarios 1 y 3,
ha sido necesaria su recoleccién por “splitting” después de varias inyecciones su-
cesivas de 2 microlitros de muestra. Los espectros infrarrojos obtenidos (fig. 15)
demuestran la existencia en el componente 1 de un grupo funcional -CH:-CO-O-R
¥y de un radical isopropilo. En el componente 3 se ha podido apreciar la presen-
cia de varios butilos terciarios y de ésteres alfa-beta no saturados, lo cual, unido
al alto valor de su Rf cromatogréfico, permite identificarlo como un sesquiterpe-
no esterificado,
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Tig. 10—Espectro IR de los componentes mayoritarios aislados

a partir del limoneno patrén. I) Pico nam. 1: alfa-pineno; II)

Pico nim, 2: canfeno; III) Pico num, 3: limoneno; IV) Pico
nam, 4: 1l-metil-4-isopropil-benceno.

E



429

ARS PHARMACEUTICA

Fig, 11.—Cromatograma de la esencia de tallo de Pi-
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Fig. 12.—Cromatograma de la esencia de aciculas de P
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Fig. 13.—Espectros IR de los componentes mayoritarios no identificados aisla-
dos a partir de la esencia de Pinus pinaster. I) Pico num. 9 de la esencia de
tallo; II) Pico nim. 9 de la esencia de aciculas; III) Pico num, 11 de la
esencia de aciculas.
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Fig. 14.—Cromatograma de la esencia de sabina.
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Los resultados expuestos demuestran la gran importancia de la técnica de
“splitting”, como procedimiento de extraordinaria garantia para la confirmacién
de los valores Rf obtenidos en la cromatografia en fase gaseosa y, especialmente,
para la identificacién de sustancias con tienpos de retencién dudosos o picos
poco definidos en las condiciones experimentales., El manejo adecuado de las
posibilidades de absorcién (columnas) y condiciones de trabajo (temperatura pro-
gramada) junto con la espectroscopia infrarroja permite disponer de un sistema
de reconocimiento y caracterizacién de un valor analitico indiscutible.

En estas condiciones se ha llevado a cabo un estudio exhaustivo de la com-
posicién terpénica de numerosas especies de los géneros Pinus y Cedrus (21). asi
como el establecimiento de las variaciones estacionales de las esencias de P, pinas-
ter, P. laricio y P. pinea de la provincia de Granada,
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Fig. 15.—Espectro IR de los componentes minoritarios de la esencia de sabina.
I) Pico nim, 1; II) Pico n.° 3.

RESUMEN

Se describe un método de recogida de pequefias cantidades de muestra para
su andlisis por espectroscopia infrarroja, previa separacién por cromatografia en
fase gaseosa, utilizando colectores especiales y refrigeraciéon con aire liquido.

F] estudio comparativo de los espectros IR obtenidos en el empleo directo
de sustancias patrones y los hallados previo aislamiento por cromatografia en
fase gaseosa ¥y microcondensacién (“splitting”) pone de manifiesto la idoneidad
del procedimiento empleado.

En todos los productos considerados (alfa y beta-pineno, alfa-felandreno, del-
ta-3-careno, geraniol, citronelol, sabineno ¥y limoneno) se han detectado nume-
rosas sustancias acompaiantes, habiéndose procedido a su separacién e identifi-
cacién por espectroscopia infrarroja. Son particularmente interesantes las impu-
rificaciones establecidas en alfa-felandreno, sabineno y limoneno.

Aplicado a la diferenciacién de los componentes de la esencia de Pinus pi-
naster, el estudio realizado por “gplitting” ha permitido establecer la presencia
de distintos sesquiterpenos en esencias de tallos y aciculas. Sus espectros IR su-
gleren que los sesquiterpenos se hallan al estado de ésteres.
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En la esencia de sabina ha sido posible corroborar la naturaleza de su com-
ponente mayoritaric —sabineno —y sugerir la estructura sesquiterpénica de com-
puestos no identificados de elevado Rf.
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