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ABSTRACT. In this paper we present the identification of the carbonyl com-
pounds of the distilled lime oil (CITRUIS AURANTIFOLIA SWINGLE)} pro-
duced in Cuba, which represents a 1.78% of the total oil. The separation of these
compounds was made by the conventional chemical methods (treatment of the
o0il with Sodium Sulfite, Sodiwm Bisulfite and Girard “P”) and by the preparative
gas chromatography. The identification was made by the analitical gas chromato-
graphy, paper chromatography, infrarred and mass spectrometry.

D |
RESUMEN. En el trabajo se presenta la identificacién de los compuestos car-
bonilicos del aceite esencial de limeta destilado {CITRUS AURANTIFOLIA
SWINGLE) producide en Cuba, los cuales representan un 1.76% del aceite total.
Para la separacién de estos compuestos se utilizaron los métodos quimicos conven-
cionales (tratamiento del aceite con Sulfito de Sodio, Bisulfito de Sodio y Reac-
tivo Girard “P”) asi como la cromatografia gasensa preparativa. La identificacién
de los mismos se realizd con ayuda de la cromatografia de gases, cromatografia de
papel, espectrometria infrarroja y de masa.

INTRODUCTION

Los aceites esenciales en general, y en especial los de citricos, son mezclas comple-
jas debido al gran ntmero de sustancias que las componen y a la diversidad en el
porcentaje de cada una de ellas.

Estos componentes, en su gran mayoria, son compuestos terpénicos, siendo entre
sl muy diversos en su composicidon quimica (hidrocarburos monoterpénicos, hidro-
carburos sesquiterpénicos, terpenos oxigenados tales como terpenos ceténicos, alde-
hidicos, alcohdlicos, etc.), ademds presentan una gama numerosa de compuestos
quimicos no terpénicos por ejemplo aldehidos, cetonas, alcoholes, etc.!

La identificacién de los compoenentes de los aceites esenciales no sélo tienen interés
cientifico, sino también interés técnico. Los métodos modernos de analisis y sepa-
racién, tales como la espectometria infrarroja, raman, uitravioleta, masa y reso-
nancia magnética nuclear unida a la cromatografia, le brindan a los investigadores
la posibilidad, tanto analitica como preparativa, de estudiar y analizar la gran
variedad de compuestos presentes en los aceites esenciales, en especial isémeros,
los cuales se diferencian solamente en la posicién de sus dobles enlaces. Estos méto-
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dos modernos de analisis brindan, en comparacién con los métodos clisicos, muchas
mas posibilidades, por ejemplo se necesitan pequefias cantidades de sustancias para
analizar y clasificar nuevos componentes, los cuales se encuentran presentes en
forma de trazas en los aceites esenciales.?

Fl analisis quimico de la composicién cualitativa y cuantitativa de los aceites esen-
ciales nos facilita conocer las falsificaciones y adulteraciones, asi como diferencias
causadas por la vejez y almacenamiento de los mismos.? También es de interés cono-
cer su composicién quimica, para poder sintetizar dichos componentes, y mediante
composiciones sintéticas, asemejarse lo més posible al producto natural o utilizarse
como fuentes de materia prima para la obtencién de productos mas valiosos.*

El presente trabajo abarca la identificacién de los compuestos carbonilicos presentes
en el aceite esencial de limeta destilade producido en Cuba. en la fibrica extrac-
tora “Jesds Menéndez”, Rio Seco, Banes, Oriente.

MATERIALES Y METODOS

La identificacién de los compuestos carbonilicos en el aceite esencial de limeta
destilado producido en Cuba se realtizé fundamentalmente con ayuda de la croma-
tografia gaseosa, cromatografia de papel descendente, espectrometria infrarroja
v de masa.

En la cromatografia gaseosa se utilizé un cromatdgrafo gaseoso analitico tipo 18-34
de la firma Giede/Berlin con doble detector de ionizacién de llama, un cromaté-
grafo gaseoso analitico Hitachi tipo F-6 con doble detector de ionizacién de llama
y un cromatégrafo gaseoso preparativo automéatico Pye tipo 105.

Para el anélisis por cromatografia gasecsa se utilizaron columnas de acero inoxi-
dable de 3 y 4mm de didmetro interno y de 2 y 3 metros de largo, rellenas con
porolita (0.2-3 mm) impregnada al 7% con adipato de polietilenglicol, diatomite
C {0.21-0.25) impregnada al 15% con adipato de polietilenglicol y diatomite G
(0.21-0.25) impregnada al 15% con Carbowax 20M.

El analisis cualitativo por cromatografia de gases se realizé utilizando Jas mismas
técnicas descritas en un trabajo anterior realizado en nuestro laboratorio.’

El drea de los picos cromatograficos se calculé por el métedo general de la altura
por la anchura a semialtura, asi como por planimetria. El planimetro empleado
fue un “Ott Planimeter”, Horr & Choperena.

En la cromatografia gaseosa preparativa se utilizb una columna de vidrio Pyrex de
6 mts. 'de largo y 9mm de didmetro externo utilizando como reileno diatomite C

impregnado con Carbowax 20M al 15%.
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La espectrometria infraroja se realizé en un equipo UNICAM SP-200.

Para Ia espectrometria de masa se utilizé un equipo RMU-6D (Hitachi), con enfoque
simple y fuente iénica por impacto electrénico.

Para la cromatografia de papel descendente se tomaron tiras de papel de la firma

Schleicher Schiill tipo 2043 b de 60 cms. de largo y 16.5 cms. de ancho.

También se determind la rotacién éptica (Polarimetro M-412, Milger & Watts), el
indice de refraccién (Refractémetro ABBE, Carl-Zeiss, Jena), solubilidad, densidad
(Picnémetro de 5 ml.), etc.%, asi como el contenido de aldehidos por oximacién en
valoraciones potenciométricas? y el % de alcoholes por ftalizacién.®

Para la separacién de los aldehidos e, B-no saturados se tomaron 1500.0 grs. de aceite
esencial de limeta destilado Iibre de 4cidos y bases, agitindose durante ocho horas
con 50 grs. de bisulfito de sodio, 40 grs. de bicarbonato de sodio y 330 mls. de agua
destilada. El aceite no reaccionante se separd de {a solucién acuosa, extrayéndose
ésta con éter en un extractor liquido-liquido durante 16 horas. La solucién acuosa
se alcalinizb con una solucién al 5% de hidréxido de sodio y se extrajo de nuevo
con éter en el extractor durante dos dias. El extracto etéreo se neutralizd, se secé con
sulfato de sodio anhidro y se destils, obteniéndose 1.1 gr. {0.07%) de aldehidos
o, P-no saturados.

Para la obtencién de los n-aldehidos se agitaron a temperatura ambiente 1420 grs. de
aceite esencial de limeta destilado libre de aldehidos @, 8 no saturados durante tres
horas con 600 grs. de bisulfito de sodio y 130 grs. de etanol, calentindose entonces
durante cinco horas.

Después de enfriada la solucién se le agreg6 agua destilada, para disolver el preci-
pitado presente. Se separé el aceite no reaccionante de la solucién acuosa, extrayén-
dose ésta con éter en el extractor. Para regenerar los aldehidos se alcalinizé la solu-
cién acuosa con una solucién al 10% de hidréxido de sodio y se extrajo ripidamente
con éter. El extracto eterco se neutralizd, se secd con sulfato de sodio anhidro y se
destild.

Rendimiento: 22.70 grs. (1.60%) de n-aldehidos.

Para evitar que se perdieran los aldehidos volatiles en la destilacién del éter, después
de regenerados los n-aldehidos, se introdujo este, al destilar, en una solucién de 2,4-
dinitrofenilhidrazina, dejindose evaporar el éter a temperatura ambiente. Se obtuvo
0.1 gr. de 2,4-dinitrofenilhidrazonas,
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La solucién de la 2,4-dinitrofenilhidrazina se preparé por el siguiente método:

50 grs. de 2,4-dinitrofenilhidrazina se disolvieron con 600 mls. de acido {fosférico
(80%), se le afiadieron 395 mls. de etanol y se filtré sobre lana de vidrio.

En la cromatografia de papel de las 9 4-dinitrofenilhilrazonas se utilizé la cromato-
grafia de papel descendente. La cubeta cromatografica se saturé por varios dias con
ciclohexano. Se aplic 60 y de una solucién aleohdlica al 0.1% de las 2.4-dini-
trofenilhidrazonas, impregnandose el papel cromatografico en una mezcla de dime-
tilformamida/acetona (1:1), se secé durante 15 minutos, se introdujo en la cubeta
cromatografica y se saturé durante 24 horas. Las 2,4-dinitrofentthidrazonas se corrie-
ron con ciclohexano saturado con dimetilformamida.

Para la separaci6n de las cetonas se reflujaron 1300.0 grs. de aceite esencial de imeta
destilado libre de aldehidos durante una hora con 30 grs. de reactivo Girard “P7,
1519.0 grs. de aicohol, 295 mls. de 4cido acético glacial y 7 mls. de anhidrido acético.
Después de enfriada la solucién se le ahadieron primeramente dos litros de agua
fria y 113 grs. de hidréxido de sodio. Se extrae rapidamente con éter. A la solucién
acuosa se le afiadieron 200 mls. de 4cido sulfarico concentrado y se dejé reposar una
hora a temperatura ambiente. Las cetonas regeneradas se extrajeron varias veces
con éter. El éter se lavé neutral, se secé con sulfato de sdlio anhidro y se destilé.
Rendimiento: 1.6 grs. de cetonas (0.12%].

RESULTADOS Y DISCUSION

Constantes fisico-quimicas:

El aceite de limeta destilado cubano utilizado para la separacion e identificacion de
los compuestos carbonilicos presentaba las siguientes constantes quimicas y fisicas:

Densidad relativa (d?’) = 0.854; Poder rotatorio (af) = -+ 40.25°) ; Indice de

=
Refraccién (n%) = 1.4774; contenido de aldehidos y cetonas calculado como Ci-
tral (método de la Hidroxilamina) = 1.70%; alcoholes primarios y secunda-
rios =— 5.65%.

Separacién y analisis de los compuestos carbonilicos:

El aceite esencial de limeta destilado, después de separados los 4cidos y las bases se
traté con sulfito de sodio/bicarbonato de sodio, para separar los compuestos «, 8 -no
saturados, separindose asi 0.07% del aceite total. Con ayuda de la cromatografia
gaseosa analitica se pudo identificar el citral A y el citral B.
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El aceite esencial de limeta destilado sin compuestos «, 3-no saturados, se traté con
bisulfito de sodio en alcohol, obteniendo 1.60% de n-aldehidos de cadena corta.
Mediante la cromatografia gaseosa analitica se identificaron los siguientes aldehidos:

n-heptanal, n-octanal, n-nonanal, n-decanal, n-undecanal y n-dodecanal. (Fig. 1).

)
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Fic. 1. Componentes i1dentificados en la fraccién de los n-aldehidos del aceite esencial de

limeta destilado. (1) heptanal; (3) octanal; (6) nonamal; (8) decanal; (11) undecanal
y (13) dodecanal.
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Condiciones de analisis:

Cromatdgrafo gaseosé: Pye 105.

Columna: 13% adipato de polietilenglicol sobre diatomite C.

Temperatura: 120-160°C 4° /min.

Flujo Na: 30ml/min.

¥l andlisis cuantitativo de la fraccién de los n-aldehidos se resume en la {Tabla I.)
TABLA I

ANALISIS CUANTITATIVO DE LA FRACCION DE LOS n-ALDEHIDOS
DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMETA DESTILADO

Pico No. % encontrados Sustancia identificada

3.20 n-heptanal
1.05 —
19.07 n-octanal
1,18 —_
2.78 —
8.97 n-nonanal
2.84 —
29.08 n-decanal
3.68 —
4.33 —_
12.37 n-undecanal
2.78 —
4.12 n-dedecanal
0.16 ——
2.07 —
1.39 —
0.93 , —

._.
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Para identificar los aldehidos volitiles separados con bisulfito de sodio se introdujo
el éter destilado de la regeneracién de los n-aldehidos en una solucién de 2,4-dinitro-
fenilhidrazina. Después de la evaporacién del éter a la temperatura ambiente se ob-
tuvo 0.1 gr. de 2,4 dinitrofenilhidrazonas las que se pudieron identificar con ayuda
de la cromatografia de papel descendente. Los aldehidos volatiles: Formaldehido,
Acetaldehido, Propionaldehido, Butiraldehido, Valeraldehido y Capronaldehido,
fueron identificados por primera vez en el aceite esencial de limeta de destilado.
{Fig. 2).
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FlG.’ 2. Cromatografia de papel descendente de las 2.4-dinitrofenilhidrazonas de los aldehidos
volat.lles del aceite esencial de limeta destilado. (C:) Formaldehido; {C:) Acetaldehido; (Ca)
Propionaldehido; {C,}) Butiraldehido; (C:) Valeraldehido y (Cs) Capronaldehido. Sistema:

Ciclohexano saturado con dimetilformamida.

Los valores R de las hidrozonas de los aldehidos volatiles anteriormente menciona-
dos, los cuales fueron comparados con patrones aplicados, son lo siguiente: (Tabla IT).

TABLA 11

VALORES Rf DE LOS ALDEHIDOS VOLATILES
DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMETA DESTILADO

Mancha No. Valor Rf Sustancia identificoda
1 0.16 Formaldehido
2 0.25 Acetaldehido
3 0.40 Propionaldehido
4 .59 Butiraldehido
5 0.68 Valeraldehido
6 0.70 Capronaldehido
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Para separar los compuestos carbonilicos que no reaccionaron con sulfito y bisulfito
de sodio, sc tratd el aceite esencial de limeta destilado restante con el reactivo Girard
“P”, obteniéndose 0.12% de cetonas. El cromatograma gaseoso analitico presentaba
14 picos pudiéndose identificar los siguientes compuestos: metilheptenona, metilno-
nilcetona, piperitona, isopiperitenona, p-metilacetofenona y carvona. {Fig. 3).

Condiciones de analisis:

Cromatdgrafo gaseoso: Hitachi-Perkin-Elmer F-6.

Columna 15% adipato de polictilenglicol sobre diatomite G (2 més. y 3 mm).
Temperatura: 80-180°C 2.5° /min,

Flujo Na: 23 ml/Min.

|
|
|
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Fic. 3. Compuestos identificados en la fraccién de las cetonas del aceite esencial de limeta
destilado. (4) metilheptenona; (8) metilnonilcetona; (11} carvona; (12) p-metilacetofencna;
(13) piperitona e isopiperitencna.
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Los resultados del andlisis cuantitativo se presentan en la (Tabla TIL.)

TABLA 111

ANALISIS CUANTITATIVO DE LA FRACCION DE LAS CETONAS
DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMETA DESTILADO

Pico No. % encontrados Sustancia identificada
1 2.81 —
2 7.21 —
3 2.03 —
4 3.03 metilheptenona
5 1.18 —
6 3.49 —
7 0.59 —
8 2,44 metilnonilcetona
9 3.88 —
10 6.06 —
11 12.53 carvona
12 25.75 p-metilacetofenona
13 26.89 plperitona, isopiperitenona
14 2.07 —

Los dos compuestos principales de esta fraccién (picos Nos. 12 y 13) se aisiaron por
cromatografia gaseosa preparativa, y se identificaron con la ayuda de la espectro-
metria infrarroja y de masa.

Analizando el espectro IR de la sustancia correspondiente al pico cromatografico
No. 13, se pudo observar una banda «, 8 - carbonilica a 1695 cm™, asi como una
banda metilénica a los 900 cm™. El espectro de masa presentaba dos picos molecu-
lares m/e = 150 y 152, denotando ast una mezcla que podia pensarse fuese de iso-
pipetitenona, piperitona o carvotanacetona. (Fig. 4).

.

RS =9
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Fic. 4. (1) Isopiperitenona; (2} piperitona; (3) Carvotanaceicna,
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Las intensidades relativas del espectro de masa se encuentran resumidas en la
Tabla IV.

Analizando los valores obtenidos para los fragmentos idnicos mfe = 82 vy 110,
confirmamos la presencia de piperitona (PM — 152} como componente principal
de dicha mezcla. Esta confirmacion se basa en las siguientes deducciones:

El pico m/e — 110 se origina de acuerdo a un reordenamiento Mc Lafferty, como
es ya conocido en la fragmentacién de Ia mentona.® Para que este reordenamiento
tenga lugar es necesario que el grupo carbonilico se encuentre en posicién a la cade-
na alquilica, Io que nos permite desechar la posibilidad de la presencia de la car-
votanacetona. El propileno fragmentado en este reordenamiento es la causa de la
formacién del i6n m/e — 41 de alta intensidad. Este ién se forma por pérdida de
un radical H', adquiriendo asi la estructura alilica

El iébn m/e — 110 formado también en el reordenamiento citado anteriormente
representa la estructura del lmetil-3-hidroxi-ciclo-hexadieno-1,3. En analogia con
fa fragmentacién que experimentan los compuestos fendlicos!® chservamos aqui la
eliminacién posterior del CO, originindose asi el ién m/e = 82, que ¢s el pico base
del espectro. La estructura de este i6n seria la l-metilciclopenteno-1. Este mecanismo
de fragmentacién, el cual resulta ser el predominante en la Iragmentacién de la
piperitona, se representa en la (Fig. 3).

L
J . =0 __
} \\{\ 3 CHHCHz o
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oM H 82
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s l{le]
w152

Fic. 5. Mecanismo principal de fragmentacién para la piperitona.
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En el espectro de masa se aprecia ademds un pico intenso mfe = 67, para el cual
proponemos el siguiente mecanismo, analogo a las cetonas ciclicas'’. (Fig. 6).

Je=o ceo c=0
- ® ®
) m
mte 182 _ w67

Fie. 6. Mecanismo secundario de fragmentacion. para la piperitona.

Por tltimo la presencia de los picos mfe — 43 y 109 indican que la ruptura simple
del grupo isopropilico se lleva a cabo de una forma competitiva a las anteriormente
planteadas. Sin embargo las pequefias intensidades encontradas para estos productos
de fragmentacién (13 y 10% respectivamente), demuestran que el mecanismo domi-
nante es el reordenamiente McLafferty.

Por encontrarse en e} espectro de masa un pico molecular m/e = 150, se reafirma
la presencia de una cetona con un grado de insaturacién mayor que la piperitona. Se
propone la estructura de la isopiperitenona para dicha sustancia por los siguientes
datos:

Es conocido en la literatura, que los compuestos terpénicos, que presentan la estruc-
tura terpinolénica fragmentan bajo impacto electrénico por el mecanismo retro-
diels-alder, dando lugar a un pico intenso mfe = 6812, Analizando los valores
planteados en la (Tabla IV), se puede observar que en el espectro de masa se
encuentra presente un pico de poca intensidad mje = 68. Proponemos para la
formacién de este idén el siguiente mecanismo: (Fig. 7).

CHy
[ + + !
i . //C\ H
+ CHa- T/
| |
% VIR
S J 0
m_ m _
& =68 =82

Fic. 7. Mecanismo de fragmentacidn para la isopiperitenona.
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El otro fragmento producido por este mecanismo posee la masa 82, y dado que la
carga pudiera localizarse en ambos productos de fragmentacién, explicaria la alta
intensidad del i6n m/e == 82, encontrado en el espectro, derivado también por el
reordenamiento McLafferty. Esta interferencia nos impide afirmar con certeza la
presencia de la isopiperitenona en el aceite esencial de limeta destilado aunque los
datos analizados anteriormente concuerdan con Ja estructura de dicho compuesto.

El espectro IR de la sustancia correspondiente al pico cromatogrifico No. 12 pre-
senta a 1695 cm™ una banda carbonilica, bandas aromaticas a 820, 1270 y 1620
emi, una banda de intensidad pequefia, de las vibraciones C-H a 2960 cm™ y una
banda correspondiente a un grupo metilénico a 900 cm™, la cual podia ser una
impureza presente en la muestra, Los resultados hallados en el espectro IR se con-
firman con el espectro de masa obtenido, representado en la (Tabla V).

Al igual que en el espectro de masa anterior, encontramos dos picos moleculares
m/e == 134 y 150, indicAndonos la presencia de una mezcla. Se pudo observar
la presencia de varios picos caracteristicos de compuestos aromaticos, asi como un
pico m/e = 91, correspondiente al ién tropilio, caracteristico para la estructura
bencilica. Los dos fragmentos mas importantes del espectro fueron encontrados a
mjfe = 91 y 119. La aparicién de un pico meta estable (mm¥* 69.5) confirma, que el
ién tropilio ha sido formado a partir del fragmento a m/e = 119, posiblemente por
pérdida de CO. La presencia de un pico bastante intenso mfe = 43, nos indica
el fraccionamiento del grupo acetilo (CHy-CO). De acuerdo a los datos obtenidos
llegamos a formular la estructura del p-metilacetofenona, la cual confirmamos
comparando nuestro espectro con el de dicho compuesto. La siguiente figura mues-

tra el mecanismo propuesto para el fraccionamiento de la p-metilacetofenona.
(Fig. 8).

= \1 _ & .

e --CHy

\
07 Chy

M= 134 13-=1|9 S=9l

Fic. 8. Mecanismo de fragmentacién para la p-metilcetofenona.
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Como se sefiala en el cromatograma gaseoso de la fraccién de las cetonas (ver
pag. 20}, el pico principal No. 12, presenia una forma de hombro (pico No. 11)
perteneciente a la carvona. La aparicién de una banda a 900 cm™ en el espectro IR,
asi como el otro pico molecular mfe — 150 en el espectro de masa, confirman Ia
presencia de este compuesto en forma de impureza en la mezcla anteriormente ana-
lizada; ademds la formacion de iones m/e — 68 y 82 (ver Tabla V) nos indican
la posible fragmentacién por un mecanismo retro-diels-alder, semejante al plan-
teado para la isopiperitenona.

CONCLUSIONES

1) En el analisis de los componentes carbonilicos del aceite esencial de limeta
cubano se identificaron los siguientes compuestos: citral A, citral B, n-heptanal,
n-octanal, n-nonanal, n-decanal, n-undecanal, n-dedecanal, asi como metilhep-
tenona y metilnonilcetona, todos ellos reportados en la literatura como compo-

nentes en el aceite esencial de limeta destilado de otras procedencias.

2) Ademaés se identificaron otros componentes que ain no hablan sido reportados
en el aceite esencial de limeta destilado, tales como: formaldehido, acetaldehide,
propionaldehido, butiraldehido, capronaldehido, piperitona, p-metilacetofenona
y carvona, esta tltima posiblemente como producto de la autoxidaciéon del
limoneno.

3) También proponemos la presencia de la isopiperitenona en el aceite de limeta
destilado lo cual se confirmard en estudios posteriores.
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