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RESUMEN

El creciente interés por el uso de substancias nutracéuticas de origen
natural sugiere un estudio sistematico sobre la extraccién y caracterizacién
de los principales componentes activos contenidos en las plantas. Entre los
productos vegetales de gran interés en la medicina tradicional, el ajo
(Allium sativum L.) es un producto natural empleado en la prevencién y/o
el tratamiento de una gran diversidad de enfermedades, desde la época
de los egipcios. Entre los compuestos del ajo, la alicina ha ocupado el
lugar mas destacado por considerarse la sustancia con mayor actividad
bioldgica, sin embargo en los Uultimos afios, diversos estudios han
demostrado que otros tiosulfinatos podrian ser quizas mas activos (Alonso
J., 2007). La formacién de tiosulfinatos se da cuando el ajo se corta o
tritura, es entonces que la aliina reacciona con la enzima aliinasa. Sin
embargo, la mayor parte de estos compuestos son altamente inestables y
termosensibles provocando su pérdida y/o degradacion, lo que dificulta el

estudio de sus propiedades.

Por esta razén, se propone un método de extraccion soélido-liquido asistido
con agitacién por ultrasonido, rapido y eficiente para la obtencién de los
principales compuestos activos del ajo, siendo de gran utilidad para la

diversificacion en el uso de este recurso natural renovable.

Una parte importante para que el proceso de extraccién sea 6ptimo, es el
uso de solventes medianamente polares, como lo son el Cloroformo (K=
4.8) y el Acetato de etilo (K= 6.0), para la evaluacion del efecto de la
polaridad en el proceso de extraccion de los compuestos sulfurados

contenidos en el ajo fresco.



Los extractos obtenidos mediante este proceso de extraccion fueron
purificados a través de técnicas analiticas de separacion como:

Cromatografia en Capa Fina y Cromatografia en Columna.

Dichas fracciones fueron analizadas junto con los extractos organicos
totales (EOT) por Cromatografia de Gases Acoplada a Espectrometria de
Masas (GC-MS), con el fin de determinar los compuestos sulfurados

contenidos en los extractos de ajo.

De esta forma y en base a los resultados obtenidos, se concluyd que el
método de extraccidn solido-liquido propuesto para la realizacién de este
trabajo, permitié la obtencion de extractos organicos totales con un gran
contenido de compuestos sulfurados de importancia y propiedades

nutraceuticas.

Dirigida por:

Dra. Lilia Leticia Méndez Lagunas



ABSTRACT

The growing interest in the use of natural nutraceutical substances
suggests a systematic study on the extraction and characterization of the
major active components contained in the plants. Among the plant
products of interest in traditional medicine, garlic (A/lium sativum L.) is a
natural product used in the prevention and / or treatment of a wide range
of conditions from the time of the Egyptians. Among the compounds of
garlic, allicin has occupied the most prominent identified as the most
biologically active substance, however in recent years, studies have shown
that other thiosulfinates could perhaps be more active (Alonso J, 2007).
Thiosulfinates formation occurs when the garlic is cut or crushed, the alliin
is then reacts with the enzyme aliinasa. However, most of these
compounds are highly unstable and temperature sensitive causing the loss

and / or degradation, making it difficult to study their properties.

For this reason, we propose a method of solid-liquid fast and efficient to
obtain the main active compounds of garlic, being very useful for

diversification in the use of this renewable natural resource.

An important part of the optimal extraction process is the use of
moderately polar solvents, such as chloroform (K = 4.8) and ethyl acetate
(K = 6.0), to evaluate the effect of polarity the extraction of sulfur

compounds contained in fresh garlic.

The extracts obtained by this extraction process were purified through
separation and analytical techniques: Thin Layer Chromatography and

Column Chromatography.



These fractions were analyzed together with total organic extracts (EOT)
by gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS) to determine the

sulfur compounds contained in extracts of garlic.

In this way, and based on the results, it was concluded that the method of
solid-liquid extraction proposed for the realization of this project allowed
us to obtain total organic extracts with a high content of sulfur compounds

of great importance and nutraceutical properties .
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Extraccién y purificacion de alicina a partir de ajo (A/lium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Capitulo 1. Introduccién

1.1 Problematica

El creciente interés por el uso de substancias nutracéuticas de origen
natural sugiere un estudio sistematico sobre la extraccién vy
caracterizacion de los principales componentes activos contenidos en las

plantas.

Fuera de los metabolitos primarios (carbohidratos, proteinas y otros),
las plantas sintetizan miles de otros compuestos llamados fitoquimicos o
metabolitos secundarios. Aunque en muchos casos no se conoce con
certeza la verdadera funcidon de estos compuestos en las plantas; su
actividad bioldgica en los animales es tradicionalmente muy conocida y
en algunos casos hasta bien documentada (Lock de Ugaz O., 1988). La
investigacion fitoquimica actual va centrando cada vez mas sus
esfuerzos en el conocimiento de las propiedades terapéuticas y la

extraccion de estos principios activos.

El aislamiento y la identificacion de estos metabolitos secundarios, asi
como la determinacion de su accidon bioldgica es una tarea muy

importante pero que puede tomar afios de estudio en una sola planta.

Entre los productos vegetales de gran interés en la medicina tradicional,
el ajo (Allium sativum L.) es un producto natural empleado, desde la
época de los egipcios, en la prevencién y/o el tratamiento de una gran
diversidad de enfermedades. Entre los principales componentes activos
contenidos en el ajo podemos mencionar la alicina que es un compuesto
organosulfurado cuya actividad antitrombadtica, hipotensora,

antimicrobiana, antifungica, anticarcinogénica, antitumorogénica e
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inmunomoduladora esta ampliamente documentada (Lopez T., 2007).
Otros componentes activos también fueron reportados con actividades

bioldgicas diversas (Lawson L. D. & Wang Z., 2005).

Sobre la base de estos antecedentes se piensa que la optimizacion de
un método rapido y eficiente para la extraccion de los principales
compuestos activos seria de gran utilidad para permitir la diversificacion
del uso de este recurso natural renovable. Los diferentes componentes
extraidos deberan ser caracterizados y/o identificados para su posterior

aislamiento.

1.2 Planteamiento del problema

En la actualidad, el ajo (A/fium sativurm L.) es considerado uno de los
bulbos mas importantes debido a su contenido de metabolitos
secundarios con una amplia gama de propiedades nutracéuticas, entre
ellos la alicina, que es un compuesto sulfurado muy inestable
responsable de la mayoria de las propiedades farmacoldgicas ademas

del olor caracteristico de este bulbo (Fujisawa H. & col., 2008).

Desde hace 30 afos, se han reportado trabajos sobre el analisis
cualitativo y cuantitativo de los compuestos presentes en diversos
productos derivados del ajo, empleando diversos métodos (Cavallito C.
J., 1944; Miething H., 1985; Lawson L. D., 1990). Debido a que, en el
analisis de dichos compuestos, la principal complicacion que se presenta
durante el proceso es la inestabilidad, pérdida y/o degradacion de
muchos de estos, que en lapsos de corto tiempo a temperatura
ambiente, dan lugar a otros compuestos de menor actividad bioldgica,

no asi menos importantes (Alonso J., 2007).

Por lo anterior, se requiere de la optimizaciéon de un método rapido vy
eficiente para la extraccidon de los principales compuestos activos, para

permitir la diversificacion del uso de este recurso natural renovable. Los
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diferentes componentes extraidos deberan ser -caracterizados y/o

identificados para su posterior aislamiento.

1.3 Justificacion

Los compuestos sulfurados presentes en el ajo (A/lium sativum L.), en
especial la alicina, poseen diversas propiedades nutracéuticas benéficas
para la salud. Sin embargo, la mayor parte de éstos compuestos son
altamente inestables y termosensibles, lo que dificulta el estudio de sus

propiedades.

Sobre la base de estos antecedentes, se considera que la optimizacién
de un método rapido y eficiente (minimizando las pérdidas y la
degradacion) para la extraccidon de los principales compuestos activos
sera de gran utilidad para permitir la diversificacion del uso de este

recurso natural renovable.

Los diferentes componentes extraidos seran caracterizados y/o

identificados para su posterior aislamiento.



Extraccién y purificacion de alicina a partir de ajo (A/lium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Capitulo 2. Marco tedrico

2.1 Ajo (Allium sativum L.)
El ajo es una planta herbacea, perteneciente a la familia de las
Allidceas, caracterizada por crecer formando bulbo de hasta 20 dientes

o mas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Taxonomia de la planta

Familia Liliaceae, subfam. Allioideae
Nombre cientifico Allium sativum L.
Planta bulbosa, vivaz y rustica

Raiz bulbosa, compuesta de 20 o mas
bulbos, reunidos en su base por medio de
una pelicula delgada. De la parte superior
del bulbo nacen las partes fibrosas, que
se introducen en la tierra para alimentar
y anclar la planta.

Sistema radicular

Fuertes, de crecimiento determinado,

Tallos alcanzando hasta 50 cm de altura.

Lineares, dispuestas en forma de roseta,

Hoja alcanzando hasta 60 cm de largo.

Blancas o rosadas, conformando una
Flores umbela en el extremo del tallo que se
cierra antes de la floracion.

Fuente: Alonso J., 2007

El uso del ajo se remonta a los comienzos de la humanidad,
aproximadamente 3000 anos a. C. era utilizado para combatir la
parasitosis y prevenir epidemias. Ha sido mencionado en papiros

egipcios que datan de aproximadamente el afio 1500 a. C., y en los que
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se mencionan varios usos: cefaleas, trastornos cardiacos, parasitos y

tumoraciones (Banerjee S. K. & col., 2003).

2.2 Composicion general del ajo

El ajo se compone principalmente de agua 56-68% en peso, seguido
por los carbohidratos 26-30%. Los componentes con propiedades
nutracéuticas, son los compuestos sulfurados (11-35 mg/100g de ajo
fresco). Otros componentes son las vitaminas (acido ascérbico,
30mg/100g peso fresco; vitamina E, 9.4 pg/g) y minerales como el
Selenio (0.014 mg/100g) (Lawson L. D., 1993).

2.3 Composicion quimica del ajo

Desde 1844 hasta la fecha se han descubierto mas de 200 substancias
componentes del ajo, algunas de estas substancias se les atribuyen

efectos bioldgicos benéficos para los humanos (Cuadro 2):

Cuadro 2. Compuestos con efectos benéficos

Compuesto Actividad Bioldgica
Compuestos fendlicos Antioxidantes, anti inflamatorios,
(Allixina) antivirales y antibacteriana

Vasodilatador, hipotensor, miorelajante y

Adenosina . , . ;o
estimula la sintesis de hormonas esteroidicas
Polisacaridos Cardioprotectores, antioxidante y estimula el
(Fructanos) sistema inmunoldgico
o Efectos benéficos contra el asma y algunas
Quercitina .
alergias
Saponinas Hipotensora y antibacteriana

Fuente: Garcia J. & Sanchez F., 2000; Ferri N. & col., 2003




Extraccién y purificacion de alicina a partir de ajo (A/lium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Sin embargo, los compuestos sulfurados (azufrados) han sido
considerados la clave de los beneficios para la salud (Alonso J., 2007).
En el Cuadro 3 se detallan los principales compuestos sulfurados del ajo

y sus posibles acciones bioldgicas.

Cuadro 3. Compuestos sulfurados

Caracteristica Compuesto Actividad bioldgica

Hipocolesterolemiantes,
antioxidantes,
quimioprotectores frente al

S-alil-cisteina

Solubles -alil- istei .
S-alil-mercaptocisteina cancer.
en agua S-metilcisteina Favorecen la accion
lutamil-cisteina desintoxicante del higado
y-giu li-cistel frente a sustancias
guimicas

Antibidtico, antifungico,
Sulfuro dialflico antiviral

Disulfuro dialilico (dialil disulfuro) | DeSintoxicante

Anticancerigeno, previene

Alicina (Oxido de disulfuro dialilico) dafios quimicos del ADN

Trisulfuro dialilico

Solubles Hipocolesterolemiante,
. . e reviene la arterosclerosis
Trisulfuro alilmetilico prey !
. antitumoral
en aceite
Aliina .
Hipotensora,
hipoglucemiante
Ditiinas Pog
e yeiar Anti-inflamatorio
Viniloditiinas . !
vasodilatador, hipotensor,
. ntibidtic
Ajoeno antibiotico

Fuente: Modificado de Alonso J., 2007

2.3.1 Compuestos sulfurados del ajo

Los principales compuestos sulfurados del ajo son las cisteinas
sulféxidos, como la aliina (7-14 mg/g), metiina (0.5-2 mg/g) e isoaliina
(0.1-2 mg/g). Estas cisteinas sulféoxidos se formary del -glutamil-

cisteina (y-glutamil-S-trans-1-propenil cisteina, y -glutamil-S-alilcisteina
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y Yy-glutamil-S-metilcisteina) durante la maduracidon, que es cuando

aumentan los niveles de la enzima y-glutamil-transpeptidasa.

El contenido total de sulfuros en el ajo es de aproximadamente 1.0% en

peso seco y 0.35% en peso fresco (Lawson L. D., 1993).

Entre los compuestos sulfurados del ajo, la alicina ha ocupado el lugar
mas destacado por considerarse la sustancia con mayor actividad
biolédgica. Sin embargo, en los Uultimos anos investigaciones han
demostrado que compuestos azufrados solubles en agua podrian ser

mas bioactivos (Alonso J., 2007).
2.3.2 Aliina

La aliina o S-alilcisteina sulféxido es el compuesto sulfurado mas
abundante en el ajo fresco, es inodora y estable. El ajo contiene 7 - 14

mg de aliina por gramo de peso fresco, y de 18 - 42 mg/g de peso seco.

o) NH,
[ r,
HZC/\/ =
HO

Figura 1. Estructura quimica de la aliina

La aliina es estable en soluciones acuosas y a temperaturas elevadas
(Stoll A. & col.,, 1951). Cuando las células se rompen, la aliina
reacciona, y en aproximadamente diez segundos toda la aliina expuesta
se convierte en tiosulfinatos que emiten el aroma caracteristico del ajo
fresco (Lawson L. D. & Wang Z. ]., 2005).

2.3.3 Enzima alinasa

La alinasa (E.C.4.4.1.4) comprende del 10 al 12% del material proteico

soluble en los dientes de ajo. Se encuentra en las vacuolas de la célula
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separada fisicamente de su substrato natural, la aliina, que se
encuentra en el citoplasma de las células del ajo (Kuettner B. & col.,
2002).

Esta enzima se activa a pH de 4.5 hasta 9, pero se inactiva rdpidamente

y de forma irreversible a pH 1.5-3.

Estudios anteriores determinan que la actividad enzimatica decrece
rapidamente a la temperatura de 42°C, indicando que la temperatura
optima de activacién de la enzima alinasa, se encuentra entre 35°C
hasta 47°C y su inactivacion se produce de 42°C a 60°C, a
temperaturas mayores de 60°C la enzima es destruida en su totalidad
(Krest J. G. & Keusgen M., 2000).

2.3.4 Tiosulfinatos
2.3.4.1 Formacion

Los tiosulfinatos se forman cuando el ajo es cortado o triturado, o
cuando se agrega agua al ajo deshidratado (Méndez L. L. & Castaigne
F., 2008).

La alicina representa el 70-80% del total de tiosulfinatos formados,
seguido por los tiosulfinatos, alil-SS(O)-metil (6-16%), metil-SS(O)-alil
(3-9%), trans-1-propenil-SS(0)-alil (1-7%), alil-SS(O)-trans-1-propenil
(0.2-4%), trans-1-propenil-SS(O)-metil y metil-SS(0O)-trans-1-propenil
(0.1-2.5%), y metil-SS(O)-metil (2%) (Lawson L. D., 1993).

La formacion de alicina, se completa en 0.2-0.5 minutos a temperatura
ambiente, mientras que la formacidon del metil tiosulfinato termina en
1.5-5 min. Los alil tiosulfinatos representan entre el 95 y 98 % del
total de los tiosulfinatos, y los metil tiosulfinatos entre el 10 y el 30%
del total (Lawson L. D., 1993).
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2.3.4.2 Estabilidad

Los tiosulfinatos son compuestos muy reactivos y experimentan un gran
numero de transformaciones que dependen de variables como la

temperatura, el pH y las condiciones de extraccion.

Los alil-S-tiosulfinatos son considerados los compuestos sulfurados
menos estables del ajo, porque tienden a formar tioacroleina (CH2=CH-
CH=S) vy alil mercaptano (alil-SH) como intermediarios para reacciones
posteriores. En cambio, los alil-S(O) tiosulfinatos, son estables debido a

que no pueden formar tioacroleina.



2.3.4.3 Transformacion
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Dependiendo del medio en el que se encuentre y condiciones

pH=10

Disulfuro

S CH,
wne? NN

Disulfuro de dialilo

S. CH,
HZC/\/ N

Alil metil disulfuro

Agua (Lenta)

Vapor (Rapida)

Solventes polaridad media Alcoholes

Polisulfuros

Vinil ditiinas

Ajoenos

S
N

Trisulfuro de dialilo

s s
HZC/\/ N \CHB

Alil metil trisulfuro

O
I

2-vinil-[4H]-1,3-ditiina [E]-Ajoeno
(e}
d s
H c/\/ \/_\S/ \/\CH
3 2
[Z]-Ajoeno

3-vinil-[4H]-1,2-ditiina

Figura 2. Principales transformaciones de los tiosulfinatos
(modificado de Lawson L.D., 1993; Block E.& col., 1993)
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Los tiosulfinatos al mezclarse con agua se transforman principalmente
en trisulfuro de dialilo, disulfuro de dialilo y alil metil trisulfuro (Figura
2). La velocidad de formacion de los sulfuros incrementa

considerablemente al someter a calentamiento al ajo.

Los estudios del ajo en fresco, el deshidratado y el aceite de ajo indican
gue los trisulfuros se forman primero, seguidos por la lenta formacion
de algunos disulfuros, que son tan estables como los tetrasulfuros. Al
mezclarse la alicina o alil metanotiosulfinato con solventes
medianamente polares, o sin solvente, se produce principalmente 3-
vinil-[4H]-1,2-ditiina (51%), 2-vinil-[4H]-1,3-ditiina (19%) y en menor
cantidad el ajoeno (12%) y sulfuros (18%).

La alicina en alcoholes, como el metanol produce trisulfuros de dialilo
(83%) y disulfuros de dialilo (10%), ajoeno (1%) y vinil-ditiinas (1%),
y un 5% de compuestos no identificados (Lawson L. D., 1993). En el
caso del etanol, produce trisulfuro de dialilo (73%) y algunos disulfuros
de dialilo (8%) y ajoeno (8%) principalmente. Sin embargo, al usar
alicina pura se obtiene ajoeno (55%), vinil-ditiinas (34%) y algunos

sulfuros (11%). Entre los tiosulfinatos se tienen disulfuros y trisulfuros

A la temperatura de 100°C o mas, se forman compuestos poli-sulfuros

gue contienen mas de 5 atomos de azufre.

11
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2.3.5 Alicina

La alicina es un componente oxidante producido por el ajo crudo cuando
sus células se rompen por la accidén de un corte o triturado, permitiendo
la interacciéon de la enzima aliinasa la cual cataliza la conversion de
aliina en alicina, en contacto con el aire y pH superior a 3 (Lawson L.
D. & Hughes B., 1992). La reacciéon se completa de 0.2 a 0.5 minutos
después de haber iniciado (Lawson L. D., 1993).

0 NH, 0 0
! 0 Alinasa ! CH
HZC/\/ 7 - HZC/\/ \s/\/ " H4C ©
o THO HO
Aliina Alicina Acido Pirtvico

Figura 3. Reaccién quimica de la formacién de alicina

Para el caso del ajo deshidratado, a pesar de que la aliina y la enzima
aliinasa sufren el proceso de secado aun se conserva el potencial de
formacién de alicina cuando entran en contacto con el agua
(Bhagyalakshmi & col., 2005)

Enseguida, la alicina experimenta degradacién en forma rapida,
permitiendo la formacidon de nuevos compuestos sulfurados tales como
sulfuro de dialilico, disulfuro de dialilo y trisulfuro de dialilo. Asimismo,
en presencia del calor, la alicina puede transformarse en ajoeno y

viniloditiinas.

Entre las propiedades nutracéuticas atribuidas a este compuesto,
destacan su accién antitrombdtica, hipotensora, antimicrobiana,
antifungica, anticarcinogénica, antitumorogénica e inmunomoduladora
(Lépez T., 2007).

12
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Dado que la alicina es un compuesto altamente inestable y de reaccidn
oxidante, es facilmente transformada en otros compuestos azufrados

tales como sulfuro, disulfuro y trisulfuro dialilico (Block E. & col., 1992).

La vida promedio de la alicina a temperatura ambiente, en 1 mM de
acido citrico con un pH 3 es de 10 dias, 4 dias en agua, 30hrs en
diclorometano, 48 hrs en metanol o cloroformo, 24hrs en etanol o
acetonitrilo, 3hrs en éter, 2h en hexano, y 16hrs en la ausencia de

solventes (Lawson L. D., 1993).

Los compuestos obtenidos del ajo pueden variar segun las condiciones

de temperatura, pH y el método de extraccién empleado.

Entonces para el andlisis de los compuestos sulfurados, el empleo de
solventes polares en el proceso de extraccion permite la estabilizacion

de la mayoria de ellos, incluyendo la alicina.
2.4 Métodos de extraccidon de productos naturales

2.4.1 Consideraciones iniciales

Un proceso extractivo, debe definir la selectividad del solvente a ser
usado en el proceso. Dependiendo del propdsito al que se destine, se
puede obtener un extracto cuya composicion quimica contiene la mayor
parte de los constituyentes quimicos de la planta, o un extracto que
contiene solamente constituyentes quimicos con una determinada

caracteristica (Sharapin N., 2000).

Para el primer caso, normalmente se usa un solvente de naturaleza
general, de alta polaridad. En el segundo se emplea un solvente

selectivo, de menor polaridad.

La selectividad del solvente de extraccidon, asi como la permanencia en
la composicién quimica de la materia vegetal, representan dos aspectos
de suma importancia en el aislamiento de sustancias naturales
(Alejandro D. X., 1973).

13
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Durante el proceso de extraccion ocurren dos fendmenos paralelos: la
lixiviacion de las sustancias solubles de células rotas y la disolucion y
difusion de las sustancias solubles de células intactas. Mientras la
lixiviacion de las muestras de las células rotas es rapida, la difusién de
las sustancias a través de la membrana de células intactas es lenta y
requiere etapas de humedecimiento y ablandamiento para aumentar la

permeabilidad de la membrana.
2.4.2 Variables del proceso extractivo

Las variables que interfieren en el proceso de extraccién,
independientemente del tipo de producto final, son: el estado de
division de la sustancia, la agitacion, la temperatura, el pH, la

naturaleza del solvente y el tiempo de extraccién.
2.4.2.1 Estado de divisidon

La eficiencia del proceso extractivo sera mayor cuando el tamafo de las
particulas sea menor, ya que asi se tiene una mayor area de contacto
con el solvente. Aunque, la presencia de particulas muy finas dificulta el
proceso de percolacion, pues ocurre la compactacion y formacion de
falsas vias, y el proceso de maceracién, donde las particulas pasan al

extracto, haciendo necesaria una filtracién como etapa adicional.

La penetracion del solvente en fragmentos mayores de la muestra es

lenta y la salida de las sustancias extraibles es dificil.
2.4.2.2 Agitacioén

La eficiencia del proceso extractivo ésta en funcidon del equilibrio de
saturacién del solvente. La agitacién hace que nuevas cantidades de
solvente, entren en contacto con el sélido y un nuevo equilibrio de
saturaciéon sea alcanzado. El movimiento del liquido, desplaza el

equilibrio, aumentando la eficiencia del proceso.

14
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2.4.2.3 Temperatura

La disolucion de las sustancias extraibles es facilitada por el aumento de
la temperatura, que contribuye al desplazamiento de la constante de
equilibrio de saturacion y aumenta la eficiencia del proceso. Sin
embargo, muchos principios activos son termoldbiles y pueden ser
destruidos, total o parcialmente, a temperaturas elevadas. El aumento
de la temperatura también puede causar la pérdida de sustancias

volatiles.
2.4.2.4 pH

El pH influye en la solubilidad de diversos compuestos ya que permite la

posibilidad de formacién de sales.
2.4.2.5 Naturaleza del solvente

Dependiendo de la finalidad deseada, el solvente utilizado extrae,

selectivamente o no, cierta clase de compuestos.
2.4.2.6 Tiempo de extraccidn

Se determina en funcion del solvente y del equipo seleccionado. Esta
variable es resultante de todos los factores antes mencionados. El
tiempo de extraccién debe ser suficiente para permitir la separacion de

los compuestos de interés.
2.4.3 Procesos de extraccidn

La extraccidon puede definirse como un proceso de separacion en el cual
un soluto se reparte o distribuye entre dos fases diferentes. Lo mas
comun es realizar una extracciéon entre dos fases liquidas, aunque

también pueden realizarse extracciones sélido-liquido.

2.4.3.1 Extraccién liquido-liquido

La extraccion liguido-liquido, también se conoce como extraccidon con

disolventes, consiste en la separacion de los componentes de una
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solucién liquida por contacto con otro liquido parcialmente insoluble
(miscible). Si las substancias que componen la solucion original se
distribuyen de manera distinta entre las dos fases liquidas, se puede
lograr cierto grado de separacién, que puede incrementarse mediante el
uso de contactos multiples. En todas las operaciones de este tipo, la
solucidon que se va a extraer se llama alimentacién y disolvente al
liguido con el cual se pone en contacto la alimentacion. El producto se

[lama extracto.

Se utiliza para separar especies moleculares simples, compuestos de
coordinacion y compuestos organicos, de las disoluciones acuosas en las
que se encuentran inicialmente. El procedimiento consiste en agitar las
disoluciones acuosas con un disolvente organico inmiscible con el agua
y dejar separar ambas fases. Se establece entonces un equilibrio o
reparto de los solutos entre las dos fases gobernado por la solubilidad

relativa de los solutos en las fases acuosa y organica.

Las aplicaciones de la extraccion liqguida se clasifican en varias
categorias: aquellas aplicaciones en que la extraccion esta en
competencia directa con otros métodos de separacion y aquellas

aplicaciones en que el Unico método adecuado (Treybal R., 1980).
2.4.3.2 Extraccion sélido-liquido

La extraccién sélido-liquido es una operacién cuya finalidad es la
separacion de uno o mas componentes contenidos en una fase sélida,
mediante la utilizacién de una fase liquida o disolvente. El componente
o componentes que se transfieren de la fase sélida a la liquida recibe el
nombre de soluto, mientras que el sdlido insoluble se denomina inerte
(Ibarz R. A.& Barbosa-Canovas G. V., 2005).

La extraccion sdlido-liquido recibe distintos nombre segun la finalidad
del proceso; asi, se le conoce como lixiviacion, macerado, percolacion,

etc. La finalidad de esta operacidon puede ser diversa, pues en algunos
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casos es necesario eliminar algun componente no deseable de un sélido
mediante disolucién con un liquido, denominandose lavado a este

proceso de extraccion.

La forma en que el soluto esté contenido en el sélido inerte puede ser
diversa. Asi, puede ser un sélido disperso en el material insoluble o
estar recubriendo su superficie. También puede tratarse de un liquido
gue esté adherido o retenido en el sélido, o bien estar contenido en su

estructura molecular.

Aplicaciones importantes de la extraccion sdlido-liquido son: extraccion

de aceites y grasas animales o vegetales, entre otras.

2.4.4 Métodos para optimizar el proceso

En la actualidad, las extracciones sdlido-liquido son asistidas por otras

técnicas para la optimizacién en la eficiencia del proceso.

2.4.4.1 Extraccion asistida por microondas

Las microondas son ondas electromagnéticas de alta energia. Su
principal actuacion consiste en su capacidad de producir cambios en la
rotacion molecular y en la movilidad i6nica del medio sin alterar la

muestra.
Las microondas producen dos interacciones basicas:

1. Disipacion de energia por conductividad térmica: Al atravesar una
onda electromagnética un fluido, los iones presentes en ésta se ven
afectados por su paso ejerciendo una fuerza que hace migrar los iones
en funcion del campo eléctrico. Esta migracion ionica lleva asociada una
resistencia del fluido al movimiento de iones. De este modo esa
resistencia produce un calentamiento generalizado de la muestra ya que

los iones estan en todas partes del fluido.
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2. Disipacion de energia por rotacion de dipolos: En moléculas con
dipolos eléctricos el campo eléctrico asociado a la radiacién
electromagnética produce un alineamiento de los mismos con el campo.
De este modo cuando pasa la onda los dipolos se encuentran ordenados
perfectamente en la direcciéon del campo pero cuando este cesa las
moléculas se reorganizan anarquicamente produciéndose friccion con el

disolvente y, por lo tanto, calor.

Ambos fendmenos ocurren en todos los lugares de la disolucion por

igual, de este modo es mucho mas eficaz.
v" Ventajas del uso de las microondas

« Técnica rapida

o Bajo consumo de disolventes

« Control de todos los parametros de extraccién
« Agitacion y extraccién de modo simultaneo

o Se logran altas temperaturas y presiones
v Desventajas

o Filtrado posterior

o Costo del equipo
2.4.4.2 Extraccion por agitaciéon con ultrasonido

La agitacion con ultrasonido, usa el principio de sonidos cuya frecuencia
es inaudible para el oido humano pero son de magnitud muy alta. Esta
técnica, constituye una manera econémica, simple y eficaz de producir

una disolucion en muestras sélidas (Harborne, J. B. & Baxter H., 1995).

Las ondas sonoras son ondas de presidn que se transmiten a través de
un medio material. Precisamente por ello las ondas sonoras provocan la
contraccion y posterior expansion del medio en el cual se propagan.

Cuando este medio es un disolvente, se forman burbujas o cavidades en
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el liquido que terminan por explotar violentamente en un fenédmeno que
se conoce como cavitacion. Esto produce un incremento de presién vy
temperatura que no son perceptibles en el sistema, debido al tamafio

pequeno de las burbujas .

Debido al aumento de temperatura, el proceso de sonicacién favorece la
solubilidad donde se produce la explosién de la burbuja, ademas, el
aumento de presion produce una mejor penetracién del disolvente al
interior del sdélido (Suslick K. S., 1998).

Bajo una intensa sonicacidén, enzimas o proteinas pueden ser liberadas
de las células u organulos subcelulares como resultado de la
desintegracion de la célula. En este caso, el compuesto que se disuelve
en un disolvente estd encerrado en una estructura insoluble. La
interrupcién de la célula es un proceso delicado, ya que la capacidad de
la pared celular para resistir la presion osmoética en el interior es
grande. Un buen control de la interrupcién de la célula es necesario,
para evitar una liberacion sin complicaciones de todos los productos
intracelulares incluyendo restos de células y acidos nucleidos, o la
desnaturalizacion de productos. El ultrasonido sirve como un medio
controlable para la desintegracion de la célula. Logra una mayor
penetracion de un disolvente en un tejido de la planta y mejora la

transferencia de masa (Mummery C. L., 1978).
v' Ventajas del uso de la agitacion con ultrasonido

« Rapidez
« Control de todos los parametros de extraccién
« Agitacién y extraccion de modo simultaneo

« Bajo costo
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2.5 Métodos analiticos

La quimica analitica se ocupa de los métodos de determinaciéon de la
composicion quimica de la materia. Los métodos cualitativos nos
proporcionan informacion sobre la identidad de las especies atémicas o
moleculares de la muestra, o de los grupos funcionales que hay en ella;
por otra parte, un método cuantitativo nos aporta la informacién
numeérica de la cantidad relativa que hay de uno o varios de estos

componentes.
Los métodos analiticos se clasifican en clasicos e instrumentales
a) Métodos clasicos

La mayor parte de los andlisis se realizan separando los componentes
de interés de una muestra (analitos) mediante procedimientos de

separacién y determinacion (gravimétricos o volumétricos).
b) Métodos instrumentales

Para el analisis de una gran variedad de analitos inorganicos, organicos
y bioquimicos a través de estos métodos, se emplean técnicas que
permitan la medicién de las propiedades fisicas (conductividad, la

adsorcién o emisién de luz, etc.) de dichos componentes.

2.5.1 Criterios de funcionamiento

Los criterios cuantitativos de funcionamiento de los instrumentos se
pueden utilizar para decidir si un determinado método instrumental es o

no adecuado para el analisis analitico.
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2.6 Fundamentos de cromatografia

La cromatografia es un método muy utilizado en todas las ramas de la
ciencia y que permite la separacion, identificacién y determinacion de
los componentes quimicos en mezclas complejas. Ningun otro método

de separacién es tan potente y de aplicacién tan general.

Es dificil definir rigurosamente el término de cromatografia, ya que se
ha aplicado ese nombre a varios sistemas y técnicas. Sin embargo,
todos esos métodos tienen en comun el uso de una fase estacionaria y

una fase movil.

En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza con
una fase modvil, que puede ser un gas, un liquido o un fluido
supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase
estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una columna o a
una superficie sélida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los
componentes de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la
fase moévil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente
con el flujo de la fase mavil; por el contrario, los componentes que se
unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como
consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra
se separan en bandas o zonas discretas que pueden analizarse

cualitativa y/o cuantitativamente (Skoog D. A., 2001).

2.6.1 Tipos de separacién cromatografica

Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de dos modos. El
primero de ellos se basa en la forma en que las fases estacionaria y
movil se ponen en contacto, diferenciandose asi la cromatografia en

columna de la cromatografia en plano.
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En la cromatografia en columna, un tubo estrecho contiene la fase
estacionaria a través de la cual hace se pasar la fase movil por presion

0 gravedad.

En la cromatografia en plano, la fase estacionaria se fija sobre una
placa plana o a los intersticios de un papel; en este caso la fase movil
se desplaza a través de la fase estacionaria por capilaridad o por efecto

de la gravedad.
Otra clasificacién mas fundamental de los métodos cromatograficos se

basa en el tipo de fase mdvil y estacionaria, y en la clase de equilibrios

implicados en la transferencia de los solutos entre las fases (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Clasificacion de los métodos cromatograficos en columna

de liquidos (LC)

Fase movil: liquida

Liquido-sdlido, o
adsorcion

Intercambio idnico

Exclusidon por
tamano

Clasificacién Método Fase Tipo
general especifico estacionaria de equilibrio
Liquido adsorbido
Liquido-liquido, o sobre Distribucién entre
reparto un solido PR
liguidos

Liquido-fase unida | Especies organicas Inmiscibles

Cromatografia Quimicamente enlazadas a una

superficie solida
Sélido

Resina de
intercambio I6nico

Liquido en los
intersticios de un
solido polimérico

Distribucion entre
liquido y la superficie
enlazada
Adsorcion

Intercambio idnico

Distribucion/exclusion

Cromatografia
de gases (GC)

Fase movil: gas

Gas-liquido

Gas-fase unida
quimicamente

Liquido adsorbido
sobre un solido

Especies organicas
enlazadas a una

Distribucidon entre un
gas y un liquido

Distribucidon entre el
liquido y la superficie

Fase movil: fluido
Supercritico

Gas-sdlido

superficie solida enlazada
Cromatografia
de fluidos Sélido
supercriticos (SFC) Adsorcién

Especies organicas
enlazadas a una
superficie

solida

Distribuciéon entre el
fluido supercritico y
superficie enlazada

Fuente: Skoog D. A., 2001
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Hay que mencionar que solamente la cromatografia de liquidos es la
gue puede llevarse a cabo en columnas o sobre superficies planas; por
otra parte, tanto la cromatografia de gases como la de fluidos
supercriticos estan restringidas a los procedimientos en columna, de tal

modo que las paredes de la columna contienen la fase movil.

2.6.1.1 Cromatografia plana

Los métodos de cromatografia plana incluyen la cromatografia en capa
fina (TLC) y la cromatografia en papel (PC). En todos los casos se
emplea una capa plana y relativamente delgada de un material que a su
vez es el soporte, o bien que recubre una superficie de vidrio, plastico o
metdlica. La fase modvil se mueve a través de la estacionaria por
capilaridad, a veces ayudada por gravedad o por aplicacién de un
potencial eléctrico. En la actualidad, la cromatografia en plano se centra
en la técnica de la capa fina, que es mas rapida, tiene mejor resolucion,
y es mas sensible que su alternativa en papel. Por ello nos centraremos

en los métodos de capa fina.

Las separaciones en capa fina se realizan en placas de vidrio o plastico
que se recubren con una capa delgada y adherente de particulas

finamente dividas; esta es la capa estacionaria.

Las placas de capa fina o cromatoplacas, se pueden obtener de forma
comercial y sus tamafios son varios 5x20, 10x20, y 20x20. Estas placas
comerciales se presentan en dos formatos. El convencional, donde las
placas tienen un espesor de 200 a 250 pm un tamae de particula de

20 um o mas. Presentan por lo comun unos 2000 platos tedricos en 12
cm. y con un tiempo de desarrollo de 25 min. El segundo tipo de placas
comerciales es el de alta eficacia, que tienen peliculas de unos 10Qum

de espesor, y un diametro de particula de 5um o menos. El nimero de

platos tedricos es mayor unos 4000 en 3cm y con 10 minutos de
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desarrollo. Las placas de alta eficacia permiten mejores separaciones y
en menos tiempo, pero tienen la desventaja de tener una menor

capacidad de carga.

La aplicacién de la muestra es el aspecto mas critico de la cromatografia
en capa fina. Por lo general, se aplica una disolucién de la muestra del
0,001 al 0,1 %, como una mancha, a 1 o 2 cm. del extremo de la placa.
Pero para una separacion de mayor eficacia, la mancha deberia tener
un diametro minimo aproximadamente 5nm para una aplicacidn
cualitativa y menor para el andlisis cuantitativo, y en el caso de las
disoluciones diluidas se realiza tres o cuatro aplicaciones superpuestas
secando la zona entre aplicaciéon. La aplicacién puede ser manual o por
aplicadores mecanicos. Si es manual es por contacto entre la placa y un
capilar que contiene la muestra, o utilizando una jeringa hipodérmica.
En el caso de que sea mecanico, se mejorara la precisién y exactitud de

la aplicacién (Figura 4).

Frente
del

eluyente

=

Muestra 2 \I
Muestra 1 _|

v
0
<

:E-

N g A&

—
Linea de aplicacion

(a)

!
S 0 K-

Sefial del detector

L

B A

Distancia de migracién, cm
{b)

Figura 4. Aspecto de la placa tras el desarrollo de la cromatografia en capa fina
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2.6.1.2 Identificaciéon de compuestos

Existen distintos tipos de analisis cualitativos para identificar los
distintos componentes de la muestra tras realizar la cromatografia en

capa fina:

e Uso de patrones: Consiste en aplicar a la placa la muestra
desconocida y disoluciones de muestras purificadas, de las especies que
probablemente pueden estar presentes en la muestra desconocida. La
coincidencia entre los valores Rf de alguna de las manchas de la
muestra desconocidas el de alguno de los estandares proporciona
evidencias para la identificacién de uno de los componentes de la
muestra. El Rres un nuevo parametro denominado relacion de frente.
Este método necesita una confirmacién mediante la repeticion del
ensayo con diferentes fases moviles y estacionarias y con distintos

reactivos de revelado.

e Métodos de elucion: Se raspa la zona de la placa que contiene el
analito con una espatula o una navaja, y se recoge el sdlido sobre un
papel satinado. Se trasfiere a un tubo de ensayo u otro recipiente,
donde el analito se disuelve con un disolvente adecuado y se separa de
la fase estacionaria por centrifugacidon o filtracidén. La identificacion se
realiza por técnicas como la espectrometria de masas, la resonancia

magnética nuclear o la espectroscopia de absorcidén en infrarrojo.

2.6.1.3 Constantes Rry Rx

La constante Rr o Relacidon de frente es simplemente una manera de
expresar la posicibn de un compuesto sobre una placa como una
fraccion decimal, que mide la retencion de un componente. Se define

como.
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distancia recorrida por la sustancia

" distancia recorrida por el disolvente

Ry
[Ec. 2.1]

La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente desde el
centro de la mancha, los calculos se simplifican si el denominador es
10. Para que los Rrsean reproducibles deben ser fijadas una serie de
condiciones como el espesor de la placa, la fase movil, la fase
estacionaria y la cantidad de muestra. El maximo valor de Rr que se

puede alcanzar es de 1.

Para averiguar si dos compuestos son iguales, se colocan ambos sobre
la misma placa y se desarrolla con varios eluyentes. Una vez
desarrollados se calculan los Rry si son distintos, puede deducirse con
toda seguridad que no se trataba del mismo compuesto. Por el contrario

si los Rrson iguales los compuestos pueden ser iguales o no serlo.

Si se sospecha que dos compuestos son muy parecidos se eluyen sobre
la misma placa con el mismo eluyente u otros de menor polaridad,
hasta apreciar una separacién minima. En este caso no se pueden usar
reveladores quimicos, ya que alterarian los compuestos, sino se emplea
una lampara ultravioleta (Abbott D. & Andrews R.S., 1973).

En algunos casos, es mas conveniente expresar el movimiento de
alguna sustancia por comparacion con el movimiento de otra que sea
similar quimicamente. En este caso es mejor aplicar los valores de Ry

que los de Re

distancia recorrida por la sustancia

distancia recorrida por la sustancia estandar X

R,
[Ec. 2.2]
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2.6.2 Cromatografia en columna

La cromatografia en columna emplea el concepto de elucion en
columna. La elucion implica el transporte de una especie a través de
una columna por la adicion continuada de fase movil. El proceso
empieza cuando una Unica porcion de la muestra se introduce en la
parte superior de la columna (tiempo t0) después de lo cual los
componentes de la muestra se distribuyen entre las dos fases, La
introduccién de fase maévil adicional, e/ eluyente, hace que la fase movil
que contiene una parte de la muestra avance por la columna, donde
tienen lugar un reparto entre la fase movil y las porciones frescas de la
fase estacionaria a las que accede (tiempo tl1). Al mismo tiempo, tiene
lugar una distribucidon entre el disolvente nuevo y la fase estacionaria en

el lugar en el que inicialmente se ubicaba la muestra (Figura 5).

Muestra Fase mdwil

| ) | |
A+B&| 1 1 )— ____j

2=
E

Columna
rellena

=

Am— B | ®——— Detector

] 1 3 4

Figura 5. Diagrama que muestra la separacién de una mezcla por cromatografia de elucién en
columna

Las sucesivas adiciones de la fase movil hacen avanzar las moléculas de
soluto (analitos) por Ila columna en una serie de continuas

transferencias entre las fases estacionaria y movil. Sin embargo, debido
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a que el movimiento de los solutos solo puede ocurrir en la fase movil,
la velocidad media a la que una zona de soluto migra en la columna
depende de la fraccion de tiempo que reside en esta fase. Esta fraccion
de tiempo es pequefa para las sustancias que son retenidas
fuertemente por la fase estacionaria (compuesto B) y es grande cuando
es mas probable la retencion en la fase movil (componente A). Las
diferencias de velocidad que resultan hacen que se separen los
componentes de la mezcla en bandas o zonas, que se localizan a lo
largo de la columna (tiempo t2). El aislamiento de las especies
separadas se realiza haciendo pasar suficiente cantidad de fase movil a
través de la columna hasta que las bandas individuales salen de ella,

pudiendo asi detectarse o reconocerse (tiempos t3 y t4).

La cromatografia en columna es uno de los principales métodos para la
separacion de especies quimicas. Ademas, se puede emplear para la
identificacion tanto cualitativa como para la determinacion cuantitativa

de las especies separadas.

En el analisis cualitativo, la cromatografia proporciona informacion
acerca de las especies de la muestra en cuanto a su tiempo de
retencidn o su posicion en la fase estacionaria tras el periodo de
elucion. A pesar de lo anterior, la cromatografia no aporta mucha
informacion de la identificaciéon positiva de las especies quimicas
separadas, pero si es un método eficaz para evidenciar la ausencia de

ciertos compuestos.

La informacion cuantitativa acerca de las especies separadas, se basa
en la comparacion de la altura o el area, del pico del analito con la de

uno o mas patrones.
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2.6.2.1 Cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases es una técnica cromatografica en la que la
muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase movil de
gas inerte. A diferencia de los otros tipos de cromatografia, la fase
movil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcion es

la de transportar el analito a través de la columna.

Existen dos tipos de cromatografia de gases (GC): la cromatografia gas-
sdlido (GSC) y la cromatografia gas-liquido (GLC), siendo esta ultima la
que se utiliza mas ampliamente, y que se puede llamar simplemente
cromatografia de gases (GC). En la GSC la fase estacionaria es sélida y
la retencién de los analitos en ella se produce mediante el proceso de
adsorcidn. Precisamente este proceso de adsorcion, que no es lineal, es
el que ha provocado que este tipo de cromatografia tenga aplicacién
limitada, ya que la retencién del analito sobre la superficie es
semipermanente y se obtienen picos de elucidon con colas. Su Unica
aplicacion es la separacion de especies gaseosas de bajo peso
molecular. La GLC utiliza como fase estacionaria moléculas de liquido

inmovilizadas sobre la superficie de un sélido inerte.
2.6.2.1.1 Componentes del equipo GC

La cromatografia de gases se lleva a cabo en un cromatografo de gases
(GC). Este consta de diversos componentes como el gas portador, el
sistema de inyeccion de muestra, la columna (generalmente dentro de

un horno), y el detector.
2.6.2.1.1.1 Gas portador

El gas portador cumple basicamente dos propodsitos: Transportar los
componentes de la muestra, y crear una matriz adecuada para el

detector. Un gas portador debe reunir ciertas condiciones:

30



Extraccién y purificacion de alicina a partir de ajo (A/lium sativum L.):
Implicaciones analiticas

v' Debe ser inerte para evitar interacciones (tanto con la muestra
como con la fase estacionaria)

v' Debe ser capaz de minimizar la difusién gaseosa

v' Alta pureza

v' Adecuado al detector a utilizar

v' Econdmico

El gas portador debe ser un gas inerte, para prevenir su reaccion con el
analito o la columna. Generalmente se emplean gases como el helio,
argén, nitrogeno, hidrogeno o didxido de carbono, y la eleccion de este
gas en ocasiones depende del tipo de detector empleado. El almacenaje
del gas puede ser en tanques normales o empleando un generador,
especialmente en el caso del nitrogeno y del hidrégeno. También se
tiene un sistema de mandmetros y reguladores de flujo para garantizar

un flujo estable.

Generalmente la regulacién de la presiéon se hace a dos niveles: un
primer mandmetro se sitla a la salida del tanque del gas y el otro a la
entrada del cromatodgrafo, donde se regula el flujo. Las presiones de
entrada varian entre 10 y 25 psi, lo que da lugar a caudales de 25 a
150 mL/min en columnas de relleno y de 1 a 25 mL/min en columnas
capilares. El caudal se medir utilizando un rotdmetro o un medidor de
pompas de jabdn, el cual proporciona una medida muy exacta del

caudal volumétrico que entra a la columna.

La pureza de los gases es sumamente importante, se requieren niveles
de pureza del 99.999 %. Sin embargo, debido al cuidado que se debe
tener con la fase activa de la columna, se hace completamente
necesaria la instalacién de trampas a la entrada del gas carrier. Estas

trampas evitan el ingreso de hidrocarburos, agua, CO entre otros.
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2.6.2.1.1.2 Sistema de inyeccién de muestra

La inyeccion de muestra es un apartado critico, ya que se debe inyectar
una cantidad adecuada, y debe introducirse de forma rapida para evitar
el ensanchamiento de las bandas de salida; este efecto se da con
cantidades elevadas de analito. El método mas utilizado es empleando
una microjeringa para introducir el analito en una camara de
vaporizacién instantanea. Esta camara estd a 50 °C por encima del
punto de ebullicion del componente menos volatil, y esta sellada por

una junta de goma de silicona llamada septa.

Si la columna empleada es rellena, el volumen a inyectar sera de unos
20 PL, y en el caso de las columnas capilares dicha cantidad es menor,
de 1 pL, y dependiendo del tipo de columna capilar se utiliza o no, todo
el volumen inyectado de muestra. Para obtener menor cantidad de
volumen, se utiliza un divisor de flujo (modo Split) a la entrada de la
columna que desecha parte del analito introducido. Si se utiliza todo el

volumen de muestra la inyeccién se emplea el modo Splitless.

2.6.2.1.1.3 Columnas

En GC se emplean dos tipos de columnas: las empacadas y las
capilares. Estas ultimas son mas comunes en la actualidad debido a su
mayor rapidez y eficiencia. La longitud de estas columnas es variable,
de 2 a 60 metros, y estan construidas en acero inoxidable, vidrio, silice
fundida o teflon. Debido a su longitud y a la necesidad de ser
introducidas en un horno, las columnas suelen enrollarse en una forma
helicoidal con diametros de 10 a 30 cm, dependiendo del tamaino del

horno.
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2.6.2.1.1.3.1Tipos de columnas
2.6.2.1.1.3.1.1 Columnas empacadas

Las columnas de relleno o empacadas consisten en unos tubos de
vidrio, metal (acero inoxidable, Niquel, Cobre o Aluminio) o teflon, de
longitud de 2 a 3 metros y un didmetro interno de unos pocos
milimetros. El interior se rellena con un material sdélido, finamente
dividido para tener una maxima superficie de interaccidon y recubierto
con una capa de espesores entre 50 nm y 1 uym. Para que puedan

introducirse en el horno, se enrollan convenientemente.

El material de relleno ideal consiste en pequefas particulas, esféricas y
uniformes, con una buena resistencia mecanica, para tener una maxima
superficie donde interaccionar la fase estacionaria y el analito. Como
todos los componentes de columnas para GC, debe ser inerte a altas
temperaturas (~400 °C) y humectarse uniformemente con la fase
liguida estacionaria durante el proceso de fabricaciéon. El material
preferido actualmente, es la tierra de diatomeas natural, debido a su
tamano de poro natural. Por tanto y debido a que el sistema de
absorcién superficial del analito y la fase estacionaria es parecido, son

materiales especialmente Utiles.

El tamafio de particulas es critico a la hora de darse el proceso de
interaccion del analito, y a menor tamafio la eficiencia de la columna es

mayor.
2.6.2.1.1.3.1.2 Columnas capilares

Las columnas capilares son de dos tipos basicos: las de pared recubierta
(WCOT) vy las de soporte recubierto (SCOT). Las WCOT son
simplemente tubos capilares donde la pared interna se ha recubierto
con una finisima capa de fase estacionaria. Las columnas SCOT tienen

en su parte interna una fina capa de material absorbente como el
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empleado en las columnas empacadas, donde se ha adherido la fase
estacionaria. Las ventajas de las SCOT frente a las WCOT es la mayor
capacidad de carga de esta ultima, ya que en su fabricacion se emplean
mayores cantidades de fase estacionaria, teniendo asi una superficie de

intercambio mayor.

Considerando la eficacia de las columnas podemos darles el siguiente
orden: En primer lugar estan las WCOT, luego las SCOT y por ultimo las

columnas de relleno.

Las columnas WCOT se fabrican a partir de silice fundida, conocidas
como columnas tubulares abiertas de silice fundida o FSOT. Estas
columnas, con propiedades como baja reactividad, resistencia fisica y

flexibilidad, han sustituido a las WCOT clasicas.

Las columnas FSOT tienen diametros internos variables, entre 250 vy
320 uym para columnas normales, y 150-200 pm para columnas de alta
resolucion. Estas Ultimas requieren menor cantidad de analito y un
detector mas sensible, al eluir menor cantidad de gas. Existen asimismo
columnas macrocapilares con diametros de hasta 530um, que admiten

cantidades de analito comparables a las de relleno.

En estas columnas existe un problema debido a la absorcidon del analito
sobre la superficie de la silice fundida, adsorcidn debida a la presencia
de grupos silanol (Si-OH), los cuales interaccionan fuertemente con
moléculas polares organicas. Este inconveniente se suele solventar

inactivando la superficie por sililacion con dimetilclorosilano (DMCS).
2.6.2.1.14 Tipos de fases estacionarias

Las propiedades necesarias para una fase estacionaria liquida

inmovilizada son:
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v Caracteristicas de reparto (factor de capacklady factor de

selectividad a) adecuados al analito

v’ Baja volatilidad, el punto de ebullicion de la fase estacionaria debe
ser al menos 100 °C mayor que la maxima temperatura alcanzada
en el horno

v' Baja reactividad

v Estabilidad térmica, para evitar su descomposicion durante la

elucion

Para elegir una debe tenerse en cuenta la polaridad del analito, ya que
a mayor polaridad del analito, mayor polaridad deberd tener la fase

estacionaria. Algunas fases estacionarias utilizadas actualmente son:

» Polidimetilsiloxano, fase no polar de uso general para hidrocarburos,
aromaticos, polinucleares, drogas, esteroides y PCB.

« Polifenilmetildifenilsiloxano (10% fenilo), para ésteres metilicos de
acidos grasos, alcaloides, drogas y compuestos halogenados.

« Polifenilmetilsiloxano (50% fenilo), para drogas, esteroides, pesticidas
y glicoles.

o Politrifluoropropildimetilsiloxano, para aromaticos clorados,
nitroaromaticos, bencenos alquilsustituidos.

« Polietilenglicol, sirve para compuestos polares, también para
compuestos como glicoles, alcoholes, éteres, aceites esenciales.

« Polidicianoalildimetilsiloxano, para acidos grasos poliinsaturados,

acidos libres y alcoholes.

Generalmente, en columnas comerciales, la fase estacionaria se
presenta enlazada y entre cruzada para impedir su pérdida durante las
operaciones de elucion o lavado. De esta forma se obtiene una
monocapa adherida quimicamente a la superficie de la columna. La
reaccion implicada suele ser la adicion de un perdéxido al liquido a fijar,

inicidandose una reaccidn por radicales libres que tiene como resultado la

35


http://es.wikipedia.org/wiki/Droga�
http://es.wikipedia.org/wiki/Esteroide�
http://es.wikipedia.org/wiki/Pesticida�
http://es.wikipedia.org/wiki/Glicol�

Extraccién y purificacion de alicina a partir de ajo (A/lium sativum L.):
Implicaciones analiticas

formacién de un enlace carbono-carbono que ademas incrementa su

estabilidad térmica.

Otros tipos de fases estacionarias son las quirales, las cuales permiten
resolver mezclas enantioméricas. Este tipo de fases suelen ser

aminoacidos quirales o algun derivado adaptado al trabajo en columna.

El grosor de la pelicula varia entre 0,1 y 5um; el grosor depende de la
volatilidad del analito. Asi, un analito muy volatil requerird una capa
gruesa para aumentar el tiempo de interaccidn y separar mas

efectivamente los diferentes componentes de la mezcla.
2.6.2.1.1.5 Sistemas de control de temperatura

La temperatura es una variable importante, ya que de ella va a
depender el grado de separacidon de los diferentes analitos. Esta
depende del punto de ebullicion del analito o analitos, como también la
maxima temperatura de funcionamiento de la columna (fase
estacionaria), y por lo general se ajusta a un valor igual o ligeramente
superior a él. Para estos valores, el tiempo de elucion va a oscilar entre
2 y 40 minutos. Si tenemos varios componentes con diferentes puntos
de ebullicion, se ajusta una rampa de temperatura que va aumentando
ya sea de forma continua o por etapas. En muchas ocasiones, el ajustar
correctamente la rampa puede significar separar o no los diferentes
analitos. Es recomendable utilizar temperaturas bajas para la elucion ya
gue aunque a mayor temperatura la elucion es mas rapida, se corre el

riesgo de degradar los analitos.
2.6.2.1.1.6 Detectores

El detector es la parte del cromatdgrafo que se encarga de determinar

cuando ha salido el analito de la columna.
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Las caracteristicas de un detector ideal son:

v Sensibilidad. Es necesario que pueda determinar con precision
cuando sale analito y cuando sale sélo el gas portador

v Respuesta lineal al analito con un rango de varios érdenes de
magnitud.

v Tiempo de respuesta corto, independiente del caudal de salida

v Intervalo de temperatura de trabajo amplio, desde temperatura
ambiente hasta unos 350-400 °C, temperaturas tipicas trabajo

v Estabilidad y reproducibilidad, es decir, a cantidades iguales de
analito debe dar salidas de senal iguales

v Alta fiabilidad y manejo sencillo, o a prueba de operadores
inexpertos

v Respuesta selectiva y altamente predecible para un reducido

numero de analitos.
Algunos tipos de detectores:

« Detector de ionizacién de llama o Flame Ionization Detector (FID)

« Detector de conductividad térmica o Thermical Conductivity
Detector (TCD)

« Detector termoidnico o Thermolonic Detector (TID)

« Detector de captura de electrones o Electrén-Capture Detector
(ECD)

« Detector de emisién atdmica o Atomic Emission Detector (AED)

Otros detectores minoritarios son el detector fotométrico de llama
(PFD), empleado en compuestos como pesticidas e hidrocarburos que

contengan fésforo o azufre.
2.6.2.1.2 Aplicaciones

La GC tiene dos importantes campos de aplicacion. Por una parte su

capacidad para separar mezclas organicas complejas, compuestos
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organometalicos y sistemas bioquimicos. Otra aplicacion es como
método para determinar cuantitativa y cualitativamente los
componentes de la muestra. Para el analisis cualitativo se suele emplear
el tiempo de retencidon, que es uUnico para cada compuesto dadas unas
determinadas condiciones (mismo gas portador, rampa de temperatura
y flujo), o el volumen de retencion. Cuantitativamente, integrando las
areas de cada compuesto o midiendo su altura, con una curva de
calibracion adecuada se obtiene la concentracidon o cantidad presente de

cada analito.
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2.7 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica destructiva de alta
sensibilidad y especificidad que permite determinar la composicion
atdmica y molécular (cualitativa y/o cuantitativa) de una gran variedad
de analitos organicos e inorganicos, las estructuras de una amplia
variedad de especies moleculares complejas, la relacidén isotopica de los
atomos en las muestras, asi como también la estructura y composicién

de superficies solidas (Siles S., 2010).

Un analisis por espectrofotometria de masas consta de las siguientes

etapas:

1ra etapa. Atomizacién de la muestra

2da etapa. Conversién de una fraccion significativa de los atomos

formados en la etapa 1 en un flujo de iones

3ra etapa. Separacion de los iones que se formaron en la etapa anterior
con base en su relacién masa/carga (/m/z), donde m es el nUmero de
masa de ion en unidades de masa atémica y z es el numero de cargas

fundamentales

4ta etapa. Conteo del numero de iones de cada tipo o medicion de la
corriente ionica producida cuando los iones formados a partir de la

muestra inciden en un detector

Como la mayoria de los iones formados tienen una sola carga, m/z por

lo regular es el nUmero de masa del ion.

2.7.1 Fundamentos basicos

El espectrofotdmetro de masas determina qué moléculas estan

presentes en una muestra, basandose en el principio de que las
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moléculas poseen masas diferentes. Estos iones también tienen una
carga, que significa que debido a ella tendran movimiento bajo la

influencia de un determinado campo eléctrico.

Estos iones se envian a un compartimiento de aceleracion y se pasan a
través de una lamina metalica. Se aplica un campo magnético a un lado
del compartimiento que atrae a cada uno de los iones con la misma
fuerza (suponiendo carga idéntica) y los desvia hacia un detector.
Naturalmente, los iones mas ligeros se desviaran mas que los iones
pesados porque la fuerza aplicada a cada ion es igual pero los iones
ligeros tienen menos masa. El detector mide exactamente cuan lejos se
ha desviado cada ion y, a partir de ese dato se calcula el cociente masa
por unidad de carga (Figura 6). Con esta informacion es posible
determinar o proponer la composicion quimica de la muestra original
(Skoog D. A., 2001).

Figura 6. Representacién esquematica del principio empleado en MS
(Siles S., 2010)

2.7.2 Componentes

Un espectrometro de masas consta de tres componentes
fundamentales: la fuente de ionizacion, el analizador de masa y el

detector.
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2.7.2.1 Fuente de ionizacion

La fuente de iones es el elemento del espectrometro que ioniza la
muestra analizada. Luego los iones son transportados por los campos

magnéticos o eléctricos al analizador total.

Las técnicas para la ionizacién han sido dominantes para determinar
gué tipos de muestras se pueden analizar por espectrometria de masa.
La ionizacion del electron y la ionizacién molecular se utilizan para los

gases y los vapores.

2.7.2.2 Analizador de masa

El analizador de masa es la pieza mas flexible del espectrometro de
masa. Utiliza un campo eléctrico o magnético para afectar la trayectoria

o la velocidad de las particulas cargadas de una cierta manera.

Todos los analizadores totales utilizan las fuerzas de Lorentz de una
manera u otra en la determinacion de masa-carga, estaticamente o
dindmicamente. Ademas de los tipos originales del area magnética,
otros tipos de analizadores estan actualmente en un uso mas comun,
incluyendo tiempo-de-vuelo, la trampa cuadrupolo del ion, cuadrupolo y
Fourier transforma analizadores de la masa de la resonancia del

ciclotron del ion.

Asi, el analizador dirige las particulas al detector, variando un campo

eléctrico o magnético que se basa en el cociente masa/carga (m/z).

Actualmente existen diferentes métodos para "filtrar" los iones respecto
a su relacion masa/carga. El mas comunmente usado es el denominado
cuadrupolo. Se compone de 4 barras alargadas en formacién cuadrada,
conectadas eléctricamente entre si en pares opuestos. A dichos pares
(polos) se les aplica una tension de radiofrecuencia variable que

sintoniza con un determinado ion. Cuando existe sintonia entre el ion
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que esta pasando por ellas y la frecuencia aplicada, dicho ion continda

su camino hasta impactarse con el detector.

2.7.2.3 Detector

El detector registra la carga inducida o la corriente producida cuando un
ion pasa cerca o golpea una superficie. En un instrumento de
exploracion la sefial es producida en el detector durante la trayectoria
de la misma (en qué m/z) y producird un espectro de masa, un

expediente del m/z en el cual los iones estan presentes.
2.7.3 Interpretacion de espectros de masas

La interpretacion de un espectro de masas se realiza aplicando la
siguiente regla: Una molécula fragmentara en un espectrometro de

masas de manera tal que se formaran los iones mas estables.

Tomando en cuenta lo anterior, se concentran los pasos que se deben

seguir para la interpretacién de espectros de masa:

1. Examinar el aspecto general del espectro de masa
2. Seleccionar un candidato para el ion molecular (M**). Esta puede

estar basada en los criterios que se muestran a continuacion:

v Si el compuesto es conocido, el idn molecular tendrd una razén m/z
igual a la suma de las masas atémicas de los isétopos mas abundantes
de los elementos que forman la molécula.

v Si el compuesto contiene solamente C, H, O, Si, P y halégenos, la
razén m/z nominal del i6n molecular debera ser un numero par.

v Regla del Nitrégeno: Los compuestos que contienen un nimero impar
de atomos de nitrégeno en su molécula, tendran un peso molecular

impar.

3. Examinar el espectro buscando patrones isotdpicos caracteristicos
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4. Evaluar el candidato a M**, buscando sefales correspondientes a
pérdidas razonables

5. Identificar el pico base del espectro, observar si puede proponerlo
como un fragmento del idn molecular o identificar como un fragmento
de masa caracteristica

6. Buscar otros fragmentos de masa baja caracteristicos

7. Basandose en los criterios antes mencionados, proponer estructura

para el compuesto
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2.8 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS)

Este es una técnica analitica que combina las caracteristicas de la
cromatografia de gases y la espectrometria de masas para identificar
diferentes sustancias dentro de wuna muestra. Algunas de las
aplicaciones de la técnica GC-MS incluyen la deteccion de drogas,
andlisis ambiental, investigaciones forenses, e identificacion de
muestras desconocidas. Ademas, se pueden identificar trazas de
componentes en las muestras, que se creia degradados o desintegrados

mas alla de la identificacion.

El GC-MS se compone de dos bloques principales: el cromatdgrafo de
gas y el espectrdmetro de masas. Estos dos componentes, juntos,
permiten la identificacion de sustancias con un mayor grado eficacia,

que empleando ambas técnicas por separado.

El proceso de espectrometria de masas requiere, generalmente, una
muestra pura, mientras que la cromatografia de gases utilizando un
detector comun (por ejemplo un FID) detecta multiples moléculas que
pueden tener el mismo tiempo de retencidon, lo que deriva en
dificultades para la identificacion de dichas moléculas. En otras
ocasiones, se presentan dos moléculas diferentes con un patréon similar
de fragmentacion en un espectrometro de masas. Por lo que, la
combinacion de las dos técnicas (GC-MS) hace que sea
extremadamente improbable que dos moléculas diferentes se
comporten de Ila misma manera, proporcionando una mayor

certidumbre en la identificacion del analito.

En conclusién, es una técnica analitica que proporciona resultados

absolutos y confiables.
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2 .9 Antecedentes

El estudio de Cavallito C. J. & Bailey J. H. (1944) fue el primero que
logré el aislamiento de la alicina del ajo macerado en aceite obtenido
por destilacion, determinando que es un aceite incoloro con una
solubilidad en agua de un 2.5 % vy relativamente inestable. Demostro

también, la accién antibacterial del compuesto.

El analisis de los componentes volatiles del ajo sometido a diversos
procesos de coccion, fue realizado por Yu T. H. & col. (1993)
extrayendo los componentes por arrastre de vapor con pentano/éter
(1:1) y analizando los extractos con GC y GC-MS, encontrando un total

de 41 componentes en las cinco muestras.

En uno de sus trabajos, Block E. & col. (1993) realiza extracciones de
diversas especies de Al/lium (Ajo, cebolla, etc.) con cloruro de metileno
para después analizarlas por cromatografia de gases, GC-MS y HPLC,
reportando 15 principales tiosulfinatos presentes en los extractos.
Concluyendo que la GC y GC-MS presentan componentes formados por
la degradacién de sus precursores, debido a las altas temperaturas que

emplean ambos métodos.

En el ano 1992, Block E. & col. realizaron el analisis de los tiosulfinatos
presentes en nueve especies de Allium, realizando las extracciones con
diclorometano para su evaluacién inmediata por método en HPLC,
concluyendo que el estudio de los perfiles de tiosulfinatos pueden ser de

gran utilidad para fines taxondmicos de las especies Allium.

Kim S. M. & col. (1995) realiza un estudio sobre el efecto del aceite de
soya en los compuestos volatiles del ajo, aplicando la destilacion por
arrastre de vapor como método de aislamiento a muestras de ajo con y
sin aceite de soya, usando como solventes extractivos pentano/diétil
éter (1:1). Para la identificacién de los compuestos volatiles en las

muestras emplearon analisis en GC-MS y HPLC. Concluyen que el aceite
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de soya puede eliminar algunos compuestos o factores que reaccionan

con algunos de componentes volatiles, en especial con la alicina.

Para el estudio de la obtencion y caracterizacién de la oleorresina del
ajo, Duran M. A. & col. (2007), emplearon dos sistemas de extraccion,
soxhlet y en frio con agitacion usando como solvente de extraccion al
éter etilico. Para analizar por GC-MS los extractos y determinar los
componentes volatiles presentes en ellos. Encontraron siete compuestos
principales, sin embargo la alicina no se detectd en el analisis de forma

directa, pero si productos de su degradacion.

En la determinacidon de los componentes sulfurados en los extractos de
ajo que realizo Artacho M. R. & col. (1995), las extracciones se
realizaron con éter etilico y el analisis de componentes con un método
de GC-MS. Identificando diez componentes, de los cuales, el compuesto
de mayor presencia fue 2-vinil-4(H)-1,3-ditiina, con una concentracion
de 839 mg / 100g, y el compuesto menos abundante fue trisulfuro de
dimetilo (0.075 mg / 100 g).

El método HPLC en el andlisis de alicina en ajos se registrd por primera
vez en el afio de 1985 por Miething H., quien analizé extractos de éter
dietilico de ajo y otros productos de ajo, utilizando HPLC con columna
de silice. Desde entonces se han reportado trabajos sobre el analisis de
ajo por el método HPLC y al mismo tiempo hay diferencias significativas

en las técnicas empleadas.

En el afio de 1988, Mochizuki E. & Nakayama A. proponen un método
por cromatografia de liquidos (LC) para la determinacion de aliina
(compuesto precursor de la alicina) en el ajo y en productos de ajo. El
método consistié en calentar la muestra en un bafio de agua hirviendo
seguida por la homogenizacidon y centrifugacion. La recuperacion de

aliina fue mayor al 90%.
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Block E. & col. (1992), en este trabajo concluyeron que Ila
cromatografia de gases presenta una composicion erronea de los
extractos de varias especies Al/lium, debido a las altas temperaturas con
las que opera el método, lo que provoca la degradacion de algunos
componentes como la alicina. Por esa razén, realizaron el analisis de los
extractos de ajo por HPLC ofreciendo resultados fiables de la presencia

de compuestos volatiles en muestras de ajo.

Lawson L. D. & col. (1991) demostraron a través de la cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC), la variacion del contenido de
compuestos sulfurosos en diversos productos de ajo, concluyendo que
los productos de aceite de ajo contenian aproximadamente la misma
cantidad del total de compuestos que los dientes de ajos recién
homogenizados, sin embargo, los productos de ajo macerado en aceite
presentaban sélo el 20%, mientras que los productos de ajo en polvo
variaban de 0 a 100%. Los productos de ajo pulverizado en suspension
de gel o en disolucion acuosa de alcohol no contenian cantidades
detectables de compuestos de azufre. Identifican 22 compuestos de su

interés.

En otro trabajo, Lawson L. D. & col. (1991) utilizaron el método HPLC
en fase inversa para separar y cuantificar todos los tiosulfinatos
detectables, incluyendo configuraciones isoméricas, en dientes de ajo.
Se encontraron cinco tiosulfinatos no identificados en trabajos
anteriores. Proponen el método empleado para la estandarizacién en la

cuantificacion de alicina en muestras de ajo fresco.

Mondy & col. (2001) en un analisis comparativo entre GC-MS y HPLC
para la evaluacién de volatiles en especie Allium, concluyen que el
analisis por HPLC era el mas adecuado ya que trabaja a temperatura
ambiente y permite separaciones a menor tiempo, y debido a la
naturaleza termolabil de los compuestos de volatiles, la cromatografia

de gases provoca la degradacion de varios de ellos.
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En la evaluacion del contenido de alicina en ecotipos de ajo de Iran,
Baghalian K. & col. (2005) aplicaron el analisis por HPLC a los 24
ecotipos de ajo recolectados de las principales zonas de cultivo de Iran.
Concluyendo que los 24 ecotipos contenian altas concentraciones de
alicina y que los valores registrados fueron superiores a los de calidad

farmacéutica.
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Tiempo de Retencién (Ry) min

Kim S.M. & | Durdn M.A& | Artacho R.M. | YuT. H. &col. | Mondy N-&
col. 1995 col. 2007 & col. 1995 1993 200'1
Extraccidn
por
doesglaglsc;ne Extraccion Extraccién Extraccién por
pdre Vr; orr Soxhlet por arrastre de Extraccién
P macerado y vapor O o
. . solido-liquido
Ajo fresco Ajo fresco destilacion _ _ simple
Nombre del (Con y sin <ol pc:jr arrastre | Ajo som_e,tldo a
compuesto aceite de Etaon\éler;tse;o € vapor coccion Ajo fresco
soya) hexano y Ajo fresco Solvente S
olvente
Solventes una mezcla . mezcla Eter dietilico
Pent (1:1) de Solvente Eter | pentano/éter
£ entano y ambos dietilico (1:1) o
ter dietilico 70°C a
60°C. 4 min- 35°C a 50°C, 1 min; | 40°C, 10 min; 52‘:5(?/°n§ir,1
2°C’/minl' | 280°C, 34 1°C/min; 1.5 °C/min;
200°C, 3’0 min 150°C, 1 min | 200°C, 60 min
min
Metil alil 7.30 - 6.25 6.00 -
sulfuro
Dimetil 10.25 - 7.50 9.00 -
disulfuro
Sulfuro 13.00 - 8.50 11.00 -
dialilico
CH3-SO-S- - - - - 12.5
CH=CH-CH3
CH3-CH=CH- - - - - 13.00
SO-S-CH3
Metil alil 19.91 - 11.30 17.30 -
disulfuro
Dimetil 25.93 - 13.00 25.30 -
trisulfuro
Alil propil 29.02 - - 29.50 -
disulfuro
Disulfuro de 32.46 12.88 15.00 34.60 -
dialilo
Metil alil 39.48 - 17.50 42.60 -
trisulfuro
3-vinil-[4H]- 48.46 14.68 21.50 53.00 17.00
1,2-ditiina
Trisulfuro de 51.65 16.03 23.50 60.00 -
dialilo
2-vinil-[4H]- 54.99 14.98 26.30 62.70 19.00
1,3-ditiina
Alicina - - - - 30.00
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Considerando estos antecedentes (Cuadro 5) se propone el desarrollo
de un método de extraccion sdlido-liquido asistido por agitacion con
ultrasonido, lo que se cree minimizara la degradacion de los
compuestos activos presentes en el ajo. En el proceso se evaluara el
efecto de solventes medianamente polares (cloroformo y acetato de

etilo) en la extraccién de compuestos de interés.

Los extractos obtenidos a través del método propuesto, se analizaran
empleando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(GC-MS) para determinar su composicion.
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La extraccién sdlido liquido con un solvente organico mediante un bafio
de ultrasonido a temperatura ambiente, permite la obtencién de
compuestos activos volatiles termosensibles, minimizando las pérdidas

y la degradacién.
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2.11 Objetivo general

Evaluar el proceso de extraccion y purificacion de los componentes

sulfurados contenidos en el ajo fresco.

2.11.1 Objetivos especificos

1.Evaluar el proceso de extraccibn con solventes de diferentes

polaridades

2. Evaluar el efecto de la polaridad en la obtencién de la mayor cantidad

de compuestos sulfurados

3. Evaluar el proceso de purificacidon de los extractos organicos
4. Analizar las fracciones purificadas a través de métodos analiticos

5. Determinar los componentes sulfurados contenidos en los extractos

de ajo
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Capitulo 3. Metodologia

Se evaluard un proceso de extraccion sélido-liquido asistido por
agitacién con ultrasonido de muestras de ajo fresco con el siguiente

método:
3.1 Seleccién de muestra
Se usa como materia prima, ajos morados tipo chino de calibre 6

(Figura 7). Se separan los dientes de ajo, eliminando la cascara exterior

manualmente, y se eligen los que no presenten dafios

Figura 7. Ajos morados tipo chino con 56mm a 65mm de didmetro

3.2 Preparacion de la muestra

Los bulbillos de ajo seleccionados, se trituran en un molino eléctrico
(Marca Krups, modelo GX410011), tomando 123 gr de muestra (Balanza
electrénica Marca Denver Instrument, modelo XS-210) a los que se

agregan 350 ml de solvente que se propone para la extraccion.

Para la evaluacién del efecto de la polaridad de los solventes en la

extraccion, se emplearan cloroformo (K= 4) y acetato de etilo (K=6.8).
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3.3 Proceso de extraccion

Las muestras se someten a la agitaciéon en bano de ultrasonido (Marca
Fisher Scientific, modelo FS36H) durante 60 minutos a temperatura
ambiente, esto provocara dano en las estructuras celulares que

favoreceran la extraccién de metabolitos secundarios (Figura 8).

Figura 8. Proceso de extraccion asistido por agitacion con ultrasonido

Los extractos se filtran para separar los componentes soélidos

suspendidos de la fase acuosa del extracto.

En la eliminacion del solvente excedente de los extractos, se usa un
sistema de rotavapor (Marca Blichi, modelo R-110) sin la necesidad de
aplicar calor, evitando asi la degradacion y/o pérdida de compuestos
(Figura 9).

Figura 9. Eliminacion del solvente

Los extractos organicos totales (EOT) obtenidos se identificaran como:
eot-1 al extracto que uso cloroformo y eot-2 al de acetato de etilo. Se
les realizaran las pruebas analiticas que determinen la composicidn

guimica de ambos.
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3.4 Pruebas analiticas

3.4.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

La prueba de TLC se realizard en placas cromatograficas de silicagel
(Marca Merck, FG254 de 3x10 cm). Usando un tubo capilar, se toma
una alicuota del extracto y se toca la superficie de la placa, a una
distancia al borde inferior de un centimetro y Secar el punto de toque

en la placa con una pistola de aire (Marca Master, HG-501).

La placa se coloca en un recipiente saturado con el vapor de la fase
movil [tolueno/acetato de etilo (3:1)], el solvente ascendera hasta
guedar a unos 0.5 cm del borde. Asi, los compuestos permanecen en la
placa, vy la distancia recorrida por el solvente es fija. Al retirar la placa

del recipiente, secar nuevamente para eliminar la fase movil excedente.

Los métodos usados para el revelado de las cromatoplacas, son:

a) Método fisico, expone la placa a luz ultravioleta

b)Método quimico, expone la placa a vapores de Iodo, que reaccionan

con los compuestos formando complejos coloreados en tonos

amarillo-marrén
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3.4.2 Separacion por cromatografia en columna

La cromatografia en columna separara las mezclas complejas de
compuestos contenidas en los extractos, obteniendo fracciones

purificadas de los extractos orgdanicos totales.

3.4.2.1 Preparacion de la columna cromatografica

Esta etapa de la técnica de cromatografia en columna es clave, pues

define la eficiencia y la separacién de los componentes en la muestra.

A continuacién se describe la preparacion de ésta:

1. En un soporte universal se monta la columna, se verifica que la llave
de flujo de la columna este cerrada. Un pedazo de fibra de vidrio se
introduce al fondo de la columna, y se agregan aproximadamente 10
mL de fase movil [Tolueno/Acetato de etilo (3:1)]. Se deben eliminar

las burbujas de aire atrapadas en la fibra y fijar al fondo.

2.La columna se llena con una suspensidon de silicagel (Marca Merck,
Silicagel 40) y 50 mL de fase movil. El empacado de la columna debe

quedar compactado y libre de burbujas de aire (Figura 10).

Figura 10. Preparacién de una columna cromatogréfica
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3.4.2.2 Adicion de la muestra

La muestra del extracto (1 mL) se distribuye en la superficie de la
columna. Abrir la llave de la columna y dejar que eluya hasta que el

nivel de la muestra esté a 2mm de la superficie. Agregar fase mavil.
La velocidad de flujo sera de 1 gota/seqg.

Se colectaran fracciones de 10 mL para cada extracto organico total
(EQOT).
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3.4.3 Anélisis por GC-MS

Esta técnica de anélisis identificara los compuestos quimicos contenidos
en los extractos organicos totales y en las fracciones purificadas. El
analisis se realizard por duplicado de cada muestra (extractos y

fracciones).

Figura 11. Equipo de GC-MS

El cromatdégrafo de gases acoplado al espectrémetro de masas (marca
Perkin Elmer, serie Clarus 500) emplea el software TurboMass, version
5.4.2. (Figura 11). Las condiciones de operacién del equipo de GC-MS,

se muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 6. Condiciones de operacion del equipo GC-MS

Parametro Especificaciones

Programa GC

Elite 5 Wax (50% Fenilpolisiloxano);
Columna 30 m de longitud; 320 y de diametro

interno; 5 p de espesor de fase

Gas de Arrastre Helio (He), 15 psi de presién
Split 50 %
Temperatura del inyector 200°C

50 °C, 5 min; 50-200 °C, 25 °C/min;
Condiciones de temperatura 200 °C, 2 min

Volumen de la muestra 2.5 pl
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Programa MS

Temperatura de linea de transferencia | 230 °C

Rango de lectura de masas

45-450 m/z

Tiempo de barrido

2 seg
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Capitulo 4. Analisis de resultados

En este capitulo se analizaran los resultados de las pruebas analiticas
realizadas a los extractos organicos eot-1 y eot-2, y las fracciones
obtentenidas de ellos. Se evalué el efecto de la agitacién con
ultrasonido en la extraccion de compuestos de interés de las muestras
de ajo, y el efecto de la polaridad de los solventes empleados en el

proceso.

4.1 Extractos organicos totales

Los extractos organicos totales (EOT) resultantes del método de
extraccion sélido-liquido propuesto para este estudio, presentan
caracteristicas fisicas diferentes originadas por la naturaleza del

solvente de extraccién empleado (Figura 12).

Cloroformo como
solvente de extraccion

Acetato de etilo como
solvente de extraccion

Figura 12. Extractos organicos totales eot-1 y eot-2

El efecto de la polaridad de los solventes en conjunto con el método
propuesto se evalud por medio de pruebas analiticas. Los resultados se

muestran a continuacion:

4.2 Cromatografia en capa fina

En las cromatoplacas de los extractos orgdnicos totales eot-1 y eot-2,

se observa la presencia de compuestos organicos, que indican que el
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proceso de extraccion propuesto permite la obtencién de compuestos de

interés.

La informacién proporcionada puede observarse en la Figura 13, la
presencia de compuesto es notable, sin embargo, la separacién de éstos

no es la adecuada y se corre el riesgo de saturar la columna del GC-MS.

Figura 13. Presencia de compuestos organicos
en los extractos eot-1 y eot-2

Esto lleva a realizar cromatografia en columna para obtener fracciones

mas purificadas de los extractos.
4.3 Separaciéon por cromatografia en columna
Esta técnica permitid la separacion de las mezclas complejas de

compuestos, contenida en los extractos organicos, obteniendo 13

fracciones purificadas para cada uno (Figura 14).

Figura 14. Purificacién de los extractos organicos de ajo y fracciones obtenidas
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Se hizo cromatografia en capa fina de las fracciones -2,4,6-, -1,3,5- y -
8,10,13- de cada extracto eot-1 y eot-2, para verificar la eficiencia en
la separacion de compuestos por cromatografia en columna (Figuras 15
y 16).

Frac

Fracciones
L,3Y5

Figura 15. Cromatoplacas de las fracciones del extracto eot-1

Frac

2,

Fracciones
L,3Y5

Figura 16. Cromatoplacas de las fracciones del extracto eot-2

Basandose en los resultados de las placas, se eligieron las fracciones
gue mostraban la presencia de compuestos organicos (Cuadro 7 ) y se

les realizd el analisis GC-MS correspondiente.
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Cuadro 7. Fracciones seleccionadas para el analisis GC-MS

Extracto eotl Extracto eot2
Fraccién 1 Fraccion 1
Fraccion 2 Fraccién 2

Se juntan las fracciones

Fraccién 3 3,4y5

Se juntan de la fraccion 4 a la 12 Se juntan de la fraccion 6 a la 12

La concentracion de las fracciones elegidas para el analisis por GC-MS

se efectud con aire directo a la muestra (Figura 17).

Figura 17. Concentracién de las fracciones

4.4 Resultados del Analisis por GC-MS

El analisis por GC-MS de los extractos organicos totales eot-1 y eot-2, y
de las fracciones obtenidas de ellos, dio como resultado diez
fragmentogramas de las muestra, sin embargo, en la interpretacion
fueron descartados seis de ellos, debido a que no proporcionaron

informacion de importancia.

Cabe mencionar que se realizaron cambios al programa GC-MS

empleado para el analisis de las fracciones basando este criterio en la
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informacion obtenida de los fragmentogramas de los extractos. Los

cambios realizados se aplicaron a dos parametros :

1. Condiciones de temperatura 60 °C, 3 min; 60-200 °C, 20 °C/min;
200 °C, 15 min para asegurar la ausencia de compuestos al termino del

tiempo de analisis empleado para los extractos organicos totales.

2. Rango de barrido: 25 a 450 m/z. Debido a la ausencia de iones con
masa menor a 45 m/z, caracteristicos en los compuestos presentes en

los extractos organicos totales.

De los fragmentogramas, se generan espectros de masas de cada pico
presente y la interpretacion de cada uno identifica un compuesto

quimico presente en el extracto.

La interpretacion de los espectros de masas, se realizd bajo los criterios
mencionados anteriormente (ver seccion 2.7.3) en combinacion con la
base de datos del National Institute of Standards and Technology
(NIST, 2008).
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Figura 18. Fragmentograma del extracto eot-1
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Los compuestos quimicos hayados en el extracto eot-1 (Figura 18) se

muestan a continuacion:

Cuadro 8. Compuestos encontrados en el eot-1

Tiempo de
Retencion Nombre del Compuesto Estructura
(min)
6.574 Sulfuro de Alilo S N
S
7.537 1,3 ditiina ﬁ
S
o}
8.470 S-metil-metanotiosulfinato 15! CH
Hoe” s °
3
9.439 Disulfuro de dialilo
9.615 Trisulfuro de dialilo
10.427 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano
S\s
10.649 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-ano |
_—CH,
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Figura 19. Fragmentograma del extracto eot-2
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Los componentes quimicos en el fragmentograma del extracto eot-2 de

la Figura 19 :

Cuadro 9. Compuestos encontrados en el eot-2

Tiempo de
Retencion Nombre del Compuesto Estructura
(min)
S
7.537 1,3 ditiina ﬁ
S
. g _S__S<
8.279 Trisulfuro dimetilo HsC S CH,
9.448 Disulfuro de dialilo
9.625 2-vinil-1,3-ditiina
10.467 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-
ano
S\
vinil-1 2-Aitiaci o S
10. 734 3-vinil-1,2 d/rt"/aC/c/ohex 5. |
ano __CH,
11.198 Trisulfuro de dialilo e TN SN X,

Ambos extractos presentan una composicion quimica muy similar entre
si, a pesar de que los extractos organicos totales eran de caracteristicas

fisicas muy diferentes.
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4.4.2 Analisis de los fragmentogramas de las fracciones de los extractos (ver Anexo 2)
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Figura 20. Fragmentograma de la fraccién 1 del eot-1
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Esta fraccidon (Figura 20) es la Unica donde se identifican compuestos

de interés, los cuales se muestran en el Cuadro 10 :

Cuadro 10. Compuestos identificados en la fraccién 1 del eot-1

Tiempo de
Retencion Nombre del Compuesto Estructura
(min)
10.518 Alil metil sulfuro He” " Xen,
10.701 Metil etil disulfuro e s Nen,
11.102 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano
S<e
11.420 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-ano |
__CH,
11.752 Trisulfuro de dialilo HZCA/ S\S/ S\/\CH2
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La composicion quimica de la fraccion 1 del extracto eot-2 (Figura 21)

se muestra a continuacion (Cuadro 11):

Cuadro 11. Compuestos identificados en la fraccién 1 del eot-2

Tiempo de
Retencion Nombre del Compuesto Estructura
(min)
. . S CH,
7.984 Metil-2-propenil-disulfuro H 2CN g7
8.101 Metil-1-propenil-disulfuro H3C/\/ S\s/ s
O
9.602 S-metil-metanotiosulfinato Q CH,
H3C/ g
; ia/i HZC\/\ S
9.735 Disulfuro de dialilo 57N XCH,
10.519 Alil metil sulfuro
11.103 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-
ano
11.420 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-
ano
11.753 Trisulfuro de dialilo
S-metil-1-

12.

086 propanotiosulfinato
12.320 Alil ditioisobutirato
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Sabiendo que, dependiendo del proceso de extraccion los tiosulfinatos
se transforman en diferentes compuesto (Lawson L. D., 1993), al
analizar los extractos de las muestras de ajo y de las fracciones
obtenidas de estos, para evaluar el proceso de extraccion propuesto y

el efecto de los solventes en este, encontramos (Cuadro 12) :

Cuadro 12. Compuestos identificados en este estudio

Nombre del compuesto
sulfurado

Sulfuro de alilo
1,3 ditiina
Metil-2-propenil-disulfuro

Metil-1-propenil-disulfuro

Trisulfuro dimetilo

Disulfuro de dialilo

S-metil-metanotiosulfinato

Trisulfuro de dialilo
2-vinil-1,3-ditiina
Alil metil sulfuro
Metil etil disulfuro

3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano

3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-ano
S-metil-1-
propanotiosulfinato

Alil ditioisobutirato

De los compuestos identificados en las muestras analizadas por GC-MS,
se encontrados compuestos como alilos y metil mono-, di-, y
trisulfuros, reportados en trabajos anteriores como el de Lawson L. D.

& col., 1991 , son considerados productos de degradacién de la alicina.
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La presencia de estos compuestos se puede explicar basandose en el
uso de temperaturas elevadas en el anadlisis de GC-MS, que aceleran el

proceso de degradacién de la alicina (Figura 22).

0
Il

HZCWS\SMCHZ

Alicina

A consecuencia de
temneraturas mavores a 100° C

/\
~ N
s CH S -CHs
Hzc%\/ \SM ? S-S HZCA/ S
Hoe” s CH,
Disulfuro de dialilo Dimetil trisulfuro Alil metil disulfuro
S S S S
TN A S e N H,CZ " s e,
Trisulfuro de dialilo Alil metil trisulfuro

Figura 22. Principales compuestos de degradacién de la alicina a causa de las temperaturas
elevadas

La alicina no se identificd en los extractos ni en las fracciones de estos,
se hallaba presente antes del analisis por GC-MS, y los compuestos de

degradacion encontrados evidencian este hecho.

Otros compuestos considerados como productos de la degradacion de la
alicina, debido a la temperatura empleada en el puerto de inyeccion en
el equipo de GC-MS, son las vinil dtiinas, tal y como se reporté en el
trabajo de Block E. & col., 1993 (Figura 23).
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Temperatura del S

puerto de inyeccion | )\/
(0] del GC
I s —~CH,

2-vinil-[4H]-1,3-ditiina

S\

S

Alicina
— CHZ

3-vinil-[4H]-1,2-ditiina

Figura 23. Degradacién de la alicina bajo las condiciones de GC (Block E., 1993 )

Otros compuestos encontrados en los extractos de ajo obtenidos por el
método de extraccidn propuesto, S-metil-metanotiosulfinato, S-metil-
1-propanotiosulfinato, son reportados como compuestos de |la
degradacion de otros (Yu T. H. & col., 1994; Mochizuki E. & col., 1998),

sin embargo, no definen el origen exacto de estos.

A pesar de que los compuestos hallados en los extractos eot-1 y eot-2
y las fracciones de estos, son productos de la degradacién de la alicina,
el nimero de ellos en cada extracto permite considerar que la
extraccion sélido-liquido por agitacion con ultrasonido con acetato de
etilo como solvente de extraccion, obtiene y preserva mas compuestos

sulfurados volatiles.

En resumen se puede mencionar que:
« La alicina se identific6 de forma indirecta, por la presencia de
algunos compuestos de su degradacion.
« Se identificaron compuestos polisulfurados que coinciden con

resultados obtenidos en trabajos anteriores.
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La diferencia en la composicidon entre el extracto y su fraccidon
pude deberse a la pérdida y/o degradacion durante el proceso de
purificacion.

La fraccién del extracto en acetato de etilo , presento la mayor
cantidad de compuestos identificados, entre ellos, dos
compuestos poco comunes (S-metil-1-propanotiosulfinato y Alil

ditioisobutirato).
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5.1 Conclusiones

La capacidad de extraccion del método propuesto, permite la obtencién
de extractos organicos totales cuyo contenido de compuestos sulfurados

es de importancia.

El efecto de la polaridad de los solventes organicos empleados en la
obtencién de extractos organicos totales de ajo se evaluo demostrando
que a pesar de poseer una polaridad similar, la pequena diferencia en
sus constantes dielectricas (cloroformo K = 4.8 y acetato de etilo K= 6)
es suficiente para que a nivel molécular esto repercuta, obteniendo

composiciones quimicas de los extractos organicos totales diferentes.

La presencia de un mayor numero de compuestos sulfurados en el
extracto organico obtenido con acetato de etilo como solvente de
extraccion, permite determinar que el uso de este solvente organico es
el adecuado para la extraccién de éste grupo de compuestos, para el

caso de este estudio.

La cantidad de compuestos sulfurados identificados en los extractos
organicos totales de las muestras de ajo es aceptable. En el analisis por
GC-MS no se detecté alicina de forma directa, pero se hallaron
compuestos como 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano, 3-vinil-1,2-
ditiaciclohex-5-ano, entre otros, que son el resultado de la degradacion
de la alicina ocasionada por las condiciones de temperatura empleadas

en las pruebas.

Los compuestos sulfurados identificados, tales como los alil sulfuros y

las ditiinas poseen propiedades nutracéuticas importantes para la salud.
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Entre las que destacan las propiedades hipotensora, antimicrobiana e

antitumorogénica.

La cantidad de compuestos identificados en los extractos obtenidos
mediantes el método de extraccién propuesto coincide en gran parte
con resultados que se reportan en trabajos anteriores donde se

emplean otros métodos de extraccion.

El método de analisis por GC-MS empleado para este trabajo, muestra
una notable reduccion en el tiempo de analisis, permitiendo la
identificacion de compuestos de interés. Con esto, obtenemos la
separacion de los compuestos con Rt menores, lo que se traduce en una

reduccion de costos del analisis.
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5.2 Recomendaciones

> Se debe considerar el estudio de extractos organicos totales (EOT)
obtenidos a partir de un proceso de extraccion soélido-liquido con
solventes organicos que posean polaridades variadas, asi como
tambien, la realizacidon de mezclas complementarias entre éstos, con el
fin de obtener la mayor diversificacién en las composiciones quimicas en
los EOT.

> Se propone que el proceso de obtencién de los extractos organicos
totales sea realizado en condiciones de bajas temperaturas (4°C), esto
con el fin de minimizar la pérdida y/o degradacién de los compuestos

sulfurados del ajo.

» De igual forma, es importante considerar un analisis de los extractos
organicos totales empleando un método analitico como la cromatografia
liguida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS), que permita reducir la pérdida y/o degradacion de los
compuestos de interés de las muestras, debido a que el equipo HPLC-
MS opera a condiciones de temperaturas mas amigables para este tipo

de compuestos sulfurados volatiles.
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Anexo 1. Analisis de espectros de masas

A1l.1 Condiciones de operacion

Programa GC

Columna capilar: Elite 5 Wax (50% Fenilpolisiloxano); 30 m de longitud; 320 u de diametro interno; 5 u de espesor de fase
Gas de arrastre: Helio (He)

Presién de flujo: 15 psi e ——
split: 50% e (e m
' ET I

Temperatura del inyector: 200 °C S0 S0 160 160 #0 0 0 =
.. . D«vn_l_:mnp Rate Tompr Ho!fl ool m
Condiciones de temperatura: 50 °C, 5 min; 50-200 °C, e DT P
) . : 22 e e

25 °C/min; 200 °C, 2 min O T o —

Hesled 2one setports [T} Dven
. .z L [ | || Mmwepr [
Volumen de inyeccion 2.5 i e e o

et |

Programa MS

Temperatura de linea de transferencia: 230 °C s

Rango de barrido: 45 a 450 m/z

Tiempo de barrido: 2 seg
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eot-1
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Nombre : Dialil sulfuro

m/z : 114 (M**, 38), 99 (49), 81 (25), 73 (100)

v" Fragmentaciones ocurridas en MS-1

+o +
NN —— A
M= 114 m/z = 73
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GC-1.2. eot-1 en cloroformo
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m/z
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Nombre: 1,3 Ditiina

m/z: 120 (100, M**), 105 (1), 80 (12), 79 (25), 73 (14), 71(12), 64 (23)

v" Fragmentaciones ocurridas en MS-2

+/H H+
T-d0 - A

m/z = 79

M= 120
—> S+/H
—> L m/z = 87
§ v m/z = 105
—> St=c—H m/z:=45
—_ s—st m/z = 64
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Time

GC-1.3. eot-1 en cloroformo
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m/z

Ry =8.470
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Nombre: Dimetil disulfuro, S-oxido

m/z: 110 (45, M**), 95 (34), 79 (11), 64 (100), 63 (74)

v' Fragmentaciones ocurridas en MS-3

ﬁ H
vﬂ _CHs 0
S\ 2 I
~Fs — S
M "
= 110
m/z = 64
- CH, 0
—_— 5\5_,_/
m/z = 95
—_— o+
S ——S—H
m/z = 47
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MS-4
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Nombre: Dialil disulfuro
m/z: 146 (26), 113 (45), 105 (40), 81 (100), 79 (44), 73 (44), 64 (30)

v" Fragmentaciones ocurridas en MS-4

/\/s\s/\/i X 113

\ m/z
M = 146

NN m/z =8l

—>

>
—>

N = m/z = 73
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>

S
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48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Dialil trisulfuro

m/z: 178 (0, M**), 113 (10), 105 (39), 81 (80), 73 (100), 61 (52)

v Fragmentaciones ocurridas en MS-5

e
S
S S
NN — \)\/\ m/z = 113
+e —>
Mz 178
e
—_—> /\/\/ m/z = 81
+S,
2, 7 m/z = 73
S
—> > \34'/\/ m/z = 105
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

eot-1
100+ lO“\.\43
A
\
" |
\
/ N
/ - B -
- - 5%
0 T T T T T T T T T Time
10.16 10.21 10.26 10.31 10.36 10.41 10.46 10.51 10.56

GC-1.6. eot-1 en cloroformo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-6
Ry =10.427
100 111
/S H
3
71 /
77 97
103
79 144
72
%
85
51 58
T e || ¥
112
6365 Ve
3 311180 110
63 ( 98 NI113 146
L el el
0 il \‘ ‘\ il \M \\u‘mm I o 4 N7 N
T T T T T T T [T [T T T T T T T [ o [ T T Y T [ T T T T T T T T T e MYZ
48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano

m/z: 144 (62, M**), 111 (100), 103 (65), 97 (71), 85 (27), 79 (60), 77 (70), 72 (53), 71 (75)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

\
o |

\\\
/’ N ) / S~
0 ——— —

10.33 10.38 10.43

L R S B
10.63 10.68 10.73

L L H A H
10.48 10.53 10.58

— Time

T R N T T T
10.78 10.83 10.88 10.93 10.98 11.03

GC-1.7. eot-1 en cloroformo

108



Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-7
Rt =10.649
100 s S\
72 S
111
144
%
97
33
79
69 103
85
77§0 11c
112 146
¥ m | ﬂ/go% s | B gy 143 147
0 \\H | ARRRRI ‘H, BRI ‘JH | L T 1 R e MYZ
\ I [T T I I I I T I I I I I T I I I T I I I I T I I I I T I I
78 88 9 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-ano
m/z: 144 (52, M™), 111 (57), 97 (25), 89 (0.2), 79 (16), 77 (9), 72 (93), 71 (100)

v Fragmentaciones ocurridas en MS-7
+ e

m/z = 111

m/z = 97

—>
>
2. v = 103
—>
>
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Extraccion y purificacién de alicina a parti

r de ajo (A/lium sativum L.):
Implicaciones analiticas

e Ot_ 2‘ Scan El+
2.32 TIC
100 ' 1.26e10
2.26
\I
ﬂ 10.73
[ 10.47 |
| s‘
| | \
\
| 1
% | ‘
f
1
| |
2.36
‘ 11.20
9.45 ||| |11.08 \\
‘”\ \ | N
\ | |
I Mufr\‘s" | W ‘WU‘%% )
0 T T T T T T T T T T T e Time
2.70 3.70 4.70 5.70 6.70 7.70 8.70 9.70 10.70 11.70 12.70

GC-2. eot-2 en acetato de etilo (Total)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

eot-2
100~ 7.54
I\
[
||
[
[
|
[
i |
| |
| |
| |
i |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
[
| |
.
%- |
| \
| |
| \
| \
| |
| \
| ‘
| ‘
i
|
|
i
|
|
i
|
i
|
|
e 7/ h -
0l — - ‘ — ; : : e ——— e Time
7.12 7.17 7.22 7.27 7.32 7.37 7.42 7.47 7.52 7.57 7.62 7.67 7.72

GC-2.1. eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-8
Rr=7.537
100, 120 S
S
%

0 b T T T T T e RERSRAR RRRATESRARN il rr T MYZ
228 238 248

79
64 73
80
71 /
‘ 122
sol|| 74 8788 \
5861 / 81 \ 103
Bes T Jos | |[ 7| s 10 s
il [N | || I R | |
SRR RN AR AR RN RARRN N SRR RARSARAN [RRARE RN SR RAARRAREE R SN AR
48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 1,3 ditiina
m/z: 120 (100, M**), 105 (1), 80 (11), 79 (21), 73 (17), 71 (11), 64 (17)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

eot-2
100+
\
\\
\
%7 / \\
/ \
§.19 / S
S -_—
T T T T T T T T T T T T T T T T Time
8.21 8.22 8.23 8.24 8.25 8.26 8.27 8.28 8.29 8.30 8.31 8.32 8.33 8.34 8.35 8.36
GC-2.2. eot-2 en acetato de etilo
115




Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-9
Rt =8.279
100. 126 s s
79
%
64
80 111
128
78
Nls1
95 \/82 96
7477 94 113
oL s T B o woa 2 g2 g e
T T T T T T T T T T T T T T ERURAL AR NSRRI SRR T ARRSNRSAY e M/Z

‘ \ RSN SRR R RSN RN RS ] SRR AR SRR AR AR R ‘
48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 24
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Dimetil trisulfuro
m/z: 126 (100, M™*), 111 (19), 80 (18), 79 (72), 64 (37)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

eto-2
100+ ?/.1‘45
N
|
[
[
[
|
[
|
[
|
[
|
[
[
[
|
[
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
|
| |
| |
| |
| |
[
%-| [
.
| |
| |
|
|
J \ 9.62
| | A\
. N
| \ [\
| |
s‘ \ [\
| / \
L/
N —
07— — T - T — 77\77 T — T " T T T T T T T Time
8.97 9.02 9.07 9.12 9.17 9.22 9.27 9.32 9.37 9.42 9.47 9.52 9.57 9.62 9.67

GC-2.3. eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-10
Rt =9.448
81
100
CH,
%
113
73 79
105
85
71
146
64 103
112
N\
62 74
53 58 | 6769/ 82 9
N ( ‘ 114
5 106 || 7
all Blller 97 |/
‘ | N ‘ | 11 14:148
sa1 1L T T 2 STl 120 131136 X))
0 [ 1 \‘ | IR ‘m\ [ ) . \ /
R BAREEE RS RARREEER SRR REaaRnans R L B L B 8 B S B S N A RN E NS SRR S s nsssanssl 1174

i i i T AL AN T 1
48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Dialil disulfuro
m/z: 146 (27, M™*), 113 (45), 105 (36), 103 (21), 89 (1), 81 (100), 79 (42), 73 (41), 64 (22)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):

Implicaciones analiticas

eot-2
100+ ‘9\45
%-| |
‘ 9.62
//’//\
//
/
// \
/ \
/ /
\
/ / — -
\\ /
/ // T~ e
/) \ - —
/ ~ .
y _ I
05 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T — Time
9.35 9.37 9.39 9.41 9.43 9.45 9.47 9.49 9.51 9.53 9.55 9.57 9.59 9.61 9.63 9.65 9.67

GC-2.4. eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-11
Rr =9.625
100, 3
81 \
CH,
146
105
74
104
59 79
‘ 64 §° 99
75 | 8%s 106 113
5355 i ‘ \1141 148
‘ \ ‘ 86 g, 98 11ﬁ/ 18122 “149
o e T O 0 s L
L SRR R L R B L B R B B T S L L R R R R LA ) A s R A R AN RN LA AR LA AR ERRRN AR R N RAARIRARER m/z
48 58 68 78 8 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208

A T
218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 2-vinil-1,3-ditiina
m/z: 146 (53, M™*), 113 (8), 109 (1), 103 (10), 99 (12), 81 (76), 79 (18), 73 (100), 71 (49), 64 (11)

v' Fragmentaciones ocurridas en MS-11

-+
S
~

+
\L e /\/\/ m/z = 81
—>
+ —> (74- m/z = 105
o 20 s—s
H
X
m/z = 113

123



Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):

Implicaciones analiticas

%-|

T " " T "
10.18 10.23

" T " " T " T " T " " " " T " "
10.28 10.33 10.38 10.43 10.48

T T Time
10.58

GC-2.5. eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Rt =10.467
111
100+
97
144
7 77
103
%o 79
72
51 85
o 5 67
84 112
9 65 N /
73 80 110
s ) 98 N 113 146
/
| 81 5690 96 ||| ‘ ‘116118 127109131  143||| 147
ol ‘M m‘“ M‘_H_““‘uu‘”w\ﬂ_‘m,‘“m,u“ R N 1
78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248

- miz
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano
m/z: 144 (69, M™*), 111 (100), 103 (54), 97 (81), 89 (1), 79 (49), 77 (59), 73 (7), 69 (9), 58 (16)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

eot-2
100+ 10A'73
A
~ \
10.47 \
n / ‘
/ “\ // |
| |
| \
| \
| /
| / |
[ / \
| |
| | \
| /
| | / |
| ‘ / \
| | /
| \ \
| | | ‘
| \ /
| \ / \
| \ | \
%+ | \‘ |
\ /
| \ | \
w \ |
| \ | \
| \ | ‘
| | |
| \ | |
| | |
| \ | \
| \ |
| | \
| \
| | ‘
| | ‘
{
\ |
\“ ‘
| {
/
/ e o/ N SR _
0 = L T A B L B “‘\“‘\/‘/“‘1“‘\“\““\ U T T U T T ——— Time
10.04 10.14 10.24 10.34 10.44 10.54 10.64 10.74 10.84 10.94 11.04

GC-2.6. eot-2 en acetato de etilo

127



Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-13
Rr=10.734
100. 111 S\
S
144
%
97
60 73
103
79
72
cs N o4, 85 110
5| )
; ‘ 98 146
5153 ‘ ( | 112117 143\‘
105 \ 12931 %
(e “ o ‘ \‘ 8!2 \“‘?\2‘?‘5‘\““““\H“w““”%‘:‘l‘.ﬂ%}?f ‘!“““‘/\““\“‘ \““l\flgw‘w”w‘ AR A RS RN A A R AR AR RN RS AR AR e MizZ
48 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-ano
m/z: 144 (62, M™®), 111 (100), 97 (43), 85 (15), 79 (22), 77 (14), 73 (30), 69 (28), 58 (13)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

eot-2
100- 11.20
I
| |
[
[
[ |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| \
| |
| |
| |
| |
| |
| |
.
%- | \
.
| |
| |
11.08 \
A L
[\ | ‘\
[\ \
\ |
/ / |
/ / \
RN S
] — ’ - / -~ \_ )
_ — - - ‘\\
0L ——————— T ————— Time
10.87 10.92 10.97 11.02 11.07 11.12 11.17 11.22 11.27 11.32 11.37

GC-2.7. eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-14
Rr=11.198
100 s S S
/\/ N \/\
H,CZ~ S “XCH,
113
%
71
79
114
6‘4 e 104 |f 178
5358 & 8l | g791 9799 ||/ 106 11 146 1
Sss ot | T T (e e 17 g 170 18035 216
O e e e e e e e e e e e e e e e e e e e MYZ
48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Di-2-propenil- trisulfuro
m/z: 178 (5, M™*), 146 (1), 113 (74), 105 (5), 85 (5), 73 (100), 64 (7)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Anexo 2. Analisis de espectros de masas (Fracciones)

A2.1 Condiciones de operacion

Programa GC

Columna capilar: Elite 5 Wax (50% Fenilpolisiloxano); 30 m de longitud; 320 u de diametro interno; 5 u de espesor de fase
Gas de arrastre: Helio (He)

Presién de flujo: 15 psi

Split: 50%

Temperatura del inyector: 200 °C

Condiciones de temperatura: 60 °C, 3 min; 60-200 °C, 20 °C/min; 200 °C, 15 min

Volumen de inyeccién 2.5 pl

Programa MS

Temperatura de linea de transferencia: 230 °C
Rango de barrido: 25 a 450 m/z

Tiempo de barrido: 2 seg
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eto-1 Scan El+
100- 5.40 Tic
4.42 2.18e10
il
P
|
!
|
J
[
|
|
|
%,
11.42
| 11.65
/
8.60
8.22
|
T | 1 |
| l
|
| r 740 ‘ ““ 9".023-33 ||| 1210
| l M \ ‘ '
—— J“LWAL%“L U x,J‘J"thJ"vbuw»“@L;uJ‘v‘L\JJJuLLMM* i
0 L e S A B N T T R S B B B R B T T UL R B B e Time
3.01 5.01 7.01 9.01 11.01 13.01 15.01 17.01 19.01 21.01 23.01 25.01 27.01

GC-3. Fraccion 1 del eot-1 en cloroformo (Total)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-1

100+

%

GC-3.1. Fraccion 1 del eot-1 en cloroformo

— Time
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-15
Rt =10.518
T S T
H,C CH,
73
%;
47
79 88
64 ‘ 111
8 56 b 80 2 103 152
61 | 65 ‘ i \ 105
f | 69 7 90 96, N 113 119 133136 15
0~ \“““?%U“t““““ \‘6“\““‘”‘\“ “‘\“““1“%? \“““/w \‘9‘17‘ w“ “““\”“”‘\“” w“”1””\””\“”“/‘1” \1441\%8\‘/\ 1\169\ T T T e e e e e e MiZ
48 58 68 78 88 98 108 118 128 138 148 158 168 178 188 198 208 218 228 238 248
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Alil metil sulfuro

m/z: 152 (4), 148 (1), 111 (9), 88 (12, M™*), 87 (100), 73 (86), 64 (10)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-1

100 1052
% ‘
/ x
/ \
/
//
//
/
/ \\
N 10.70 10.75
0 — T " " " T " " T " " " T " " " " T " " " " T " " " T " " T " " " T — Time
10.47 10.52 10.57 10.62 10.67 10.72 10.77 10.82 10.87

GC-3.2. Fraccion 1 del eot-1 en cloroformo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-1
100-

RN AR 1 miz
215 225 235 245

80 S
45
136
29 o8
%,
89
79
47 N
64
27
60
58 82
26 N 5 ‘ 97 145 154
N gs 44 7n 91 138
|48 ‘ | ‘ 75 98 102198 128 | 11 168 91196199 218
33 ‘ ‘ ‘ ‘ 160 177 191 228
0 \“‘\“\ ‘\\\‘1\1‘ ‘\ \\‘\‘/\3‘1\\\Ht\“\“\1?01‘1\“‘\1‘7%‘/\\>>“1203\\21:\)"1 2‘%5/\ 24024‘5‘269
25 35 45 55 65 75 8 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Metil etil disulfuro
m/z: 108 (4, M**), 97 (10), 89 (39), 88 (54), 80 (100), 79 (36), 64 (32), 60 (20), 47 (35), 45 (77), 29
(55)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot1
100+ 1f,'42

|
%-| ‘ ‘

/ ~—_ — _ - -

— / — — _

I N S A S R B USSR L L S L S A R S R B Time
10.62 10.67 10.72 10.77 10.82 10.87 10.92 10.97 11.02 11.07 11.12 11.17 11.22 11.27 11.32 11.37 11.42

GC-3.3. Fraccion 1 del eot-1 en cloroformo



Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-17
Rr=11.102
100 111
97
45
71 77
144
7219 103

% 39

27 67 93

43
5193 85 121
41 ®
50 84 136
08 N 99 69 ZS \ }12

26l 8| a7 | 54 6<‘ 74 92 94981105 (13 146

e 1NN ) (N et

‘ ‘ H‘ ‘\‘ ‘ ‘H“ ‘ ‘H H ‘\ ‘ ‘e M ‘\:!-\J\-GH‘ ' \\\\‘r\ | ‘/ 154

O rprerrprersprrer ey AR AR Rl AR AR A I T T T T [T I [ e [NfZ
23 33 43 73 3 103 113 123 133 143 153 163 173 183 193 203 213 223 233 243



Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano
m/z : 144 (62, M**), 136 (13), 121 (19), 111 (100), 103 (59), 97 (86), 93 (25), 85 (21), 79 (58), 77
(69), 72 (58), 71 (69)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-1

100+ l]:/‘.42
/|
/1
/|
/|
/|
/|
/]
/|
/o
/o
/ |
[
/ |
/ |
/ |
/ |
/ |
/ |
[ |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| \
%-| | ‘\
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
y | |
| |
/ | |
| |
/ | |
/ | |
/ | |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| L _
0‘7‘77‘7 — — ; ; — — — — — — Time
11.05 11.10 11.15 11.20 11.25 11.30 11.35 11.40 11.45 11.50 11.55

GC-3.4. Fraccion 1 del eot-1 en cloroformo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-18
Ry =11.420
100 2
45
%0
111
144
39
97
73
& 103
69 85
27 38 i % 110112
26 Nat | 60 © | 105 146
N 2932‘ ‘ \ ‘ 86 9093 ‘ 143
0 “‘/“/“H‘ ‘:“““‘H ‘ H}“H!“l:m“/l\}//‘ ‘1}“:“”““ 129 ‘T“‘Hluw‘,H‘,Hw‘,w_ww,w,u‘,W,HH,w_m,w,‘H,w,‘H,w_ww‘m/z
25 35 45 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235 245
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-ano
m/z : 144 (41, M**), 111 (45), 103 (14), 97 (24), 89 (1), 79 (15), 77 (7), 73 (16), 72 (100), 71 (99),
45 (57), 39 (30)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-1
11.65

100+ ’
|
[
I
|
[l
1
\
[
i
|
[
I
|
|
|
\
[
|
|
\
\
[
%] |
|
|
[
[
|
|
|
|
[
\ \
|
|
|
[
| 11.75
| \ /\‘\\
| [\
| \ // \ /) 12.34 12.60
_ — _ 7 \ - 777777#/// \ o / \\%7//7//\7%7 7// B
O T T T T T T T T L L T T B L L L L L A RSN 1 Time
11.57 11.67 11.77 11.87 11.97 12.07 12.17 12.27 12.37 12.47 12.57 12.67 12.77 12.87 12.97

GC-3.5. Fraccion 1 del eot-1 en cloroformo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-19
Rr =11.752
41 S S
100, 73 /\/ N \/\
H,CZ~ S “XCH,
113
45
% 39
47
07 3B 7\1 7479 114
7 N
‘ ‘ ‘ PI59 4 85 o1 4 107‘\116 126134 142 178
137 \ 145
0 1 2932 i ‘\‘ ‘\J‘“\‘M 1l ‘m\‘M‘c“ w HM‘ |/ 123 M‘ 154 ‘ /
P T e T e H‘w“w‘H\H T ”‘W‘”U‘”\“W“\“‘W‘”\“W‘ w‘H o e 7

25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235 245
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Di-2-propenil- trisulfuro
m/z : 178 (3, M™), 142 (3), 113 (66), 85 (3), 79 (8), 73 (98), 64 (4), 47 (13), 45 (59), 41 (100), 39 (50)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):

Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-2 Scan El+
B 11.42 TIC
100 1.09e10
%,
11.10
2.92 ‘ 11.75
1
I
il
i 9.92 10.52‘ \
“\ \\ ’ [ 1200
| N | JWN L A s
- e ) LML_»# LVJ L o
0 by L A N B SRR L A S S A LA B L N AL L B B T T T ———————— Time
3.01 5.01 7.01 9.01 11.01 13.01 15.01 17.01 19.01 21.01 23.01 25.01 27.01

GC-4. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo (Total)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-2

100+ 7.‘«98
8.\25
I\
[\
\
\
\\
s ‘ /
a
S e ~ / /
e — [ S T i — .
O — T T _ T T T T_ T T _1 —_r1_ - - T - T I1_ T T T T T T T1_T T T T T T T T_ Time
7.67 7.72 7.77 7.82 7.87 7.92 7.97 8.02 8.07 8.12 8.17 8.22 8.27

GC-4.1. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Rr=7.984
oy S~ CH
9%
120
39
45
79
27 3§ ;1 4748 64 73\-73 ‘81 }22
78
| 3033 H\“K 555861 | ‘H“ \\‘K %7 o3 99 105 ‘
O T T T e T o o T T T [ [ [ [ e e e e e MYZ
26 36 46 56 66 76 86 96 106 116 126 136 146 156 166 176 186 196 206 216 226 236 246
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Metil-2-propenil-disulfuro
m/z : 120 (38, M**), 105 (1), 79 (7), 73 (6), 64 (4), 47 (6), 45 (21), 41 (100), 39 (28)
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Fraccion 1, eot-2

100

Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):

Implicaciones analiticas

7.98
h
‘ [\
% \ 8/.10 \\
\ / \ 8.55
| /// \\ ) S~
\ /
o / _ / N / \ P // \\ 8.73
B - ) P - y /—\
T T i T T T T i T T T T T T T T T —— Time
7.87 7.97 8.02 8.07 8.12 8.17 8.22 8.27 8.32 8.37 8.42 8.47 8.52 8.57 8.62 8.67 8.72 8.77

GC-4.2. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-21
Rt =8.101
100, 120 S CH3
\ N~
H,C s
45
72
%0
3941 75
71| 80
47
9 ¥ 122
27 38 N ‘ 7 154
2 36\ 85 91 104 220
0 \H Sl HM\ H ‘ ‘ \ﬂw\ 96 \ 112115‘ 128 1391\43 156 165170 17818\51%1194199 2Q9212 , 22@30 /
AR RRREA RN ‘\ T RRARARRA AR RAAAA R AR AN RSN A RAASS NSRRI T T A P e MIZ
10 20 40 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Metil-1-propenil-disulfuro
m/z : 220 (5), 154 (7), 120 (100, M**), 87 (11), 80 (28), 75 (44), 73 (30), 72 (59), 64 (7), 61 (9)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-2
100+

%
[\

— — Time

GC-4.3. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-23
Rt =9.602
100, 47 ﬁ
o4 Hye™ s
45
%0
110
63
95
48
/
49 65
29 a4l|||/ 62| 7179 % 112
\3\133 Nl so N 6770 0 9397 109 [
27 | a | P sese) | 77 M 58 ‘\M N 128 151 169 219
0% RAREAY R B L L B L B e L B L L L L A A R A L AN A LA s A AR AR A R nsana AR pananl 1114
24 34 44 54 64 74 84 94 104 114 124 134 144 154 164 174 184 194 204 214 224 234 244
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: S-metil-metanotiosulfinato
m/z : 110 (33, M**), 79 (7), 64 (87), 47 (100), 45 (69)
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Fraccion 1, eot-2
100

%

Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

9.74

GC-4.4. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-24
Rr9.735
41
100; H,C S
2
%
39
81
45
73 7 105 113
71 85
38 | 47 62, |74l 7 11 146
2759 X ‘ 5359645 )/ 86 9799 || 114
0 M‘u/ \H ‘ “ i \\\“\“Hu\“ “MH‘\‘“\/\\ \M“\““‘ ‘\/‘ 1\48‘]&54 199 /
P T A e e T e e e T e e e e e e e e MYZ
24 34 44 54 64 74 84 94 104 114 124 134 144 154 164 174 184 194 204 214 224 234 244
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Dialil disulfuro
m/z : 146 (4, M**), 113 (7), 105 (7), 81 (19), 73 (7), 64 (3), 45 (16), 41 (100), 39 (31)
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Fraccion 1, eot-2
100+

%-|

Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Time

—
11.09

o
11.14

o
11.19

o
11.24

—
10.79 10.84

o
10.89

——
10.94

e
10.99

o
11.04

o
10.44

—
10.49

o
10.54

—
10.59 10.64

o
10.69

o
10.74

GC-4.5. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo

163



Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-25
Rr=10.519
100, 73 i S
e V\
H,C “XCH,
41
45
%-|
39
47
79 88
64 ( 111
38 71 89
8 75
\‘ o061 69 | 80 gp 105 | 13
0 H‘ H\‘ “\ CH‘\H , H\‘\“‘J““\\?S‘\/r 9699‘\‘\ il 1\19 199 m/z
" R AR B R B A A R B R R R AR AR R AR A I R A A AR LR LN N A LA RN R AL AR EAR AN AN H
43 63 73 83 93 103 113 163 173 183 193 203 213 223
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Alil metil sulfuro
m/z : 152 (3), 111 (10), 88 (12, M**), 87 (100), 73 (97), 64 (11), 47 (35), 45 (74), 41 (84)
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Fraccion 1, eot-2
100+

11.42

%

2.92 19{52

\

| |
| |
n a

¥7 - N e —

N\

A

Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):

Implicaciones analiticas

/
/\. P

VAU RS SR ‘\Hi\/‘w?\v‘ Rt R A s
9.99 10.19 10.39 10.59 10.79 10.99 11.19 11.39 11.59 11.79

USSR
11.99 12.19

T

12.39

12.59

GC-4.6. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo

12.79

12.99

13.19

T T T T T
13.39 13.59

Time
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-26
Rr=11.103
100. 111
97
45
71
77
72 144
103
39 79
%
27
67 85
51
41 50 53 58 65 84
g 3B 64‘ 69 o8 1102
26| 7 47\ 57 \ N| 146
N 3 s n 9
‘ \3\\2\;\‘ ‘\\\ ‘ “ ‘H‘ \‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘8‘2 ‘w \ 9‘\5HH “\r\ Hllqzo 129 136143“\}47
O Frrrrrrrrprr s ”\ T ‘ SUSAAARRAAANRAARE' N \‘w T T T T T [ e e e MIZ
25 35 45 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235 245
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-4-ano
m/z : 144 (60, M**), 111 (100), 103 (57), 97 (82), 77 (68), 71 (70), 45 (78)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-2
100- 11'.42
|
I
I
|
[l
[l
|
I
[
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
% |
|
|
[
11.10 “‘ \‘
|
\ [
| ‘ \
\ [
‘\ |
| ‘* 11.75
/ \ | /'\\
/ ‘\ | k /’/ \\
/ | | \ /
\ |
’s" L J -~ 777777/,,,7777,7,/ ’*7——77,,,,777J\7‘
R [ ;,,7—774 7 -—
0 ' IR T T L DA B S B R T T T R T L L B L —— Time
10.87 10.97 11.07 11.17 11.27 11.37 11.47 11.57 11.67 11.77 11.87 11.97 12.07

GC-4.7. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

e MYz

MS-27
Rr=11.420
100, n
45
111
144
%
39
97
73
79 103
85
26 ° 7790‘ 110
27 38 98| <
26| 28 ) 5\86065 ( | - 7
41 105
NPE:?) ‘5153 7 ‘\ 8 ‘8690 7 ‘\ 11219 143H147
Or \H‘ /\‘ H‘ ‘”m!“\e““\l”“\!H“! T ‘ ‘/‘ \‘/Hr/ 9\5 T “‘\W!‘r ‘\“/\\139\ \\ \/\ S A A A L LA L R R LR L RN RN RS AN RRARN AR A
25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235 245
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: 3-vinil-1,2-ditiaciclohex-5-ano
m/z : 144 (65, M**), 111 (74), 103 (21), 97 (35), 83 (1), 79 (22), 73 (22), 72 (98),
71 (100), 45 (75), 39 (43)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-2

100+ 11".42
i
it
I
[
I
[
/|
I
||
[
[
||
[
| |
.
| |
| |
| |
|
[
| |
| |
| |
| |
[
| |
| |
| |
| |
| |
| |
.
%-| \
L
| |
| |
| |
| |
| |
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
\‘
\ 11.75
“ \ /\
\ \
\
\,7777777
04— — — — — — : — — — — — — Time
11.27 11.32 11.37 11.42 11.47 11.52 11.57 11.62 11.67 11.72 11.77 11.82 11

GC-4.8. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):

Implicaciones analiticas

MS-28
Rr=m.753
0 S S
100, /\/ N \/\
H,CZ~ S “XCH,
73
45
% 113
39
47
71
3§ 6467 3479 104 }14
148 Al ‘8185 91 499 7 107 178
ol fzm [ 12 s | R, e 2T W asiee  ® e
44 64 74 84 94 114 164 174 184 194 204 214 224 234 244
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Di-2-propenyl- trisulfuro
m/z : 178 (1, M™), 113 (50), 73 (87), 47 (10), 45 (52), 41 (100), 39 (43)
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Fraccion 1, eot-2
100+

12.32
12.09

%-|

U L A SN O S N 7 L R Time
12.02 12.07 12.12 12.17 12.22 12.27 12.32 12.37 12.42 12.47 12j52

GC-4.9. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-29
Rty =12.086
O S—CH,
100, 4 \
S
HsC O
39
%
a5 105
73
88
47
48
/
B 43l g 72 152
6 7 5 / 104107 144 158
i O Tl I T e A T
O b e T T e e e “‘\““\ P ‘i i \““\““\“‘ \ i ‘}‘ PR w” AR st s s s aaall 1114
23 33 43 53 63 73 83 93 103 113 123 133 143 153 163 173 183 193 203 213 223 233 243
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: S-metil-1-propanotiosulfinato
m/z : 152 (6, M™), 105 (32), 88 (25), 73 (28), 47 (21), 45 (30), 41 (100), 39 (67)
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Fraccion 1, eot-2
100+

%

12.09

Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

12.32

T T T
12.02 12.07

— Time

T T T T T T T T T 7 T T "
12.12 12.17 12.22 12.27 12.32 12.37 12.42 12.47 12.52

GC-4.10. Fraccion 1 de eot-2 en acetato de etilo
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

MS-30
Rr=12.320
41
100 H5;C S
_/:CH2
HsC S
87
%
39 45
27 38
47
‘29 57| 2° 3 g9
26 ¥ 4 Y 606527 55/3 5% 138 160
48
o N ‘\ H i 5“3“ Al ‘H “ " 9208 18 127134‘ 141 151 | 16517517643 198195201 209 218 233 240245
‘ Hw R L R a LR ey o e as AN A AR R AR L "‘WHWWHH“ R L e L e aaaaan e e R 1174

T
25 35 5 5 65 75 8 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205 215 225 235 245
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Extraccion y purificacidon de alicina a partir de ajo (A//ium sativum L.):
Implicaciones analiticas

Nombre: Alil ditioisobutirato

m/z : 160 (3, M**), 135 (5), 87 (76), 73 (8), 58 (13), 47 (10), 45 (33), 41 (100), 39 (33)
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