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RESUMEN

Se estudio la variabilidad estacional de los compuestos de los aceites esenciales
del follaje de Pinus oocarpa y Pinus douglasiana. El follaje (aciculas) de ambas
especies de pinos se colectd en verano, otofio e invierno de 2005 y primavera
2006 del Campo Experimentai Bosque Escuela que esta ubicado al suroeste del
Bosque La Primavera. El follaje se fracciond en un molino de martille, mientras
que la extraccién de los aceites se realizé mediante |a técnica de hidrodestiiacion.
El aceite obtenido se deshidraté y posteriormente se separd por medio de una
columna preparativa con gel de silice y hexano, posteriormente se concentrd en
un rota vapor. El andlisis de los aceites y sus componentes se realizé en un
Cromatografo de gases acoplade a un detector de masas, utilizando estandares
de a y B-pineno, asi como limoneno y 1,8-cineol. Los resultados obtenidos
mostraron que ios aceites y sus componentes analizados en ambas especies de
pinos mostraron variacién estacional. En Pinus dougfasiana la mas alta
concentracion de a-pineno, B-pineno v limoneno se encontrd otofio, mientras que
en invierno 1,8-cineol fue el compuesto que presentd mayor concentracién. Con
respecto al follaje de P. cocarpa los compuestos a-pineno, B-pineno y 1,8-cineocl
se encontraron en mayor abundancia en invierno, pero en primavera el limoneno

resultd ser el compuesto con mayor concentracion.
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| - INTRODUCCION

Los pinos como se conoce a las diferentes especies de género, Pinus, (familia
Pinaceae) son importantes productores de madera en muchas regiones como un
recurso natural forestal o en plantaciones forestales. Hay mas de 100 especies
comunmente reconocidas por los taxénomos todas originarias de los paises del
Hemisferio Norte. Norteamérica es especiaimente rica con total de 65 especies; de
43 se distribuyen en México y América Central (Farjon ef al., 1997).

De los tipos de vegetacion que hay en México los bosgues de pino tienen gran
importancia en Ia industria de la madera. El estado de Jalisco cuenta con 85,966 ha
de pino natural y 926.428 ha de pino-encino, estas se aprovechan como madera y
representan un 85% de 1a tala (PRODEFO 2003).

El principa! producto aprovechable en la regidn de recursos forestales no maderables
es la resina de pino, para la obtencion de la brea o colofonia y el aguarras o esencia
de trementina (bajo norma NOM-EM 001-SARH3-1994); en Tapalpa se emplea el
Pinus leiophylla (conversacion personal con el Dr. Pérez de la Rosa) y algunos
municipios del estado y se comercializan en el estado de Michoacan (SEMADES
1993-1997). Otro recurso valuable son los aceites esenciales y oleorresinas son
usados en la farmacéutica e industria de perfumes (Pagula y Baeckstrém 2006}, y en
el campo biolégico come insecticida y bactericida (Troth y Manery, 2001).

La especie de PFinus oocarpa Schiede ex Schlechtendal presenta la mayor
distribucion de los pinos tropicales del mundo (Styles, 1998), Finus douglasiana
Martinez presentan una buena distribucion en México principalmente en Jalisco su
importancia radica en la industria maderera y resinera (Farjon ef al.,, 1997).



De acuerdo con Toledo, (2005) el follaje de los pinos presentan importantes
compuestos de alto valor agregado, entre los que se encuentran los aceites
esenctales y sus componentes, los cuales presentan biocactividad contra
microorganismos. Considerando lo anterfor, esta investigacion se realizd con el
propdsito de analizar por cromatografia de gases la variacidn estacional de los
aceites v algunos de sus componentes con actividad biolégica de Pinus oocarpa y

Pinus douglasiana



Il - ANTECEDENTES

2.1 DESCRIPCION DE ESPECIES
Pinus oocarpa Schiede ex Schlechtendal

Arbol de 12 a 18 metros de altura, a veces hasta 25, por 40 a 75 cm, de didgmetro,
con la copa por lo comin redondeada y frecuentemente compacta; ramas fuertes y

extendidas.

Corteza agrietada, obscura © grisacea, con placas delgadas, largas y casi
rectangulares, de color amarillento interiormente. Ramillas morenas, asperas al
principio y después escamosas, desapareciendo la aspereza debido a la caducidad

de la base de las bracteas (Martinez, 1992).

Aciculas en fasciculos de 5 (algunas veces 3 & 4 en é&rboles que tienen
principaimente 5}, de (17 a 30) cm de longitud y 0.8 - 1.4 mm de ancho, rectas,
frecuentemente rigidas (Farjon et al, 1997) son triangulares de color verde claro
brillante, rara ves suaves y flexibles, tiene dos haces vasculares, contiguos o casi
contiguos y los canales resiniferos son septales; es decir, tocando el endodermo y al
hipodermo, a veces con algunos internos o medios y en nimero generalmente de 5 a
8. las células del endodermo son grandes y a veces de seccién casi circular y sus
paredes son delgadas, El hipodermo es delgado uniforme y sin entrantes en el
clorénquima. Las vainas de los fasciculos son persistentes, de color castafio oscuro,
de 20 a 30 mm, y con bracteas acuminadas. Yemas ovoide conicas u oblongas, de
color castafio brillante. Los conillos son subterminales, subglobosos, algo
ensanchados en la parte media, sobre pedinculos escamoses de unos 3 cm. de
largo, cominmente solitarios, con escamas anchas, casi triangulares, con pequefias
puntas gruesas y casi romas. Los conos son anchamente ovoides u ovoide cénicos
cortamente atenuados, a veces casi globuloso; fuertes y pesados, algo reflejados y
en ocasiones ligeramente oblicuos colgantes de 5.5 a 8 cm de largo. El cono abierto
suele medir hasta 10 cm de didmetro y parece la forma de una roseta regular y
simetrica.



El color es ocre con tinte algo verdoso, brillante. Se presentan ya solitarios, ya por
pares 0 en grupos de tres; persistentes, sobre pedinculos débiles de dos a tres
centimetros. A veces se notan algo resinoso cerca de |a base y al caer llevan consigo

el pedunculo. (Martinez, 1992).

Las escamas son gruesas, moreno obscuras interiormente y abajo del umbon
aplastadas destacandose claramente las huellas de las alas, algo ensanchadas en
su parte media parecida una forma casi lirada. El dpice es recto, angulosc o algo
redondeado. Umbon de contorno irregular, pero uniforme con quilta transversal baja y
bien marcada, apdfisis aplastadas en las escamas cercanas a fa punta; poco
levantadas en la region media y prominentes, irregularmente subcdnicas y aun algo
reflejadas en las escamas basales; cispide con finisima espina extendida y pronto
caediza.

La semilla es pequefia alargada y obscura de unos 7 mm con ala de 10 a 15 mm

obscura también engrosada en su base {Martinez, 1992).

Habitat: vive en una gran variedad de tipos de bosques. En Mesoamerica P. oocarpa
es frecuentemente la Unica especie en los ampliamente distribuidos bosques abiertos
de pinar sabanoide, en México se encuentra también en pinares y bosques de pino-
encino abiertos desde las colinas bajas hasta las grandes cadenas montafiosas. Los
incendios son frecuentes en los bosques donde P. cocarpa predomina. Su altitud va
desde los 200 hasta 2300 m.s.n.m. Su distribucion es desde el centro de Sonora
hasta el noroeste de Nicaragua (Farjon ef al., 1997).

Naturalmente es la especie con la mayor distribucion de los pinos fropicales (Styles
1898). Una variedad botanica, la cual tiene consistentemente solo tres hojas por
fasciculos y que se desarrolla en suelos pobres y poco profundos (permaneciendo
come pequefios arboles), era reconocida como P. oocarpa var. trifoliata Martinez
(Farjon ef a/,1997). Actualmente reconocida a nivel de especie como Pinus luzmarie
Pérez de la Rosa (1998).
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Corte transversal de acicula de P. oocarpa
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Pinus cocarpa Farjon, et &l., 1997

Pinus douglasiana Martinez
Arbol de 20 metros de altura, por 30 a 50 ¢m de didmetro a la altura del pecho; copa

redondeada y densa.

Corteza algo aspera, de 2 cm de espesor aproximadamente, rojiza y escamosa
divida en placas irregulares. Ramas extendidas agrupadas en la parte superior del
tronco. Ramas morenas con tinte rojize y muy asperas debido a la persistencia de la
base de las bracteas las cuales son anchas, brillantes, salientes y contiguas se

desmama facilmente.

Aciculas de grupos de 5, triangulares casi derechas y agudas, de 25 a 33 cm de
largo, con los bordes finamente aserrados; de color verde claro algo amarillento,
brillante, con tinte glauco en las caras interiores, solamente visible en las hojas

tiernas.



El hipodermo es biforme muy grueso con 5 capas de células desiguales e
iregularmente colocadas a veces dobles que Hlegan al endodermo seccionando el
clorénquima; las paredes exteriores de las células endodérmicas son muy
engrosadas. Tienen dos haces vasculares contiguos, bien distintos, rodeados ammiba
y debajo de células de refuerzo; los canales resiniferos son medios y en numero de
tres (Martinez, 1992).

Las vainas de los fasciculos son persistentes de 20 a 30 mm, escamosas abajo y
anilladas arriba, de color castafio rojizo al principio y castafio oscuro después. Las
yemas son conicas, de color naranja rojizo.

LLos conillos son moreno violaceo, erguidos, oblongos, subterminales, algo atenuados
en ambas extremidades, romos, generalmente en grupoide tres con escamas
gruesas, armadas de puntas extendidas o dirigida hacia el apice.

Conos largamente ovoides, algo asimétricos, reflejados, ligeramente encorvados
atenuados hacia el apice de color moreno rojizo, opacos, caedizos, de 7.5a 10.5 em.
Se presentan en grupos de 3 a 5, sobre pedunculos de unos 12 mm, oblicuos y
quedando con el cono cuando éste cae.

Escamas de unos 20 a 30 mm de largo por 15 de ancho, de apice irregutar obtuso o
redondeado; umbo irregularmente cuadrangular o poligonal, rugoso, quilla
transversal patente, saliente perpendicular poco marcada; apdfisis iregular,
subpiramidal, alge levantada (casi aplanada en las escamas basales);, clispide

aplanada o muy saliente, con espina pronto caediza.

Semilla oscura casi ovoide de unos 5 mm, con ala de 25 mm de largo por unos 8 de

ancho, de color moreno (Martinez, 1992).

Habitat: pinares y bosque de pino-encing de montafia en zonas moderadamente
calientes a templadas. Su altitud va de 1100 a 2700 m.s.n.m. Su distribucidén es en
México principalmente en Jalisco, Michcacan, México y norte de Morelos,
extendiéndose hasta el norte de Nayarit y la zona limitrofe entre Sinaloa y Durango,

también localizada en Guerrero y Qaxaca (Farjon ef al., 1997).



Corte transeversal de la acicula de P.
dougfasiana Martinez 1992

Pinus douglasina Farjon et al,, 1997

El aceite esencial & compuestos volatiles que son almacenados en estructuras

especializadas dependiendo de los compuestos de cada especies, por ejemplo los
conductos resiniferos de los pinos (Pefiuelas y Liusta 2002).

2.2. PROCESOS COMERCIALMENTE EMPLEADOS EN EXTRACCION DE ACEITES
ESENCIALES

Sanchez { 2006) describe algunos de los procesos de extraccioén utilizados de

manara comercial, entre los gue se encuentran los siguientes:

2.2.1. ENFLEURAGE

Para este proceso se utilizan grasas naturales con puntos de ablandamiento
alrededor de 40°C, normalmente manteca de cerdo refinada, blanqueada vy
desodorizada, se extiende en bandejas en profundidad no mayor a 0.5 cm y sobre



ella se colocan los pétalos de flores 6 el material vegetal, desde donde se van a
extraer los principios odorificos, el contacto puede durar de 3 a 5 dias. Luego el
material vegetal es removido y reemplazado por material fresco; hasta la saturacion
de la grasa, que después esta se lava con alcohol relacién 1/1 dos veces. El alcohol
se filtra y se destila & vaci, hasta recuperar un 80% del volumen de alcohol, como

minimo en el fondo queda un residuo llamado absoluto.

2.2.2. EXTRACCION POR ARRASTRE DE VAPOR

Por efecto de ta temperatura del vapor (100°C} en u cierto tiempo el tejido se rompe
liberando el aceite esencial, el cual presenta a estas condiciones una presién de
vapor, adicionaimente el aceite esencial debe ser insoluble en agua, ya que después
del condensador, en el separador se forman dos fases, una de aceite y otra de agua,
si el aceite esencial presenta componentes solubles en agua estos quedan en la fase

acuosa que pueden comercializarse como tal.

2.2.3 EXTRACCION CON SOLVENTES

El material vegetal debe de ser molido o picado, para permitir mayor area de
contacto entre el sdlido y el solvente. El proceso ha de buscar que el sélido, ¢ el
liquido estén en movimiento continuo (agitacion), para lograr una mayor eficiencia en
la operacidn. Se realiza preferemtemente a temperatura y presion ambientes. El
proceso puede ejecutarse en forma continua por percolacion, lixiviacién extraccion en
soxhlet; los solventes mas empleados son Etanol, metanol, isopropancl, hexano,
ciclohexano, tolueno, xileno, ligroina, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo,
acetona, cloroformo: no se usan clorados ni benceno por su peligrosidad a [a salud.
Los solventes se recuperan por destilacion y pueden ser reutilizados. E! solvente
adicicnalmente trae otros componentes colorantes, gomas, mucilagos, ceras, grasas,
proteinas, carbohidratos. En etapa de recuperacion de los solventes (atmosférica o
vacio), después de los condensadores ha de disponerse de una unidad enfriamiento,
para la menor pérdida del solvente, el material residual de destilacién, contiene los
concentrados odorificos y se le conoce como concreto. En caso de emplear glicoles,



aceites vegetales, aceites minerales, como solventes extractores, los componentes

odorificos son imposibles de recuperar.

2.2.4, EXTRACCION POR PRENSADQ

También conocido como expresion, el material vegetal el sometido a presion bien
sea en prensas tipo batch é en forma continua, dentro de éstos se tiene los equipos:
tomnillo, sin fin de alta de baja presion, extractor expeller, extractor centrifugo,

extractor decanter y redillos de prensa.

2.2.5. EXTRACCION CON FLUIDOS SUPER CRITICOS.

Corresponde a las condiciones de temperatura y presion para un gas ¢ vapor, por
encima de las cuales la sustancia ya no puede ser licuada por incremento de presion.
Adicionaimente las propiedades de 1a fase liquida y/o vapor son las misma, es decir
no hay diferenciacion visible ni medible entre gas y liquido. La sustancia mas
adecuada es el C0O2, que en estas condiciones presenta baja viscosidad, baja
presion superficial, alto coeficiente de difusion (10 veces mas que un liquido normal),
que conlieva a un alto contacto con la superficie del material v puede penetrar a
pequefios poros y rendijas del mismo {o que asegura una buena eficiencia en fa
extraccion en una corto tiempo. En la parte final del proceso hay una remocion total
del solvente y se realiza a uma temperatura baja, se disminuye la pérdida de
sustancias volatiles y se evita la formacién de sabores y olores extrafos. EI CO2 no

es toxico, ni incendiario, es bacteriostatico.

2.2.6. HIDRODESTILACION

Es un proceso conocidos y difundido mundialmente para obtener el aceite esencial
de una planta aromatica y consiste, en colocar el material molido o entero dentro de
un alambique de destilacion al cuél se le adiciona agua hasta que el material quede
completamente inmerso, el agua se mantiene a temperatura de ebullicion mientras

que la muestra se agita mecanicamente.



El métedo inicia cuando el vapor de agua cargado de aceite se separa del
concentrado, durante la destilacion penetra en los tejidos de la planta y disuelve
primera los componentes mas solubles por ejemplo los oxigenados. Esta solucién
acuosa se difunde a través de las paredes celulares (hidrofusidn) y entonces al llegar
a la superficie el aceite se vaporiza inmediatamente, el proceso continda hasta que
todo el aceite atrapado en las células se vaporiza de acuerdo a su solubilidad en
agua. Los tiempos de destilacién varian ampliamente abarcando desde una hora
para unas plantas frescas 6 hasta cien horas para maderas duras como el séndato

(Aburto, 2003).

Los aceites esenciales son concentrados aromaticos de las plantas que se preducen
en las hojas, flores, semillas, corteza, raiz y en frutos. Estos pueden evaporarse en
contacto con el aire y también son conocidos como aceites voldtiles, son de‘un
aroma fuerte, y se obtiene generalmente por destilacion con vapor (FAQ, 1998).

Las plantas los producen como estrategias de defensa contra condiciones de estrés
bidtico y abidtico, para defenderse del dafic ocasicnado por la herida y el ataque por

insectos ¢ microcrganismos patégenos (Sepulveda et af,, 2002).

La base de estos componentes son los isoprenos, gue constituyen un amplio
conjunto de metabolitos secundarios de los vegetales. La mayoria de los terpenos
es especifica del reino vegetal pero esta especificidad no es absoluta, también se
localizan en algunos animales marinos. El isopreno tiene una amplia ventaja de
mostrar de manera completa la unidad biosintética de este grupo, y de dar cuenta de
la existencia, segdn el nimero de unidades que intervengan, monoterpenos (C10),
sesquiterpenas (C15), diterpencs (C20), triterpenos (C30), tetraterpencs (C40) (Lara
y Perez, 1996).

Para la identificacién de aceites esenciales la técnica mas utilizada es la

cromatografia de gases (GC) acoplado a espectrémetro de masas (MS) que es una

10



técnica de identificacién, esta combinacién ha presentado muchos avances para la
identificacién de componentes organicos {Throck, 1985},

Estos componentes organicos llamados aceites esenciales presentan propiedades
para inactivar el desarrolio de ciertos microorganismos. Los componentes como el
1,8-cineol y limoneno del aceite esencial del follaje de Pinus pinea, P. halepensis, P.
pinaster y P. nigra presentaron un 100% de actividad contra Acaros (Macchioni et al.,
2002).

Los componentes a-pineno y B-pinenc, son considerados efectivos contra las larvas
de Aedes aegyply L. y el aceite se obtuve de especies de Crofon (Morais et al.,
2006). Ademas el a-pinenc mostrd  actividad como inhibidor en el crecimiento de

diferentes microorganismos (Hong et a/.,2004).

Por ofro lado Lahlou (2003) atribuye a los monoterpenos a-pinenc y B- pineno
actividad contra moluscos de la especie {Bufinus fruncatus} del aceite esencial de

las confieras Cedrus atfantica, Pinus brutia, P. halepensis, P. pinaster y F. pinea de

Marruecos.

Pagula y Baeckstrom (2006) referente a la caracterizacion de aceites esenciales
mediante las técnicas previamente descritas, realizaron estudios de aciculas de
Finus taeda vy Pinus efliofti de Mozambique, los compuestos mas abundantes
fueron a-pineno y B-pineno. Por otro lado Koukos et al, (2000) realizd la
caracterizacién quimica de aceites esenciales en ramillas y aciculas de Pinus peuce,

a-pineno y p-pineno fueron mas altos en {as hojas.
Ghosn ef al, (2008) compararon los porcentajes de aceite esencial y los

componentes entre ramillas y aciculas de Pinus brutia resulto con mejor porcentaje

las aciculas y rico en compuestos oxigenados.
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Toledo (2005) trabajo con las especies FPinus cocarpa vy F. dougiasiana de bosque
natural de la Sierra Madre Occidental, realizé un andlisis completo de las aciculas
donde se observa la variabilidad de los compuestos en el aceite esencial.
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Il - JUSTIFICACION

Los aceites esenciales de pinos presentan compuestos bioactivos que podrian ser
utilizados como una alternativa en el control de plagas y enfermedades de cultivos de
interés agricola y plantaciones forestales. Por ofro lado, existe también poca
informacién que relacione los diferentes componentes de los aceites para determinar
las posibles relaciones de parentesco o separacion entre las diferentes especies de

pinos {(quimiotaxonomia) {Perry 1991).
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IV - OBJETIVOS

| - OBJETIVO GENERAL
Identificar los componentes totales del aceite esencial en follaje verde de Pinus

cocarpa Schiede y Pinus douglasiana Martinez.
{1 - OBJETIVOS PARTICULARES
1.- Determinar cualitativa y cuantitativamente de a - pineno, f - pineno, 1,8 - cineal y

limoneno en las especies mencionadas.

2.- Determinar [a variacién de estos componentes en cada estacién del afic.
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V -MATERIALES Y METODOS

5.1. LOCALIZACION DEL AREA DE MUESTREO

El campo experimental bosque escuela es un area que desde 1984 se han realizado
investigaciones con fines de la conservacion, manejo y proteccion de los recursos
naturales y forestales y que ademas es un area de menos impacto de la primavera.

Campo Expetimental Bosque-Escuela,
Siefra "La Primavera”, Jal. México.

228 1000

e ]

(L N R

21

L]
Oroioho o coler 1854

Depto. de Mader Coluicea y Prosl
CUCEL Unwarzidad de Guadelsar

Mapa. 1 Descripcién del rea de muestreo

5.2. DESCRIPCION DEL AREA DE MUESTREO

El Campo Experimental Bosque-Escuela, (CEBE) forma parte de la primavera, se
localiza de lado suroeste de esta, dentro del municipic de Tala, Jalisco Se encuentra
en las coordenadas N 20° 34'67.66™ y O 103° 37" 57.63"" por el lado norte son:
Latillas a 1 Km; por el NE, Cuxpala a 8 Km por el NW |a Viliita a 4.5 Km, por la misma
direccién se encuentra San Isidro Mazatepec a 7 Km y por SW el cerro de San
Miguel a 4 Km (Mapa. 1).
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Suelo

De acuerdo con la Carta Edafologica Detenla: Los suelos localizados del CEBE
pertenecen en su mayoria;, Regosol districo. Presenta un alto grado de erosion
hidrica esto causa considerables perdidas, lo que forma grandes y numerosas
carcavas y erosién laminar.

Clima

Segun fa clasificacion de KOEPEN, modificada por E. Garcia, las zona de estudio
pertenece al subgrupo climatico AC templado semicélido; con una temperatura media
anual de 18.9° C la temperatura media del mes mas frio es de 05° C con una

precipitacion pluvial anual de 835.7 mm.

Vegetacion

En su mayoria esta constituida por Bosque natural de Pino-Encino. El estrato arbéreo
lo componen las siguientes especies: Clethra mexicana (Malvastre), Quercus
castanea (Encino), Quercus magnolifolia (Roble), Quercus resinosa (Roble), Quercus
viminea (Encinc), Persea podadenica (Laurel), FPinus dévom'ana (Pino), Pinus

oocarapa (Pino), Pinus montezumae (Pino) (Rodriguez, 1991).

5.3. COLECTA DEL MATERIAL VEGETAL

El follaje de ambas especies en estudio se colectd de una plantacién establecida
hace 21 arfios en Campo Experimental Bosque Escuela, el Finus oocarpa presenta
una altura de 5.5mts con un diametro altura de pecho de 20 cm, la muestra se
celecto en la parte media de la copa tomando follaje maduro, el Pinus douglasiana
tiene una altura de 8.5 m y un didmetro altura de pecho de 22 ¢m de igual manera el
follaje fresco se tomo de la parte media de la copa (Figura 1).
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ecta de muestra en C

Para el corte de utilizd una pértiga, se colectd 1.5 kg de follaje verde de Pinus
oocarpa y 1.5 Kg de P. douglasiana, en verano, otofio e invierno del 2005 y
primavera del 2006 todas fueron colectadas en el mes central de cada estacion. Las
muestras se depositaron en bolsas de plastico, para su traslado al laboratorio y se

mantuvieron en refrigeracidén hasta el momento de moler el material.

5.4. PREPARACION DEL FOLLAJE PARA EXTRACCION DEL ACE!ITE ESENCIAL

Esta parte de la investigacidn se llevo a cabo en el laboratoric de quimica de
extraibles de| Departamento de Madera Celulosa y Papel,

El material se fracciond por especie en un molino de martillo Chipper/Shredder
modelo 80, 8Hp con la criba de 5 mm las muestras se depositaron en bolsas de
plastico por separado (Figura 2). El molino era lavado perfectamente para evitar
mezcla de las muestras. El moler las muestras era para facilitar la separacion de!
aceite durante Ia el proceso de extraccidon del follaje se obtuvieron tamafios de

particulas de 0.5 cm hasta 3 cm. (Figura 3).
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Figura 2, Fraccionamieo e la muestra ‘ Figura 3. Foltaje molid
por separado

para extraccion

5.5. EQUIPO UTILIZADO

E! sistema de hidrodestilacion de material de vidrio consistid, de un reactor de boca
ancha con su comrespondiente tapa de cinco entradas, una trampa de destilacién, un
condensador recto, todos contenian uniones esmeriladas. El sistema de

calentamiento era una mantilla controlada con un dispasitivo propio.

5.6. PROCESO DE LA HIDRODESTILACION

Se tomaron 200 gr. de follaje molido y se colocd en un matraz con capacidad de 2
Its con 800 mi de agua destilada. El matraz con el follaje se sometié a un proceso de
calentamiento hasta ebullicion constante durante 4 hrs (Figura 4), En la trampa
colectora graduada, ensamblada en una de las bocas del reactor, se colectd la
mezcla de aceite agua producida por la destilacidén. Por diferencia de densidad de!
condensado se retiraba de forma manual el agua de la parte inferior de la trampa
(Figura 5).
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Figura 5. raccién de ceite por Figura 5. Trampa colectora de )
hidrodestilacién aceite

5.7. DESHIDRATACION Y FRACCIONACION DEL ACEITE
Después del proceso de extraccion, el aceite resultante contenia en suspensién
gotas de agua. El exceso de agua se elimind utilizando sulfato de sodio en un

embudo de separacion.

Se utilizé una columna preparativa con gel de silice para separar la muestra de
aceite en dos fracciones. Los terpenos hidrocarbonados se eluyeron con el solvente

y la fraccion de compuestos oxigenados se absorbié en el gel de silice.

Se utilizé una columna abierta de vidrio, con tapa esmerilada y llave de teflén. El
empaquetamiento del absorbente se hizo sobre un soporte de fibra de vidric al fonde
de la columna. El mejor procedimiento de hinchamiento del gel consistié en verter
hexano hasta la mitad de la columna, se anadio &l adscrbente en polvo hasta lograr
la impregnacién completa del gel. El hexano se incorporé poco a poco por las
paredes, se evitd que se formaran burbujas de aire, haciéndolo que fluya de tal
manera que el silice permanezca inundado para evitar que se fracture (Figura 6}
(ANIUES, 1974). .

Se depositd la muestra de aceite en la parte superior de la columna con una pipeta

pasteur. Esta misma se utilizo para agregar el solvente de elusion hasta que el

19



volumen del hexano quedara por encima de la muestra. Se recirculé tres veces el
volumen eluido de la mezcla, al final del ta recirculacion se colectd en un matraz los

terpenos.

La fraccion de terpenocides retenida en el gel se sometié a extraccion en un equipo
soxhlet, con éter etilico. No se logro éxito en su recuperacion debido a la volatilidad

del solvente arrastrando también los componentes volatiles.

5.8. CONCENTRACION DE LAS FRACCIONES

En un rotavapor se recuperd el solvente de manera parcial, empleando
calertamiento y un ligero vacio. El concentrado obtenido se guardd en un vial de
color Ambar hasta el momento del analisis.

Figura 6. Seraclén por columna de
gel de silice

Con el mismo procedimiento se prepard un blance para asegurar que los solventes
utilizados tanto en la extraccion como en la fraccionacién en columna estuvieran

libres de sustancias volétiles.

5.9. ANALISIS EN CROMATOGRAFQO DE GASES

El analisis se realizé en el laborateric de contaminacién ambiental del Centro
Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias. Se usaron estandares de los
compuestos, a-pineno con 98% pureza, B-pinenc con 99%, limoneno con 97% de la
marca SIGMA y cineo! con un 99%, de la marca ALDRICH.
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Caracteristicas de equipo: cromatografo de gases Agilent 6890N acoplado a un
detector de masas 5973 (Figura 7). Equipado con una columna HP 5 MS 0.25 mm x
30m x 0.25 um. El programa de temperatura inicia a 60 °C se eleva de 10°C en 10
°C por min hasta llegar a 160 °C. gradualmente aumenta 15 °C por min hasta 300 °C
y se mantiene por un min. El inyector se establecio en 175 °C, manteniendo un flujo
total de 104 mL por min. El flujo de purga a los O min fue de 99.9. Las condiciones de
gas de arrastre, helio, fue un flujo constante de 37 cmfs. Cantidad de muestra
inyectada fue 2 pl.. Espectrometro de masas con un rango del método Scan con 14
a 500 UMA.

Las condiciones de la corrida cromatografica y la columna mas adecuada se optimizo
mediante pruebas preliminares y experiencias del experto de la instrumentacion (Dr.

Hermosillo).

Figura. 7 Cromatogréifo gases — Espectrometro de masas
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VI - RESULTADOS

En el Cuadro 1 y 2 se muestra los diferentes compuestos encontrados en los aceites
de los pinos en estudio. En estes cuadros se puede observar que el perfil de
compuestos en el aceite de ambos pinos mostro diferencias por efecto de la
estacionalidad. En otofio el numero de compuestos encontrados en el aceite de P.
oocarpa fue similar al que se encontré en P. douglasiana sin embargo, los
compuestos obtenidos en ambos aceites son diferentes. En verano el aceite de P.
douglasiana presenté mayor numero de compuestos que el aceite de P. cocarpa y
solo ios compuestos a- pineno, B-pinenc, limoneno y 1,8-cineol con reconocida
actividad biologica se encontraron en ambos aceites, lo cual se puede observar en
los cromatogramas respectivos (figuras 8 y 9). Cabe sefafar que los compuestos
sefialados anteriormente fueron encontrados en [os aceites de ambos pinos y en
todas las estaciones, sin embargo se observaron ampiias variaciones cuantitativas

en funcion de la especie y la estacién (cuadros 3,4,5,6).

Dentro de los componentes mayoritarios que se encontraron aparecen el
aromadendreno y el azuleno. El primero tiene propiedades antisépticas y es
tonificante de piel (Terello, et al. 2003). El Azulenc tiene propiedades
antiinflamatorias (Gispert, ef al. 1998),
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Figura 8. Perfil cromatbgrafico del aceite esencial de Pinus douglasiana en verano 2005.
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Figura 9. Perfil cromatogréfico del aceite esenclal de Pinus oocarpa en verano 2005.
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Cuadro1.Componentes presentes en los aceites esenciales de aclculas de . P. douglasiana

VERANO 05 QTCNC 05 SNVIERNQ 05 PRIMAVERA 06
Componentes P. dowglasiana Comporsntes £. douslesiana Compenentes | P. dougiasiana [Componertes | P. dough
TF Tr Tt Te
2 5 Dimati-s 51 Roxaho-3-oli4 et 587 IBu!ila!o Seiqueiena 2.93
haxanc-3-a 5.71 Heptano-4 metit 6,02 hidrexitoluens 9.2 Heptano, 3 metil 6,15
2,468, Tetrameti- | 2,4,8,8-Tetramatil @-Pineno 9.22 2,4,8,8- Tetra
Undecano .19 -1 undecaeno 5,51 |FF‘|’neno 9.29 metil-undecaano 6.5
Ciclopantanod, 3 metil .49 [2-undecanstiol, 2metil 659 1,8-Cineok 9.71 Octano 68
3-hoxanano .48 Iomno _6.58 Acido dodecancico 9.72 Hexano, actil 731
Azuleno 1,2,3,4, I2.4- dimafti- hepteno 7.66 2,2-Dimetil-8- [G-Canoiono 1.92
&,6,7 8-octahidro-1,4 2,4,8-trimetil metilono clckohexil 1-Elemenc 819
dimetil-7- (meHl-ethidienc) 669 1roneno 7.68 Butanol 9.8 [Epoxico
Clctobutanc |, 1-demetil {Octano, 4-metl 8.01 Oxldo cariofilano 9.95 Iscaromaden
2-octif 8.79 [Octano 3-metil 813 Longipino carveol, drano 538
MNaftaleno,1,2,4a,5,6,8a, Propano,2-metil Trans 9,98 a-Pineno §.89
hexahidre-4,7, dimetil- 1nitrg — 8.3t E poxido Pinano 929
| (I-metileti) 75 |Biciciolld 23] isoaromadendrenc 10.84 Limonano 9.30
Cis-o-Bisaboleno 7.81 octa-1,3 5-trieno 8.39 Crido 1,8-Cinedl 9.72
a-Cariofilenos 7.89 o-Pineno .06 aromadiendiono {2) 10.65 Cxido
Chkiedscadinens, Imetik Canfeno .04 ubencl 0.92 aromadiendiane 10.68
matilenc-8 {-metil-atil) 8.08 a-Pineno .31 Tau Murolol K
Ciclopental (1.5) 3 Carano .53 - Cadinl 24
Cicloptopal {1.2 )Bencend B21 C-LUimoneno 87 Oxido {1}, ledlona )
o-Pineno 5.94 Limeonena 9.69
-Pinens 9.13 1,8 Cineole 9.70
| Heptatriacotanol 9.28 Nonano, 2-metil 9.80
1,8-Cineol 9.45 Eicosaenc
Limonang 9.46 3-Etil-emetil, 9.83
[Ocidder {2) Aromandrenc 10.0 1 haptano 9.87
Trans-2 Carano- 4a 10.2
Trans-pinocanves| 10.4
D-varbanona 10.78

1T, Tiempo de retencidn
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Cuadro 2. Componentes presentes en fos aceites esenciales de aciculas de P, oocarpa

VERANOC 05

OTONO 05 INVIERNG 05 PRIMAVERA 06
(Componantes P. oocarpa [ P. vocapa Comp P. oocepa Comg b P, oocarpa
Tr Tt Tr Tr
(Cadreno 5_.2_6 Pontano, 2, 3 - dimetil 5,28 MNaftaleno,1,2,4a,8 8a, Ledano oxido- (It} 4.04
1,8, Ciclodeadineno, Hexano-3-etil-dmetil 5.88 6,8a, hexahidro-4,7 2.4,8,8 Telraneti-1-
|  metil S-metlieno-8{met 5.95 Heptano, 2-metit 8.04 dirmetil, | mstilotil 5.71 Undeceno 5.75
Maflaleno,§,2,4" Oxirang, 2-metl - (1-metil ef 6.60 Cedrenc 5.87 Tricloracetico acido.
5,6,8a hexahidro- Octano 877 Octano 6.77 dacil esler 6.45
Hexano,2, 3, 5 - Trimetit 713 a-Pinang ¥i [Ocatano 6.8
601 2, 4, 8, 8-Tetrametil-1 |EPinano .28 Ledenc oxida 7.09
6.8 undacaeno T.42 Limonena .68 Murolan-3,9
586 ___|Ckiohexano. 4+ (1-metll anif___7.08 TEClnedl 5.68 1) dlono 10-paroxy .13
933 1 Ocatol, 2-buil 803 Oxido Aromandrend 10.0 |&-Pineno .20
951 1-Pentanal, 2-elil-4-metil 5.1 Ciclohexano, Imeti-4- Cis-a-bisabolend .03
$.79__ |Chiohexano,a {2-propemn | 8.28___|Matiletidienc 1006 |EPimenc .29
Murolan 3,9 Thanium, r 8-1,3,5,7- Muron-3.9 () |Tric|clo[2,2,1 026
(11)-dene-10 ciclooctatetraenoip 5-2,4- dieno-10 peroxy 1102 JHaptano 1,3, 3-trimeld $.55
Pormi 10 icfop diono-1etit. .40 t-Elemenc 114 S-pantadi -T-ino-(z_‘_ 9.66
[Epoxido caraleno 10.38 a-Pinenc 80 Limoneno 9.68
B-Pinenc 89 1,8-Cingol B.68
Ocladiero-1al,3, 7-dimetil 2.03 Cariofileno cxido 588
Biclciold 1,1 reptano 5.6 [Tau Firciol 1108
dimetit-2matilono-(S) 9.22 Oxldo)
Trans-Z-a-bisabolenc Aromandrenc 11.34
epoxido .39
Azuleno,1,2,3,4,5,6,7,8-
octahkdro-1.4 dimati .44
Limoneno .50
1,5-Cinsol .78
1-Heptatriacotanot .85
Acido octadecadinoico 0.0
leoneno-s-ol-plvg_la_la 10,17
Epoxide
Iscaromadendreno 10.22
10.40

*Tr. Tiempo de retencién
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Se muestran las cantidades de los componentes en fos cuadros siguientes

Cuadro 3. Cantidades c-pineno por estaciones

o- Pineno
Estacion Pinus oocarpa Pinus douglasiana
mg/L mg/L
VERANO 109.92 342.29
OTONO 52.14 802.56
INVIERNO 510.8 3.75
PRIMAVERA 493.84 152.17
Cuadro 4 Cantidades de B-pineno por estaciones
- Pineno
Estacion Pinus cocarpa Pinus douglasiana
mg/L mgl/l.
VERANQ 589.12 24.36
OTONO 13.54 1683.8
INVIERNO 681.44 4.01
PRIMAVERA §1.08 34.77
Cuadro 5. Cantidades de limonenc por estaciones
Limoneno
Estacion Pinus oocarpa Pinus douglasiana
_mgil mg/L
VERANOQO 14.95 54
OTONO 11.06 1798.9
INVIERNO 1.05 NP
PRIMAVERA 98.72 7.75

*NP. No presento
Cuadro 5. Cantidades de 1,8-Cineol por estaciones

1,8-Cineol
Estacion Pinus oocarpa Pinus douglasiana
_mg/L mg/l
VERANO 25.14 21.15
OTONOQ 6.14 22
INVIERNO 36.25 4.04
PRIMAVERA 22.59 16.77
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VIl - DISCUSION DE RESULTADOS

Los componentes comparados con estandares por cromatografia de gases
presentan variaciones notables en cada estacidn del afo. El aceite de P.
douglasiana mostré  altas cantidades de a- pineno, B-pinenc, y limoneno
principalmente en otofio, mientras que en P. cocarpa durante fa misma estaciéon a-
pineno, B-pineno resultaron ser los compuestos mayoeritarios. Limoneno resultd ser el
compuesto con menor concentracion en el aceite de P. pcocarpa en practicamente
todas las estaciones, mientras que en P. douglasiana el 1,18 Cineol fue el que
mostrd  la menor concentracion. Diferentes investigaciones han demostrade que Ia
variacién estacional de algunos componentes en diferentes especies vegetales esta
relacionado con las etapas de desarrolio en la planta {fenologia), tal y como lo
menciona Salido, et al, (2004), quien reportd incrementos de mono y
sesquiterpenos durante la floracién y fructificacién en lavanda, y en base a mi
observacion realizada durante la colecta de [a muestra y lo realizado per Rodriguez
2008 (informacién no publicada) en veranc se observd una tendencia a
incrementarse el a-pinenc en Pinus douglasiana, lo cual podria estar relacionade con
la presencia de estrobilos masculinos madures. La mayor abundancia de limoneno,
a y B-pineno coincidid con la etapa del desarrollo de hojas. Cuando ocurrié la
abscisién de las hojas mas viejas y comenzd el desarrollo de los estrobilos
masculinos se observé una reduccion de estos compuestos. En primavera, cuando
los estrébilos masculinos alcanzaron la madurez y se observd la presencia de

conillos de! segundo afio en crecimiento se incremento el contenido de a-pineno.

En ia especie cocarpa los compuestos estuvieron presentes casi todo el afio, es
decir las variaciones no son tan marcadas como en el P. douglasiana. También en la
especie P.oocarpa la fenologia es posible que incida en la cantidad de ciertos
componentes por efemplo, en verano presenta desarrollo de aciculas (Rodriguez,
2008 informacion no publicada), y s notable la cantidad de a y 8 pineno, (Davis, et.al
2005), hace referencia a la biosintesis de monoterpencs de hojas en menta,
menciona que cuando estdn maduras las glandulas de aceite presentan una cantidad

mayor.
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En otofio los estrébilos masculinos estdn maduros y los conillos verdes; se observa
la declinacion de los cuatro componentes. En inviemo hay desarroflo de aciculas
nuevas y maduracién de conillos, a y 8 pinenc en este periodo alcanzan su mayor
incremento y {a presencia notable de 1,8 cineol. En la primavera los conillos que
sobreviven estén en desarrollo y hay conillos nuevos, El a-pinenc mantiene estable

SU maxima concentracion.

Otro factor que interviene en el incremento de mono y sesquiterpenos es la cantidad
de nitrégeno y fdsforo que se encuentra en el suelo (Barnola y Cedefio ,2000) .

En P. douglasiana el “limoneno” mostré la mas alta concentracion de todos los
componentes. Con respecto del maximo contenidc de a y B-pineno del P
douglasiana fue el B-pineno, y el a-pinenc aproximadamente fue una tercera parte
det contenido de B-pineno. Toledo (2005) reperta a-pineno en un porcentaje elevado
y el contenido de B-pinenc en un porcentaje muy bajo, muestran una tendencia
contraria a los resultados obtenidos en este trabajo; tal vez debido a caracteristicas
de los nutrientes del suelo. También Maya (2005) indica la presencia de estos tres
monoterpenos en las especies Pinus ayacahuite y P. strobiformis.

El P. cocarpa mostrd al B-pinenc como e mas abundante seguido de a-pineno, en
la estacion de invierno, en cambio el limoneno fue encontrado en pequenas
proporciones, con respecto de las muestras de P. douglasiana. Se puede inferir que
el a y B-pineno son referentes de ambas especies. El limoneno es un componente
caracteristico del P. douglasiana, en cambio del P. ococarpa aparece como un
componente menor, E] 1,8-cineol, se puede decir que es mas representativo del P.

oocarpa , casi tres veces la cantidad encontrada en P. douglfasiana.

Las tendencias de variaciones de los componentes de aceite esenciales son
evidencias que se observan en varias plantas (Manninen ef al,, 2002), vy Latta ef af,
{2000) encontraron variabilidad en los perfiles y en la concentracién de los aceites
de follaje de pinos.
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Ziria y Benjilali (1996) reportaron variacion estacional en follaje de 5 especies de
Eucalyptus. Pala et al, (2005) también encontraron variacion estacional de la
composicion de terpemos y sesquiterpemnos del aceite de un arbusto de la familia
Cistacease.

Entre otros factores que intervienen en la variabilidad de los componentes, pueden
ser. la preparacidon de la muestra en el proceso de la molienda; tiempo y la
temperatura en la hidrodestilacidn. También el tiempo de almacenamiente de los
aceites esenciales después de la extraccién ya sea en refrigeracion ¢ temperatura
ambiente puede inducir una fermentacién y de una apariencia de quemado, esto

ocurre particularmente en el verano (Simard ef al., 1988).

En cuanto al proceso de extraccidn del los aceites presenta influencia sobre los
componentes, ya gue la hidrodestilacion presenta desventajas, Cruz, ef al, (2001)
menciona que este proceso produce artefactos principalmente a los compuestos
termolabiles. Reverchon y Della (1995) demostraron que ciertos componentes
pueden ser modificados mediante la hidrodestilacién, aunque es una técnica muy

convencional puede modificar los extractos del material vegetal.

Otros parametros que intervienen en extraccion son la presion del vapor, el tiempo
de extraccion a si como la edad del arbol (Simard ef al., 1988). Gopalakrishnan
(1994} deduce que los cambios quimicos, son debidos a efectos de la luz, oxigenoc
catalizadores, humedad, calor e hidrodestilacion.

La importancia ecoldgica de, a y B pineno ademas de formar parte de compuestos
volatiles de plantas, hongos vy de resinas de confieras forman parte de feromonas de
insectos por ejemplo descortezadores, (Faldt, 2000) estos componentes también
presentan actividad contra la bacteria Lysteria monocitogenes (Mourey y Canillac
2002). Asi como también moluscocidas (Lahlou, 2003} B-pineno presenta importancia

en la industria de la perfumeria.
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El limoneno en un estudio resulto ser el mas venenoso para el curculionido det
genero~ Hylobies y reduce el efecto de atraccion de los descortezadores en pinos.
(Faldt, 2000), ademas que presenta actividad contra insectos. El limoneno a y B
pineno se agrupan para diferenciar clertas especies de los pinos desde el punto de
vista quimiotaxonomico (Chalchat, y Goumovic, citados en Krauze-Baranowska,
2002). 1,8 cinecl ademas de presentar una actividad biolégica contra insectos,
{Macchioni ,2002) posee propiedades antiinflamatorias en la inhibicidn de produccién

de citocinas por linfocitos humanos. {Juergens, et al. 2004)
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VIH - CONCLUSIONES

1.-El andlisis de los aceites de ambas especies en estudio de cada estacion de afio
mostré diferencias respecto a los compuestos identificados, asi como variacién en el
contenido de algunos de los compuestos identificados (a pineno, B- pineno,

limoneno y 1,18 Cineol}

2.- En los aceites de ambas especies de pino solamente los compuestos a pineno,
B- pineno, limoneno y 1,18 Cineo! estuvieron presentes en practicamente todas las

estaciones del arfio en concentraciones variables.

3. B-pineno aparecio en las estaciones verano e invierno en la especie oocarpa en
cambio en P. douglasiana aparece en otofio en una concentracién muy cercana a

limoneno presentando una tendencia similar, v descendiendo en [as estaciones

posteriores.

4. a- pineno de P. douglasiana mostrd una tendencia a incrementarse desde verano
estando come su maximo en otofio y posteriormente se observé una reduccién en
invierno. En P. oocarpa en verano comienza a disminuir, alcanza su minimo en
otorio; se eleva hasta alcanzar el maxime en invierno. De nuevo en primavera
comienza a descender, comportamiento contrario con P. douglasiana ya que su

maximo de a- pineno se encuentra en otofo.

5 o y B- pineno presentan una gran importancia en la guimiotaxonomia para
determinar y separar especies del genero Pinus, y desde el punto de vista
ecolégico estos compuestos se éncuentran también en feromonas de insectos y se

usan como atrayentes en investigaciones para el control y estudio de insectos.

6. El 1,8-cinecl en ambas especies se encontré como un componente menor, con

respecto de su abundancia.
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IX - RECOMENDACIONES

Es importante tener en cuenta el manejo del material vegetal para evitar perdida de
aceites esenciales, se recomienda que no se exponga mucho tiempo a la intemperie
antes de la molienda. Esta puede mejorarse aplicando al follaje nitrégeno liquido ¥

mediante el use de un mortero.

La tecnica de hidrodestilacidon es el procedimiento sencillo, facil de maniputar para
obtener el aceite esencial. Con la inconveniencia gue se emplean temperaturas a
punto de ebullicion, en contacto directo con la muestra; es posible provocar alguna
modificacion quimica o perdida por evaporacién de los compuestos volatiles

Se sugiere, si se dispone de un equipo de fluidos super criticos hacer la extraccion
con este sistema o extraerlo con solventes. Puesto que los factores como la luz,
humedad, tiempo de extraccion y temperatura pueden afectar el contenido quimico.

Es recomendable evitar el almacenamiento del aceite esencial después de la

extraccién, para que no se fermente.

El Pinus oocarpa presenta una buena distribucion en Jalisco, el aceite esencial de
sus aciculas seria una herramienta importante para bicensayos de actividad

insecticida, colectandose en inviemo y primavera.

También el probar ofros tipos de columna cromatdgrafica, polar y apolar o una

combinacién e ambas para obtener una mejor resolucion.
Quedd de manifiesto la variacion de compuestos en los aceites esenciales a través

de las estaciones de! afio por lo que estudios comparativos entre especies deberan
hacerse muestreos en las mismas épocas del afio.
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Es importante darle seguimiento a las investigaciones referidas a la quimica de los

aceites esenciales de pinos mexicanos, ya que son especies importantes en la
industria de madera y cobtencion de resina en el pais y resulta favorable para un

conocimiento integral de los pinos mexicanos.
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ANEXOS

Perfil cromatografice del aceite esencial de FP. douglasiana de la estacién otofio 2005

File
Cperator
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Instrument

Misc Info
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4.60+07:

i

'

4.40407|
428407
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380407
36e+07)

i
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I
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S0CG000)|
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5
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}?‘.Jra |
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1600

550 600 650 700 750 050 1100
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Perfil cromatografico del aceite esencial de P. douglasiana de Inviemno 2005

File 1D A\MEDChem\1\DATAVVaricus\Sarai\3eHd. D

Operator :+ GG

Acquired : 19 Jan 2007 1%;06 using AcgMecthod SYOLMOD-2
Instcrument GC-M3D

Sample Name: 3eHd

Misc Info :

Vial HNumber: 4

Abundance TIC: JeHd.D
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|
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Perfil cromatografico del aceite esencial de P. douglasiana de primavera 2006

File
Operator H
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Instrument
Sample Name:
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Perfit cromatografico de los aceites esenciales de P. oocarpa de otofio 2005

File H
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Perfil cromatogréfico de los aceites esenciales de P.oocarpa de inviemo 2005

File :D:\MSDChem\1I\DATA\Various\Sara\3£fHo.D
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Perfil cromatografico de los aceites esenciales de P. oocarpa de primavera 2006

File ;D AMSDChem\I\NDATANVarious\ZaraNihto, D

Opcratar : CG
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