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INTRODUCCION

El presente trabajo tiene por objeto el estudio analitico de esencias de
espliego espafiolas de procedencias distintas.

Siendo evidente que las caracteristicas climaticas y edaficas de las di-
versas regiones de nuestro pais varian mucho, es légico pensar, que pueden
variar también con ellas los rendimientos y calidades de los aceites esencia-
les conseguidos en las mismas.

Debido a esta circunstancia, juzgamos interesante saber cuales pueden
ser estas variaciones, ya que en la actualidad a la industria transformadora
le interesa, tanto como la calidad de los productos que recibe y manipula la
uniformidad de los mismos.

Tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, los aceites
esenciales plantean un doble problema: Primero, el de rendimiento en deter-
minados componentes; segundo, el de su tipificacion.

Dentro de las plantas productoras de aceites esenciales, nos ha parecido
oportuno el estudio del espliego porque, aparte de ocupar un lugar destaca-
do dentro de la produccién nacional de esencias, Granada es una zona de
gran extension, donde se encuentran enclavadas calderas de destilacion
en gran numero.

Por ello, realizamos un estudio de las diversas clases de esencia de es-
pliego espafiolas, con vistas a establecer la diferenciacion entre unas y
otras, segin su origen geografico, e influencia de estas caracteristicas en
las calidades.
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PLAN DE TRABAJO

Muestras en estudio: Hemos dispuesto de esencia de espliego procedente
de Zaragoza, Soria, Sigiienza (Guadalajara), Salvocaiiete (Cuenca), Pined
(Cuenca), Quesada (Jaén), Sotillo (Granada) y Cogollos (Granada). Tam
bién de los llamados “Conjuntos” de exportacién, asi como de espliegos arti
ficiales tipos Bélgica, Francia y U. S. A.

A). PARTE TEORICA

Se ha realizado una amplia revision bibliografica en lo referent
a la monografia farmacognodstica del espliego y su esencia, asi com
de las técnicas empleadas a lo largo del trabajo.

B). PARTE EXPERIMENTAL

I.—Determinacion de caracteres y constantes en las diversas mues
tras de esencia:
Fisicos: Densidad, indice de refraccion, poder rotatorio, so-
lubilidad en alcohol.
Quimicos: Esteres, alcoholes.
II.—Cromatografia en papel.
III.—Cromatografia en capa fina.
IV.—Cromatografia en fase gaseosa.
V.—Espectroscopia infrarroja.

MATERIAL Y METODOS

I—DETERMINACION EN LAS DIVERSAS MUESTRAS DE LAS CONS-
TANTES FISICAS Y QUIMICAS USUALES.

Comenzamos por establecer los indices mas clasicos en la definicion ¥
tipificacidén de los aceites esenciales con un doble fin:
De un lado porque, las muestras estudiadas son de garantizada pureza ¥
de procedencia geografica diversa, dentro de Espafia, lo que nos permitird
contribuir, de forma efec
sibles. —=u
De otro lado, intentamos comprobar si las pequeilas variaciones en tales
indices, tienen repercusion en los resultados cromatograficos; ello permiti-
ra ademas juzgar del interés de dichas variaciones.

L



ARS PHARMACEUTICA 429

1. 1.—Densidad. Se ha determinado por el método del picnéometro a la
temperatura del laboratorio. Hemos hecho la correccion adecuada sumando
o restando al valor obtenido 0,00082 por grado, segun que la temperatura
a la que se efectud la determinacion fuese superior o inferior, respectiva-
mente, a 15°. El empleo de este factor de correccion es el sefialado por
Bosart y nos ha parecido el mas aconsejable dentro de la bibliografia con-
sultada.

I. 2—Poder rotatorio. Se ha utilizado un polarimetro tipo Laurent
(Winkel4Zeiss).

I. 3.—Indice de refraccion. Para nuestras exneriencias hemos utilizado un
refractometro tipo Abbé (Carl Zeiss), que tiene una escala de 1,3 a 1,7 (sufi-
cientemente amplia para el analisis de los aceites esenciales). Trabajamos
exclusivamente a temperatura constante de 20°, por lo cual el refractdometro
estd conectado a un termostato muy sensible.

I. 4.—Solubilidad en alcohol. Para esta determinacion se ha seguido la
técnica descrita segun los “Methodes D’analyse des Huilles Essentielles du
Syndicat des Fabricants et importaeurs D’Huilles Essentielles”. Se ha em-
pleado alcohol de 65° exactamente titulado y operado a la temperatura
de 15°.

1. 5—FEsteres. Los métodos utilizados para la dzterminacién de esta cons-
tante quimica en esencias, son la saponificacion en frio y en caliente. La
primera se emplea en la determinacion de formiatos por ejemplo, pero
generalmente no es un buen método analitico, ya que no todos los ésteres
contenidos se saponifican en estas condiciones. Debido a esto hemos em-
pleado la saponificacion en caliente.

1. 6.—Alcoholes. Entre los métodos de determinacion de alcoholes en
esencias hemos seleccionado el de la acetilacion, dada la clase de alcoholes
presumibles en esta esencia.

II.—_CROMATOGRAFIA EN PAPEL

Dificultada por un tratamiento previo: inversion de la fase. El papel
hidrofugado conseguido tiene un valor empirico. De otra parte, el tiempo
empleado en el desarrollo de estos cromatogramas es muy grande y de-
pendiente del grado lip6filo del papel, por lo que la experiencia adolece de
claros defectos.

III.—_CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Para esta técnica hemos seguido el método mas generalizado, preconi-
zado por Stahl: placas de 20 x 20 cm. Sin embargo, en un estudio mas siste-
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matico de ensayo de fases moviles es mejor un soporte mas reducido, que
presentaria algunas ventajas tales como: menor capa de adsorbente (eco-
nomia), rapidez en el desarrollo del cromatograma...

Se 1llevé a cabo sobre porta-objetos de los corrientemente empleados en
microscopia, disponiéndolos cada cuatro en camaras de facil construccion
(vasos tapados con cajas petri cubiertas en el interior con cinta adherente
“tesamol” que permite hacer un cierre perfecto y evitar la evaporacion).
Es esta una técnica sencilla y original de nuestro laboratorio. Los ensayos
presuntivos han sido confirmados al trasladar la cromatografia a placas.
Se economiza tiempo y a la vez se obtienen copiosos datos.

III. 1.—Adsorbentes utilizados:

Silicagel G Merck

Silicagel GF-254 Merck
Silicagel H Merck

Silicagel H-2544366 Merck
Silicagel F-5 Camag

II1. 2.—Fases moviles estudiadas: Unas veces hemos variado el disolvente
y otras las proporciones relativas en las mezclas.

Cloroformo

Diclorometano
Tetraclorometano

Eter isopropilico
Eter-Cloroformo (15/85)
Eter-Cloroformo (25/75)
Benceno-Cloroformo (50/50)
Benceno-Cloroformo (25/75)
Sulfuro de carbono-Alcohol (90/10)
Hexano-heptano-Eter (85/15)
Hexano-heptano-Eter (75/25)
Benceno-Eter (85/15)
Benceno-Eter (75/25)
Benceno-Eter isopropilico (5/1)
Diclorometano-Eter
Hexano-Acetato de etilo (85/15)
Cloroformo-Eter (90/10)
Cloroformo-Eter (100/10)
Benceno-Alcohol (100/2)
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II1. 3.—Reveladores:

Luz ultravioleta (ha precedido al empleo de cualquier otro
revelador).

Vainillina sulfurica (vainillina al 3% en alcohol mas 4 ml. de
SO«H: conc./100 ml. de sol).

Anisaldehido sulfirico (1 ml. de anisaldehido en 97 ml. de acé-
tico mas 2 ml. de SO:H: conc.).

Sulfurico con anisaldehido (al 3%).

2-4 D.N. F. H. (al 0,4% en CIH 2N).

Acido fosfomolibdico (al 5% en etanol).

Pentacloruro de antimonio (disuelto en Cl4C 1/4 vv).

Bromofluoresceina (sodica, sol. acuosa al 0,04%).

Vapores de iodo.

Vainillina en acetona (al 3%)

Acido sulfurico concentrado.

IV.—.CROMATOGRAFIA EN FASE GASEOSA

Hemos trabajado con un cromatografo Perkin-Elmer mod. F-11 con co-
lumna de silicona Rubber E. 301 al 5% sobre chromosorb W, y carbowax 20
M al 10 % sobre chromosorb G, en las siguientes condiciones experimentales:

Temperatura: Bloque de inyecciéon: 195°

Horno: Inicial de 85°; a los 12 minutos programacion con
una velocidad de 10° por minuto hasta alcanzar
1300

Atenuacion: 50 x 102

Gas portador: Nitréogeno; flujo: 2ml/minuto.

Velocidad de registro: 5 mm/minuto.

V.—ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Hemos utilizado un aparato Perkin-Elmer mod. 157; el aceite esencial se
ha depositado entre células de cloruro sédico.

RESULTADOS
I—INDICES
Los indices usuales son considerablemente uniformes al comparar entre
si las diversas muestras analizadas.
Ademas, los datos obtenidos suelen entrar de lleno en los margenes ad-
mitidos por los autores que han analizado esencias de espliego, como son el
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francés Fesneau (que trabajo varios afios en Espailia, en una industria de
aceites esenciales), el conocido especialista Guenther, el Prof. Dorronsoro,
en su meritorio trabajo sobre esencias espafiolas y el farmacognosta portu-
gués Fernandes Costa.

Sin embargo estimamos conveniente hac
pecto a los resultados obtenidos.

Por ejemplo el poder rotatorio, ademas de ser algo mas levogiro de lo que
suele citarse en la bibliografia, nos ofrece la circunstancia de que la actividad
optica ha variado siempre, partiendo de 0°, hacia la izquierda, no habiendo
encontrado ninguna muestra dextroégira, como es usual en los datos de
otros autores.

El indice de refracciéon tiende a ser ligerisimamente inferior.

Los datos referentes a los esteres expresados en acetato de linalilo, no
presentan diferencias superiores a 0,24
le sigue o precede, excepto al valor correspondiente a la muestra proceden-
te de Zaragoza que, siendo el mas elevado,

Al cotejar nuestros datos referentes a alcoholes totales con los obtenidos
para ésteres, es digno de sefialar que no existe correlacion alguna.

II—_CROMATOGRAFIA EN PAPEL

Dejamos esta técnica porque pronto demostraron los primeros ensayos
que no era equiparable con la de capa fina en cuanto a la buena calidad de
resultados conseguidos con esta. Y ademdas la cromatografia en papel
aplicada a este tipo de sustancias no polares, resulta mucho mas dificultosa
y mucho menos pulcra.

III.—_CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Realizado un estudio comparativo del poder eluyente de fases moviles
—tanto mezclas como reactivos iinicos— nos ha permitido establecer un ci-
mentando criterio de seleccién aplicado a los fines propuestos en este trabajo.

Las fases seleccionadas son:

Heptano/Acetato de etilo (85/15)

Cloroformo/Eter sulfurico (100/2)

Cloroformo/Alcohol etilico 96° (100/2)

Como reveladores, aparte del empleo constante de la luz ultravioleta an-
tes y después de la pulverizacion de cualquier reactivo de revelado, se ha
seleccionado la vainillina alcoholica en medio sulfturico.

En ocasiones, segin hemos comprobado, dd magnificos resultados com-
binar la vainillina con el empleo previo de vapores de yodo, pues tal com-
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binacién produce variaciones de las tonalidades en algunas manchas res-
pecto a las que presentaban sin tratamiento previo. Ello constituye un nuevo
criterio diferenciativo adicional.

La reproductibilidad de los resultados de la C. C. F., ha sido facil de
demostrar. Pero ademas tal conclusiéon es ratificada por el hecho indepen-
diente de la constancia entre los cromatogramas obtenidos
tes muestras de esencia de espliego estudiadas, vese a su origen geografico
distinto. Constancia, por otra parte, paralela a la observada en los indices
clasicos.

Tal Invariabilidad no imnplica en absoluto falta de sensibilidad, como lo
demuestra la leve diferencia en la imagen cromatografica de la muestra
procedente de Zaragoza, que también se habia diferenciado ligeramente en
algun dato analitico.

La demostrada constancia en el comportamiento cromatografico en capa
fina de las esencias de espliego, ain con las sefialadas variaciones especi-
ficas, da lugar a una incuestionable diferencia entre las esencias verdaderas
y las “esencias de espliego artificiales” (falsificaciones comerciales) incluso
cuando los parecidos en aromas y en los indices fisicos y quimicos clasicos,
son aceptables,

El estudio minucioso y sistematico de las imagenes cromatograficas de
las diferentes muestras de esencias de espliego espaifiolas, comparativamente
con las diversas sustancias puras (componentes-patréon), cuyo comporta-
miento cromatografico también ha sido estudiado, nos ha permitido estable-
cer o0 negar su presencia en ellas.

En las condiciones experimentales establecidas, mediante el uso de sus-
tancias-patréon puras e incrementando la sensibilidad, poder diferenciativo
y otras cualidades mediante nuestro sistema de doble revelado (iodo-vaini-
llina), se puede llegar a la conclusién inicial de que en las esencias de esplie-
go, las dos manchas de mayor tamafio que las restantes y que aparecen una
tras la otra, son de eucaliptol y linalol respectivamente. Otra mancha tam-
bién patente aunque menor que las anteriores, parece deberse a terpineol.

La mancha correspondiente a la fraccion terpénica se ha fraccionado a
su vez en tres, que hemos identificado

Operando con silicagel fluorescente y aplicando posteriormente la luz
U. V. hemos

Por ultimo, la mancha que distingue de= las demas muestras de espliego,
al de Zaragoza, todo lleva a concluir que es de acetato de linalilo.

Observemos que
las manchas aparscidas, idénticos a los de las sustancias puras respectivas,

sino también la circunstancia de las coloraciones idénticas entre cada una
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de estas y aquellas tras el revelado (generalmente con la vainillina) ¥ tambiér{
cuando previamente se trataron con iodo, pues este se fija —aunque co
diferente intensidad— en los compuestos no saturados (acetato de linalilog
linalol, terpineol) y no lo hac
al revelar con vainillina. 1

IV.—CROMATOGRAFIA EN FASE GASEOSA

Los resultados obtenidos por cromatografia en fase gaseosa, confirman
y completan lo que habiamos observado con las cromatografias en capa fina.
En efecto, el examen de los cromatogramas muestra:
—aque no existen diferencias cualitativas entre las distintas esencias de
espliego, salvo una levisima en la muestra zaragozana. ‘
—que en ¢l aceite esencial de espliego se encuentran los siguientes com-:
ponentes: : -pineno, canfeno, g -pineno, eucaliptol, linalol, alcanfor, terpi-
neol, acetato de terpenilo (no identificado por C. C. F.) y acetato de linalilo
(s6lo la muestra de Zaragoza). /
Los analisis cuantitativos realizados nor cromatografia gaseosa dan como
componentes claramente mayoritarios: linalol, eucaliptol, alcanfor; y den-
tro de los mismos en orden decreciente, a excepcion de los esenciales proce-
dente de Soria, donde se observa un claro predominio del eucaliptol sobre los
otros dos. :
El orden de los componentes minoritarios varia en las distintas muestras,
siendo en todas el primero el terpineol. '

V.—ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

El estudio inicial de los espectros infrarrojos de cada una de las muestras
de esencia de espliego solo permite establecer el espectrograma I. R. para las
esencias de espliego
bargo no hemos detectado diferencias entre ellas, salvo —una vez mas—,
para la muestra de Zaragoza.

RESUMEN Y CONCLUSION GENERAL

Estimamos que en el estudio de las esencias naturales las mas modernas
técnicas cromatograficas en capa fina y fase gaseosa constituyen un magni-
fico complemento de las técnicas analiticas clasicas en este campo. (

Ello se aprecia con meridiana claridad en el presente estudio sobre esen-
cias de espliego espafiolas, pues las conclusiones obtenidas mediante las
técnicas aludidas no solo se han complementado sino que ofrecen en con
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junto gran coherencia. En efecto, se obtienen resultados comunes que ofre-
cen precisamente los puntos de partida en que se cimentan otras conclusio-
nes especificas aportadas aisladamente por alguna de las técnicas emplea-
das. Por ejemplo estd el caso presentado por la muestra de espliego proce-
dente de Zaragoza, en que el dato analitico clasico de determinacion de és-
teres acusaba una diferencia timidamente sefialada en algin otro indice
fisico o quimico; la cromatografia en capa fina y la cromatografia gaseosa
subrayaron la aparente anomalia —mas la primera que la segunda— corro-
borandose después que en efecto, dicha muestra contenia cierta cantidad
de acetato de linalilo.

La C. C. F., es particularmente util en el aspecto cualitativo de los com-
ponentes de la esencia. Nos atrevemos a decir que en este aspecto es mas
aconsejable su empleo que la C. G., ya que a su rapidez une lo sencillo de su
Instrumental y el ser mucho mas econémica que ésta; en este aspecto cuali-
tativo queremos puntualizar que la imagen final —el cromatograma— posee
en la C. C. F., una fuerza plastica, pues en vez de picos mas o menos agudos
se estudian manchas de tamafio variable y de tonalidades diferentes para
cada reactivo de revelado e incluso frente a uno mismo.

La cromatografia gaseosa ademas de ratificarse mutuamente con la de
capa fina en lo cualitativo, se muestra de gran utilidad especialmente en las
consideraciones de tipo cuantitativo de los componentes detectados.

El presente estudio sobre esencias espafiolas de espliego, referidas a las
procedentes de las regiones de mayor produccion, nos ha permitido afirmar
que los tres componentes principales con diferencia notable sobre los demas
son: linalol, eucaliptol y alcanfor, y entre los restantes se han identificado
también el terpineol, acetato
no; en la unica muestra proc
apreciable acetato de linalilo.

Al tomar en consideracion el interesante aspecto de la posible influen-
cie ecologica, parece
cia es nula como lo demuestra la homogeneidad de las imagenes croma-
tograficas. Sin embargo, hay que admitir una excepcion positiva cual es
la esencia de Zaragoza, con su acetato de linalilo que segun dijimos no
existe en las deméas. Naturalmente, es preciso corroborar tal punto estu-
diando esencias de otras “campafas”. Sin embargo, en lo cuantitativo di-
cha influencia ecologica se hace algo méas patente: asi, los tres componentes
mayoritarios se sitian en orden decreciente linalol_eucaliptol~ alcanfor,
excepto en las muestras de Soria en el que el orden es en este sentido: eu-
caliptol ~linalol~ aleanfor; por otra parte es variable el orden de los que
llamamos componentes minoritarios.



