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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA RECTIFICACION POR DESTILACION FRACCIONADA A PRESION
REDUCIDA Y DE LA HIDROLISIS BASICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Cymbopogon martinii
(PALMARROSA) *

AUTOR: Carlos Alberto Rueda Sanabria **

PALABRAS CLAVES: Cymbopogon martinii, palmarrosa, destilacion fraccionada a presion

reducida, geraniol, acetato de geranilo, hidrdlisis basica del acetato de geranilo.

El aceite esencial (AE) de la planta Cymbopogon martinii o palmarrosa posee un importante valor
comercial por su contenido de geraniol, un alcohol terpénico de amplio uso en la perfumeria. En
esta investigacién se reporta, como, la destilacion fraccionada a presion reducida (2-14 Torr)
empleando una columna de banda rotativa (spinning band distillation) y la hidrélisis alcalina del
acetato de geranilo (AG) permiten concentrar el geraniol en el AE de palmarrosa, obtenido en el
complejo agroindustrial CENIVAM. Como técnicas analiticas se emplearon la cromatografia de
gases acoplada a un detector de fotoionizacion en llama (FID) y masas (GC-MS). Los principales
componentes encontrados en el AE bajo estudio fueron: cis-B-ocimeno (ca. 0,5%), trans-B-ocimeno
(ca. 1,6%), linalol (ca. 2,3%), geraniol (ca. 83%) y acetato de geranilo (ca. 9,6%). La rectificacion
del AE a 12 Torr permiti6 obtener 5 fracciones principalmente. La fraccion mayoritaria fue de
composicién quimica reproducible, con un contenido de geraniol ca. 89,4-89,7% y acetato de
geranilo ca. 11%. La hidrélisis del acetato de geranilo en el AE de palmarrosa usando soluciones
acuosas de KOH, permitié concentrar el geraniol hasta un 91%. La ecuacion que mejor modela la
relacion entre las variables, volumen (mL) de solucion de KOH: cantidad (g) de AE(Xj), VY
concentracién (M) de la solucion bésica (X,), con base en un disefio experimental central
compuesto 2°fue: 1,1008+0,3415 X;-1,2028X,-3,4325X,° +0,4569X,” +2,6773X,°.

* Proyecto de Grado
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ciencias, Escuela de quimica. Directores:

Elena E. Stashenko y Jairo R. Martinez; Codirector: Néstor A. Marin.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF RECTIFICATION BY FRACTIONAL DISTILLATION UNDER REDUCED
PRESSURE AND BASIC HYDROLYSIS OF ESSENTIAL OIL Cymbopogon martinii
(PALMAROSA) *

AUTHOR: CARLOS ALBERTO RUEDA SANABRIA **

KEYWORDS: Cymbopogon martinii, palmarosa, fractional distillation under reduced pressure,
geraniol, geranyl acetate, basic hydrolysis of geranyl acetate.

Cymbopogon martinii or palmarosa’s essential oil (EO) has significant commercial value for its
content of geraniol; a terpene alcohol is widely used in perfumery. Fractional distillation under
reduced pressure (2-14 torr) using a spinning band distillation and alkaline hydrolysis of geranyl
acetate can concentrate geraniol on the essential oil palmarosa, obtained in the agroindustrial
complex CENIVAM was reported in this research. Were used gas chromatography coupled to a
flame photoionization detector (FID) and mass spectrometry (GC-MS) as analytical techniques. The
main components found in the essential oil were: cis-B-ocimene (ca. 0.5%), trans-B-ocimene (ca.
1.6%), linalool (ca. 2.3%), geraniol (ca. 83%), geranyl acetate (ca. 9.6%). The rectification of the
essential oil to 12 torr yielded 5 fractions mainly. The major fraction was reproducible chemical
composition, of geraniol containing ca. 89.4 to 89.7% and geranyl acetate ca. 11%. Hydrolysis of
geranyl acetate in palmarosa’ essential oil using aqueous solutions of KOH, allowed concentrating
to 91% geraniol. The equation that best models the relationship between variables, volume (ml)
solution of KOH: amount (g) EO (x1) and concentration (M) of the basic solution (x2), based on
experimental design center compound 2° was: 1.1008 +0,3415 x1-1, 2028x2-3, 4325x12 +0.4569
+2.6773 x22 x13.

* Thesis college degree.
** |Industrial University of Santander, Faculty of Science, School of Chemistry. Directors: Elena E.

Stashenko and Jairo R. Martinez, Co-Director: Néstor A. Marin..
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INTRODUCCION

El género Cymbopogon contiene aproximadamente 120 especies, de las cuales
sélo cuatro son de gran importancia dentro del mercado de aceites esenciales,
(AE), C. nardus, C. winterianus, C. flexuosus y C. martinii var. motia (palmarrosa)
(Tiwari, 2010). Esta ultima, es la planta bajo estudio. EI AE de palmarrosa es
apreciado por su agradable fragancia a rosas, debida a la presencia del alcohol
terpénico geraniol. El geraniol es ampliamente utilizado en las industrias de
sabores, aromas y farmacéutica (Mallavarapu et al., 1998). El AE se emplea como
materia prima para jabones, perfumes florales de rosas, en preparados
cosmeéticos, para dar sabor a los productos del tabaco, alimentos y bebidas no
alcohdlicas (Dubey y Luthra, 2001) y en la fabricacion de productos repelentes de
mosquitos (Ansari y Razdan, 1995).

La palmarrosa es originaria de la India y éste fue hasta la década de los 90 el
primer productor y exportador de su aceite esencial. Actualmente produce
aproximadamente 100 toneladas al afio. Sin embargo, paises como Brasil,
Indonesia, Honduras y Guatemala han entrado a competir en el mercado mundial
con aceites de muy buena calidad e.g. 80-90% de contenido en geraniol (Tiwari,
2010). La importacion del aceite esencial producido en la India esta encabezada
por los Estados Unidos (aprox. 10 ton/afio) y algunos paises europeos como
Francia (aprox. 5 ton/afio), Alemania (aprox. 4 ton/afio) y los Paises Bajos (aprox.
3 ton/afio) (Tiwari, 2010). ElI mercado del AE de palmarrosa se debilité con la
produccion de geraniol sintético (Tiwari, 2010); sin embargo, hay un resurgimiento
de todo lo relacionado con productos naturales y cultivados bajo condiciones
ambientalmente amigables, que hacen que la industria del aceite esencial sea

nuevamente atractiva econémicamente.
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Partiendo del hecho de que se debe volver la mirada a lo natural y siendo esta el
arma mas poderosa para vender o promocionar los aceites esenciales en el
mercado internacional, el Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Tropicales Aromaticas y Medicinales
(CENIVAM), abordd intensamente la tematica investigativa orientada al uso
sostenible de la biodiversidad en funcion de la cadena productiva de los AE.
Dentro de este dmbito, C. martinii (Roxb) Wats var. motia surge como especie
promisoria con fines agroindustriales en Colombia. Por su alto contenido de
geraniol (65-85%), su bajo precio (25-35 €/kg, para compras =25 kg) (Bulletin
Essential oils and oleoresins, 2011) en el mercado internacional, que hace que se
deba rectificar el AE para obtener un producto con mayor valor agregado, son
razones por las cuales se la debe tener en cuenta, ya que en otros paises es una

realidad.

En este proyecto se investigaron los procedimientos para la obtencién de un AE
de mayor calidad, i.e., con un mayor contenido de geraniol. Para lograrlo, el AE
crudo de C. martinii, se sometid a un proceso de rectificacion a través de la
destilacién fraccionada a presion reducida, el cual se llevd a cabo a escala de
laboratorio en un equipo B/R Instrument 800 — High Efficiency Micro Distillation
(Easton, MD, EE.UU.), cuyo principio operacional es la destilacion con columna
rotatoria, spinning band distillation. Las temperaturas de ebullicion tanto de
geraniol como de acetato de geranilo se predijeron con la ecuacién de Antoine. Se
realiz6 una serie de experimentos con el fin de establecer las condiciones de
temperatura y presion a las cuales se logra la mejor separacion de los
componentes. Para aumentar el contenido de geraniol en el AE de palmarrosa se
realizo un estudio de la hidrolisis basica del acetato de geranilo presente en el AE.
Esto, se llevé a cabo a través de un disefio experimental central compuesto 2°. Se
empled cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
para determinar la composicion quimica de los AE de palmarrosa de las fracciones

y de los AE hidrolizados. La cuantificacion de los componentes mayoritarios se
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realizé usando cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (GC-
FID).

La presente investigacion hace parte del proyecto “Estandarizacién, unificacién de
fichas técnicas de aceites esenciales como productos de exportacion y obtencién
de algunos componentes y derivados”, enmarcado en el macro-proyecto que se
estd desarrollando para el fortalecimiento de la cadena productiva de AE en
Colombia. Para el desarrollo de este proyecto se cont6 con el respaldo del Centro
de Investigacion CENIVAM y del Laboratorio de Cromatografia de la Universidad
Industrial de Santander, asi como del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
(MADR), de las empresas colombianas M&N, NEYBER y MORENOS Ltda y de las
asociaciones campesinas del Socorro, a saber: Cooagrosocorro, Aproasesco y la

asociacion de mujeres Manuela Beltran.
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1 ESTADO DEL ARTE

1.1 PALMARROSA (Cymbopogon martinii)

Figura 1. Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats var. motia sembrada en las
instalaciones de CENIVAM-UIS.

Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats var. motia (ver jError! No se encuentra el
origen de la referencia.) comunmente llamada palmarrosa es una planta
aromatica perenne perteneciente a la familia Poaceae o Graminae. Es originaria
del sudeste asiatico, especialmente de la India y Pakistan, aunque también se
cultiva en otros paises como Brasil, Paraguay, Madagascar, Guatemala, Indonesia
(Sahu y Debata, 2000, Singh y Singh, 1998, Singh y Kumar, 2000) y
recientemente en Colombia. En la India se encuentra en estado silvestre,
adaptada a zonas marginales y suelos pobres (Kumar y Srivastava, 2007) o en
sembradios con y sin riego que abarcan diferentes zonas agroclimaticas
(Maheshwari et al., 1992). Se ha estudiado el requerimiento de agua, la
productividad y eficiencia en el uso del agua de riego en cultivos de palmarrosa
establecidos en suelo franco arenoso. El estudio se hizo probando ocho niveles de

23



riego 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9, 1,1, 1,3 y 1.5 IW:CPE (relacion entre profundidad de
agua de riego y evaporaciéon acumulada en cada riego) durante tres afios, dando
como resultado que el mayor rendimiento de AE se produce con un nivel de riego
de 0,5 IW:CPE, lo que requiere la aplicacion de 14 riegos, cada uno de 50 mm de
profundidad durante el afio de cosecha. Un riego por encima del valor encontrado
para IW:CPE, causo un efecto adverso sobre el crecimiento y el rendimiento de
palmarrosa (Singh et al., 1997); asi mismo, se comparo el uso de abono orgénico
proveniente de estiércol de corral y fertilizantes nitrogenados en cultivos de
palmarrosa sin riego en suelo franco arenoso con clima tropical semiarido en el sur
de la India. La supervision de los niveles de biomasa y los rendimientos de aceite
esencial (Rao, 2001), encontr6 que en los dos afios de estudio se obtuvieron siete
cosechas, la produccion total de biomasa fue de 23.6 - 37,2 t/ha y el rendimiento
total de AE fue de 99.2 - 159,1 kg/ha. Ademas se concluyd que hubo un aumento
aproximado del 10 % tanto para la biomasa como para el rendimiento del AE para
los suelos fertilizados con estiércol, mientras que hubo un aumento aproximado
del 60 % cuando se utilizaron fertilizantes inorganicos, en comparacién con suelos

no fertilizados.

1.2 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos quimicos
organicos volatiles, en su mayoria pertenecientes a la familia quimica de los
terpenos, junto con otros compuestos oxigenados (alcoholes, ésteres, éteres,
aldehidos y compuestos fendlicos), provenientes del metabolismo secundario en
plantas (Bandoni, 2000). Se obtienen de materia prima vegetal mediante
destilacién, ya sea con vapor o por inmersion en agua hirviendo y también a través
de procesos mecanicos e.g. extrusion. Tienen la propiedad en comun, de generar
diversas fragancias agradables y perceptibles al ser humano. A condiciones
ambientales, son liquidos menos densos que el agua, pero mas viscosos (Mufioz,
2002, Peter; 2004).
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1.2.1 Aceite esencial de Cymbopogon martinii

Esta planta contiene un aceite esencial (AE) compuesto principalmente por el
monoterpeno (E)-B-ocimeno (1.3-1.6%), los alcoholes terpénicos geraniol (78-
85%) y linalol (2-2.5%), el éster acetato de geranilo (3-12%) y el sesquiterpeno
(E,Z2)-farnesol (0.8-2%), (Mallavarapu et al., 1998; Rajeswara et al., 2005). Por
otro lado, ha sido estudiada la composicion de la fraccién de hidrocarburos del
aceite esencial la cual representa menos del 5% del total del AE. Se encontraron
11 monoterpenos (ca. 46%), 28 sesquiterpenos (ca. 52%) y 16 n-alcanos (ca.
1.6%) de la serie homologa de Cis - C3p (Gaydou y Randriamiharisoa, 1986). Este
AE es muy apreciado en la industria perfumistica por su fragancia a rosas con
tonalidades herbaceas (Peter, 2004), a su vez en la aromatizacion del tabaco y
jabones, como medicina tradicional y uso doméstico (Kumar y Srivastava, 2007).
En la industria de la perfumeria el aceite es la materia prima para la produccion de

geraniol aislado por destilacion fraccionada a presion reducida (Tiwari, 2010).

Se han estudiado el rendimiento y la composicion del AE durante el desarrollo de
la inflorescencia, encontrandose que las mayores concentraciones de geraniol se
presentan cuando la inflorescencia es madura (Dubey y Luthra, 1999; Dubey y
Luthra, 2001). En el 2005 se publicé un método en el cual se recuperé el 97% del
aceite esencial disuelto en el agua de condensacion, utilizando hexano como
solvente, en cuya extraccibn se encontraron compuestos oxigenados
organolépticamente importantes, como el linalol (2,6-3,8%), geraniol (91,8-92,8%),
y geranial (1,8-2,0%) (Rajeswara et al., 2005). EIl AE de palmarrosa ha
demostrado ser un eficaz repelente de insectos cuando se aplica a granos
almacenados como los frijoles (Kumar y Srivastava, 2007), un antihelmintico
contra los nematodos (Kumaran et al.,, 2003), un antifungico (Delespaul et al.,
2000) y repelente de mosquitos (Ansari y Razdan, 1995). Estudios realizados con
el AE muestran actividad antibacteriana en cepas de E. Coli (Texeira et al., 2007)

y de Pseudomona putida aisladas de la carne de res, asociadas con su
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descomposicion (Oussalah et al., 2006); asi mismo accion antimicrobiana (Baratta
et al., 1998), especialmente en células de Saccharomyces cerevisiae (Prashar et
al., 2003).

1.2.2 Geraniol

CHa- Propiedades fisicas del geraniol
Masa molar: 154.25 g/mol.
\ Punto de ebullicién: 229 °C a 760 mmHg.
OH  indice de refraccién: 1.469 — 1.478 (20°C).
Presién de vapor: 0.013 mmHg a 25.00 °C
Toxicidad oral LD50: 3600 mg/kg

H.C CHas

Figura 2. Estructura quimica del geraniol.

El geraniol (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.) es un
alcohol monoterpénico aciclico. Se encuentra como componente principal en los
aceites esenciales de ilang-ilang, palmarrosa, geranio, flor de naranja, hierba de
limén (limonaria), lGpulo y lavanda. Es un liquido aceitoso de color amarillo palido
con una fragancia dulce a rosas (Tiwari, 2010). La biosintesis de geraniol se da a
través de la ruta del mevalonato y a su vez es importante para la biosintesis de
otros terpenos (Chen y Viljoen, 2010). Cuando se oxida, se convierte en geranial o
citral. En soluciones acidas, el geraniol se convierte en el cicloterpeno a-terpineol
(Baxter et al., 1978). Se utiliza en perfumeria y saborizantes (Mallavarapu et al.,
1998). Se le atribuye accién antifungica (Bard et al., 1988), es fungistatico contra

el Aspergillus niger, hongos filamentosos como Globosum chaetomium vy
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Funiculosum penicillium (Delespaul et al., 2000) y se considera que ofrece
proteccion contra los mosquitos Anopheles culcifacies (Ansari y Razdan, 1995).
Cryptococcus neoformans, un hongo que causa la infeccién durante las dltimas
etapas del SIDA es inhibido tanto por el aceite de palmarrosa como por el geraniol
(Viollon y Chaumont, 1994). El geraniol es una feromona de determinadas
especies de abejas, siendo secretada por las glandulas odoriferas de las abejas
obreras para sefalar la ubicacion de flores con néctar y las entradas a sus
colmenas (Free et al., 1983).

1.2.3 Linalol
HaC ||OH Masa molar: 154.24 g/mol.
,ll|| Punto de ebullicion: 198 °C a 760 mmHg.
Presién de vapor: 0.0905 mmHg a 25 °C
| indice de refraccion: 1.4615 (20°C).
CHo Toxicidad oral LD50: 3918 mg/kg
HaC CHs

Propiedades fisicas del linalol.

Figura 3. Estructura quimica linalol.

El linalol (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.) es un alcohol
monoterpénico, frecuente en la fragancia de flores y hojas de diversas plantas. Se
encuentra presente en los aceites esenciales de Citrus bergamia (bergamota),
Lavandula officinalis (lavanda), Cymbopogon martinii (palmarrosa) entre otros
(Raguso y Pichersky, 1999). Muestra propiedades quirales debido al carbono
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hidroxilado, por lo cual se presentan dos formas enantioméricas (Casabianca et
al., 1997); el coriandrol o (R)-linalol se encuentra en el AE de Cinnamomum
camphora (arbol del alcanfor) y el AE de Lavandula officinalis (lavanda), Ocimum
basilicum (albahaca), Aspidosperma polyneuron, Dalbergia latifolia, Dalbergia
nigra, Jacaranda mimosifolia, Pterocarpus indicus, Tipuana tipu, especies
conocidas comunmente como palo de rosa, por otro lado el licareol o (S)-linalol se
encuentra en el AE de Coriandrum sativum L. (cilantro), Cymbopogon martinii,
Citrus sinensis Osbeck (naranjo dulce) entre otras plantas (Bauer et al., 1990).
Biosinteticamente el linalol se produce a través de la via del isopentil pirofosfato a
partir del intermediario (isoprenoide) universal geranil pirofosfato. Esto a través de
un tipo de enzimas ligadas a la membrana celular llamadas monoterpeno
sintetasas. Una de estas, la linalol sintetasa (LIS), es la responsable de la
produccion de (S)-linalol en diversos tejidos florales (Lewinshon et al., 2001). Se
utiliza para dar fragancia a implementos de aseo personal tales como jabones,
detergentes, champus cremas de afeitar y lociones, se emplea también como

reactivo para producir sustancias como la vitamina E (Raguso y Pichersky, 1999).

1.2.4 Acetato de geranilo

CHa . . .
Propiedades fisicas del acetato de geranilo
Masa molar: 196.29 g/mol.

NS

0 Punto de ebullicién: 242 °C a 760 mmHg.
Presién de vapor: 0.116 mmHg a 25 °C.
H3CA\O indice de refraccion: 1.457 —1.464 (20°C).
I Toxicidad LD50: 633 mg/kg

HaC CHs

Figura 4. Estructura quimica del acetato de geranilo.
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El acetato de geranilo (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.)
es el éster del alcohol terpénico geraniol. Se puede obtener de dos maneras: por
destilacion fraccionada de una seleccion de aceites esenciales o por la acetilacion
de geraniol (Food and Drug Administration, 1972). Se encuentra en los aceites
esenciales de Cymbopogon nardus (citronela), Cymbopogon martinii,
Cymbopogon citratus (hierba de limén o limonaria), petit grain (obtenido por
hidrodestilacion de ramas y hojas de citricos), neroli (obtenido por hidrodestilacion
de flor de naranja), Pelargonium (geranio), Coriandrum sativum (cilantro), Daucus
carota (zanahoria), y Crocus sativus (azafran). Se usa principalmente como
componente de perfumes para cremas y jabones, y como ingrediente saborizante
(National Toxicology Program, 1987). Se puede encontrar en los siguientes
alimentos: productos de panaderia (17 ppm), dulces (15 ppm); helado (6,5 ppm) y
goma de mascar (0,3 - 1,2 ppm) (National academy of Sciences, 1981; Smith et
al., 2003).

En un estudio realizado a plantas de palmarrosa en estado de inflorescencia
inmadura, se observo que la enzima denominada como la esterasa geranil acetato
de clivaje (GAE), participa en la transformacion de acetato de geranilo a geraniol,
la GAE era activa en el rango de pH alcalino con el 6ptimo a un pH de 8,5. La
catalisis de acetato de geranilo fue lineal hasta 6 h y después de 24 h de
incubacion, el 75% del sustrato se hidroliza (Dubey y Luthra, 2001). Se realiz6 un
estudio sobre el procedimiento de la hidrélisis del acetato de geranilo presente en
el AE de C. martinii Stapf. var. Motia. La reaccion se llevé a cabo en medio acuoso
alcalino seguido de destilacion fraccionada a presion reducida para obtener
geraniol de alto grado de pureza (e.g. 94 - 95 %) y de gran valor en la perfumeria.
La concentracion total de geraniol en el AE fue de 70-72% m/m (Aggarwal et al.,
1986).
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1.3 TECNICAS ANALITICAS

En la separacion, identificacion y caracterizacion de los componentes de un AE se
emplean principalmente técnicas cromatograficas, espectrométricas Yy
espectroscopicas. Las cromatograficas son consideradas separativas, mientras
que las espectrométricas y espectroscopicas son las mas apropiadas para la
identificacion de componentes; sin embargo, surge un problema con estas ultimas
debido a que se necesita que los componentes a identificar se encuentren
aislados. Por tal motivo, se emplean en colaboracion con técnicas de separacion
para mejorar los resultados. Las técnicas mas empleadas y generalizadas con las
cuales se consigue dicho cometido son: la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y la cromatografia de gases acoplada a un
detector de ionizacion en llama (GC-FID) (Sandra y Bicchi, 1987). En el presente
estudio se utilizaron las técnicas GC-MS y GC-FID para la identificacion vy
cuantificacion de los componentes del AE de Cymbopogon martinii. A continuacion

se describird brevemente cada una de estas técnicas.

1.3.1 Cromatografia de gases

Esta técnica se basa en la volatilizacion de la muestra y su posterior inyeccion en
la cabeza de una columna cromatogréfica (ver jError! No se encuentra el origen
de la referencia.). La muestra se eluye a lo largo de la columna cromatogréfica
por medio de un gas inerte como fase movil, de esta manera la fase movil no
interacciona con las moléculas del analito, simplemente transporta el analito a
través de la columna hasta el detector (Skoog, 2001). Las columnas
cromatograficas que se utilizan en los ultimos tiempos son de tipo capilar,
conteniendo en su interior una fina capa de fase estacionaria sobre la cual se da la
separaciéon de los analitos. La separacion esta determinada por la distribucién de
cada uno de los componentes entre el gas de arrastre y la fase estacionaria, es

decir, un analito que permanezca poco tiempo en la fase estacionaria eluye

30



rapidamente hacia su deteccion (Kitson et al., 1996), esto se debe a la afinidad
entre la sustancia y la fase estacionaria. En toda corrida cromatografica hay unos
parametros de trabajo que deben permanecer constantes en el equipo de GC
(Gutiérrez y Droguet, 2002), si se quiere comparar cromatogramas, cuantificar o
identificar componentes de una matriz. A continuacidon se nombran dichos

parametros:

» Flujo del gas de arrastre. Presion de entrada (10-50 psi) y flujo de entrada
(1-25 mL/min). El flujo serd constante si la presion es constante (Skoog,
2001).

» Modo de inyeccién. Las columnas capilares exigen muestras con
volimenes menores de 107 |L, en este caso se programa la inyeccién en
modo split para que a la columna entre una décima (1:10) o una trigésima
(1:30) parte del contenido tomado con la jeringa; si el analito en cuestion se
encuentra en baja proporcién se procede en modo splitless, es decir sin
divisibn entrando todo el contenido a la columna (Skoog, 2001). Las
anteriores formas de inyeccién se realizan volatilizando las muestras antes
de entrar a la columna, sin embargo existe una forma de inyeccion llamada
on column que evita evaporar los analitos e ingresa la muestra
directamente a la columna, se utiliza especialmente para compuestos

termolabiles (Gutiérrez y Droguet, 2002).

» Tipo de columna. Las columnas pueden ser de dos tipos: con fase
estacionaria  polar (polietilenglicol) o fase estacionaria apolar

(polidimetilsiloxano, poli(fenilmetil)siloxano) (Skoog, 2001).
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» Programacion de la temperatura. Las temperaturas de calentamiento
para cada una de las unidades que conforman el equipo debe ser diferente,
asi mismo para cada muestra a analizar. La temperatura en el puerto de
inyeccion debe ser mayor que la temperatura de ebullicion del analito
menos volatil. Si hay varios analitos se debe ajustar una rampa de
temperatura en el horno donde se encuentra la columna, que consiste en
aumentar la temperatura de forma gradual o por etapas hasta separar los
analitos. Las temperaturas aplicadas a las columnas no deben ser tan altas
como para dafar la fase estacionaria o producir una descomposicién del

analito (Gutiérrez y Droguet, 2002).

, " Registradon
Puerto de inyeccién
mc%—

Divisor de flujo —-»
ectrometro
Regulador de Septu&n o puente
flujo =
r [ DAC
HEN
Regulador de / Ordenador
presion
Rotametro @/
Columna
Gas portador Horno termostatizado

Figura 5. Componentes basicos de un cromatégrafo de gases.

1.3.2 Detector de ionizacion en llama

El detector de ionizacién en llama (FID) es uno de los detectores mas utilizados en
cromatografia de gases, puesto que con este acoplamiento se puede conocer
cuanto de un analito en particular hay en una matriz. El detector esta conformado

por un quemador de hidrégeno/oxigeno, donde se mezcla el efluente de la
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columna (gas de arrastre y analito) con hidrégeno, posteriormente, la mezcla
gaseosa se enciende mediante una chispa eléctrica, produciéndose una llama de
alta energia (Van Ruth, 2001).

Cuando un compuesto organico se somete a altas temperaturas se piroliza,
produciéndose iones y electrones, que son conductores eléctricos, generandose
una diferencia de potencial de unos centenares de voltios entre la parte inferior del
guemador y un electrodo colector situado por encima de la llama. A su vez, la
corriente debida a la diferencia de potencial es baja (del orden de los 10-12 A), por
lo tanto debe ser amplificada mediante un amplificador de alta impedancia (Skoog,
2001).

La ionizacion producida en la llama es bastante compleja, sin embargo, se puede
aproximar el numero de iones producidos al nimero de atomos de carbono
transformados en la llama, lo que indica que el detector sea sensible a la masa (al
namero de atomos de carbono que salen de la columna) y no a la concentracion,
por lo tanto no le afectan demasiado los cambios en el flujo de salida. Las
ventajas que se tienen al usar el acoplamiento GC-FID son: (1) alta sensibilidad,
del orden de 10-13 g/s; (2) amplio intervalo lineal de respuesta, 107 unidades; (3)
bajo ruido de fondo (elevada relacion sefal/ruido); (4) bajo mantenimiento. La
desventaja del método tiene que ver con que la muestra se pirroliza, es decir, se
destruye (Van Ruth, 2001).

1.3.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una de las técnicas analiticas mas
empleadas y completas que hay en este momento para la identificacion de
compuestos, ya que con dicha técnica se puede hallar la masa molecular y en

algunos casos permite establecer la estructura espacial de una molécula. Presenta
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una posicion destacada entre los métodos de analisis, debida a caracteristicas
como: la alta sensibilidad (ca. 10°-10** g), los limites de deteccion, la velocidad

en los andlisis y la diversidad de sus aplicaciones (Dass, 2007).

La MS mide la relacibn masa a carga (m/z) de iones e iones fragmento en fase
gaseosa, formados por la ionizacion y posterior fragmentacion de las moléculas de
analito en la camara de ionizacion, ademas proporciona una medida de la
abundancia de cada especie idnica; esto se expresa en Daltons o unidades de

masa atdmica (umas), ya que la carga de los iones es casi siempre uno.

Al final se obtiene un espectro de masas que relaciona las masas de los iones
especificos con sus respectivas concentraciones en la corriente ionica total (TIC)
(Niessen, 2001). En quimica analitica la MS se aplica rutinariamente en el control
de la contaminaciébn ambiental, el control de alimentos, la ciencia forense,

productos naturales (e.g. AE) o control de procesos.

Otras aplicaciones dentro de la quimica incluyen: cinética de reaccion,
geocronologia, analisis quimicos inorganicos, reacciones i6n-molécula,
determinacion de parametros termodinamicos (e.g. AG%, K, et. al) y andlisis de
composicion elemental de sustancias (MS de alta resolucion) (De Hoffman y
Stroobant, 2007).

El instrumento (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.) esta
conformado por seis componentes principales, estos son: (1) sistema de entrada;
(2) camara de ionizacién; (3) analizador de masas; (4) detector; (5) sistema de

cémputo; (6) bomba de alto vacio.
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Figura 6. Componentes de un espectrémetro de masas.

1.4 DESTILACION FRACCIONADA

La destilacion es el proceso de separacion o aislamiento de dos o mas
componentes de una mezcla liquida, aprovechando las diferentes temperaturas de
ebullicion de los liquidos a separar, a una presion determinada. La destilacion
depende de parametros como: el equilibrio liquido - vapor, la temperatura, la
presion y la composicion de cada sustancia (Fair, 2009).

En el proceso de destilacion simple, la solucién es sometida a calentamiento hasta

producir vapor para luego condensarlo, sin permitir que éste retorne al recipiente
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de alimentacion. En cambio, la destilacion fraccionada se basa en el retorno de
una parte del condensado a la columna de destilacion, es decir, ocurre reflujo, en
unas condiciones tales que el liquido que retorna se pone en intimo contacto con
los vapores que ascienden hacia el condensador (Mujtaba, 2004). Este proceso se
realiza cuando las temperaturas de ebullicion de los componentes de la mezcla

sSon muy cercanas entre Si.

Una columna de destilacion fraccionada proporciona una gran superficie para el
intercambio de calor, en las condiciones de equilibrio, que se establece entre el
vapor que asciende y el liquido condensado que desciende (ver jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). Esto tiene como consecuencia una serie
completa de evaporaciones y condensaciones parciales en toda la longitud de la

columna de fraccionamiento.

Cuando el condensado en algun punto de la columna toma calor del vapor, parte
se evapora de nuevo y el vapor formado es mas rico en el componente mas volatil.
Al mismo tiempo, cuando el vapor cede calor al condensado, parte del mismo se

condensa, siendo este condensado mas rico en el componente menos volatil.

De acuerdo con esto, podemos decir que partiendo de la base de la columna, a
medida que aumenta la altura, aumenta el enriquecimiento del componente mas
volatil y disminuye el componente menos volatil. También se establece a lo largo
de la columna un gradiente de temperaturas que varian desde el punto de
ebullicion del componente mas volatil hasta el punto de ebullicion del componente
menos volatil (McCabe, 2004).
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Figura 7. Diagrama del sistema general de destilacion fraccionada por lotes

(Batch fractional distillation). Xp: fraccion molar del destilado.
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1.4.1 Destilacion fraccionada a presion reducida

Muchos liquidos organicos no pueden ser destilados a presion atmosférica debido
a que se descomponen al llegar a su punto de ebullicién o por debajo de éste; esto
es frecuente en compuestos que hierven por encima de los 200 °C. Estas
sustancias se purifican o separan por destilacion fraccionada a presion reducida

para evitar su descomposicién (Reinhard y Drefahl, 1999).

Se conoce que un liquido empieza a hervir cuando su presién de vapor iguala a la
presion atmosférica o de operacion. Por lo tanto, si se reduce la presion de

operacion se tendra la ebullicion a temperaturas menores.

Estudios realizados empleando este proceso, muestran su gran eficiencia en el
aislamiento de componentes de aceites esenciales; éste se utilizé para fraccionar
el AE de Tsuga canadensis (L.) (Abeto canadiense), obteniéndose 59 fracciones
enriquecidas en tricicleno, a-pineno, canfeno, (B-pineno, mirceno, a-felandreno,

limoneno, a-tujona y acetato de bornilo (Shaw, 1951).

También, en la desterpenacion del AE de la piel de la naranja de Brasil, en la cual
se trabajoé a las temperaturas de 50, 65, y 80 °C, con presiones de 7,5, 15y 22,5
mmHg y con relaciones de reflujo de 4:1, 2:1y 4:3 (Stuart et al., 2001).

En la rectificacion del AE de Myrtus communis (mirto de Marruecos) se obtuvieron
tres fracciones principales, la primera era rica en a-pineno (42-54,8%) y 1,8-cineol
(27-53,6%), la segunda fraccidon estaba compuesta en su mayoria por 1,8-cineol
(83-95,8%) vy la tercera fraccion se caracterizo por el contenido de acetato de
mirtenilo (62-65%) (Farah et al., 2006).
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Se evalu6é un método que enriquece el contenido de fenoles (74%) en el AE de
Lippia graveolens H.B.K. (orégano); por medio de destilacién fraccionada, se
obtuvieron 2 fracciones en una proporcion 50:50, en las cuales fue posible
concentrar timol y carvacrol (Castillo et al., 2007).

Se estudio la separacion de a-pineno del AE de bayas de Juniperus communis L.
(enebro comun) del sur de Serbia, mediante la destilacion fraccionada al vacio,
utilizando una columna de 36 platos teoricos, de diametro 29 mm y 2 m de altura,
empaquetada con NORMAG tipo A. Las presiones utilizadas durante el proceso
fueron 60,0 y 25,13 mmHg con una relacién de reflujo de 5:1 (Milojevi¢ et al.,
2010).

En la revision de la literatura no se encontrd registro alguno en relacion con la
destilaciéon fraccionada de AE de C. martinii. Sin embargo, se encontraron dos
articulos en los cuales se aplicé dicho proceso a dos especies del género
Cymbopogon. En el primer estudio, se utilizé un disefio factorial 2 para la
separacién de citral del AE de C. citratus (Plazas et al., 2010) y en el segundo, se
empled para fraccionar el AE de C. winterianus, a las presiones de 3,75, 7,5y
11,25 mmHg vy relaciones de reflujo de 1:1, 5:1 y 10:1, para encontrar que las
mejores condiciones fueron: relacién de reflujo de 10:1 y presién 3,75 mmHg
(Beneti et al., 2011).

1.4.2 Spinning Band Distillation

La Spinning Band Distillation (SBD) (ver jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) es una técnica de destilacion fraccionada, que utiliza un eje rotatorio
helicoidal dentro de la columna de fraccionamiento, para crear un gran namero de

platos tedricos, a diferencia de las columnas empacadas que utilizan diferentes
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tipos de relleno (e.g. anillos Rasching entre otros) para llevar a cabo el

fraccionamiento. Los ejes rotatorios pueden ser de teflébn o metal.

A : Sustancia mas

volatil. i
B : Sustancia s
menos volatil. T
A A A A A
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Figura 8. Esquema de la Spinning band distillation. (Tomado de

www.brinstrument.com/fractional-distillation/spinning_band_distillation.html).

Aquellos que estan hechos de Teflon (ver jError! No se encuentra el origen de
la referencia.) se utilizan para la destilacion por debajo de 225 °C, mientras que
las de metal se utilizan para la destilacion a temperaturas mas elevadas (Jentof et
al., 1969).
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Figura 9. Eje rotatorio de teflon empleado en la Spinning band distillation.

(Tomado de www.ars-fla.com/mainpages/custommanuf/Spinning-Band.htm).

La SBD crea un contacto intimo entre la fase vapor que asciende y la fase liquida
que desciende, por fuerzas centrifugas, en un proceso dinamico sobre la pared
interna de la columna de destilacién, debido a que la hélice gira a altas
velocidades. Esto da como resultado una separacion muy eficiente, en una

columna de destilacion corta (Baker et al., 1940).



1.4.3 Ecuacion de Antoine

La ecuacion de Antoine (ver Ecuacion 1) sirve para hallar la presion de vapor de
sustancias puras a una temperatura determinada. Se deriva de la relacion de
Clausius-Clapeyron; sin embargo, esta relacién no se emplea a altas presiones ni
cerca del punto critico, ya que en esas condiciones, la ecuacion de Clausius-

Clapeyron da resultados inexactos (Dyky;j et al., 1999).

_ 4, _ _ B 3
IOg P A C + T Ecuacion 1
Donde:

A, By C: son "coeficientes de Antoine", que varian de una sustancia a otra.

La ecuacién de Antoine tiene una precision de unos pocos puntos porcentuales en

la mayoria de las sustancias volatiles (con presiones de vapor de mas de 10 Torr).

La ecuacion de Antoine se empled para predecir las temperaturas de ebullicion de
los compuestos mayoritarios presentes en el AE de palmarrosa, a las presiones de

trabajo en la destilacion fraccionada a presién reducida.

1.5 DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL 2

El disefio de experimentos es un conjunto de herramientas estadisticas que
permiten lograr la maxima eficiencia de los procesos con el minimo costo. Esto se
ha consolidado poco a poco tanto en la industria como en los laboratorios de

investigacion.
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Un disefio experimental factorial 2 es aquel en el que se trabaja con k factores
(variables) y dos niveles (valores que toman las variables), los cuales se suelen
denotar con (-) para el nivel menor y (+) para el nivel mayor. EI nUmero total de
experimentos estara determinado por el nimero de niveles elevado al nimero de
factores, por ejemplo, un disefio factorial 2° constara de 4 experimentos, un disefio
2% tendra 8 experimentos y asi sucesivamente. Este tipo de disefio resume los
experimentos mas adecuados donde se cubren todas las posibles combinaciones
de los niveles en todos los factores, de esta manera, se puede conocer
simultdneamente los efectos que tienen k factores sobre un observable y a la vez

encontrar si existe interaccion entre ellos (Ferré, 2003).

1.5.1 Construccién de un disefio 2

Para disefiar una matriz de experimentos 2% no se necesita de un software
especializado para construirla ni para analizar sus resultados. En la jError! No se
encuentra el origen de la referencia. se muestran las matrices para los disefios
22, 2% y 2*. Las matrices contienen 2 filas, que indican el nimero de experimentos

y k columnas, que corresponden a las k variables en estudio.

Exp. | X1 Xo Exp. | X1 X2 X Exp. [ X1 Xo X3 X4
1 - - 1 - - - 1 - - - -
2+ - 2+ - - 2 o+ - - -
3 - o+ 3 - o+ - 3 -+ - -
4 + + 4 + + - 4 + + - -
5 - -+ 5 - -+ -

6 + - + 6 + - + -

7 - + + 7 - + + -

8 + + + 8 + + + -

9 - - - +

10 + - -+

11 -+ -+

12 + + - +

13 - -+ o+

14 + - + +
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15 -+ o+ o+
16 + + + +

Tablal. Matrices de experimentos para los disefios factoriales 22, 2%y 24,

En el presente estudio se utilizé6 un disefio factorial 22 para estudiar la hidrélisis

basica en medio acuoso, del acetato de geranilo presente en el AE de palmarrosa.

2 METODOLOGIA

La metodologia que se desarroll6 en este proyecto viene dada en tres partes. La
primera parte fue la extraccion del AE de palmarrosa, su identificacion y
cuantificacion de los componentes mayoritarios. Una segunda parte fue la
destilacion fraccionada a presion reducida del AE de palmarrosa en el equipo (B/R
Instrument 800 - High Efficiency Micro Distillation), para obtener un AE rectificado
de composicion quimica reproducible. Por ultimo se hizo un estudio de la hidrdlisis

basica del acetato de geranilo presente en el AE de palmarrosa.

2.1 EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE PALMARROSA.

La extraccion del AE de palmarrosa se hizo por destilacion por arrastre con vapor
de agua. Para ello, se utilizd6 material vegetal sembrado en parcelas
experimentales pertenecientes al complejo agroindustrial CENIVAM ubicado en las
instalaciones de la sede central de la Universidad Industrial de Santander. La
palmarrosa se cosechod en dos temporadas diferentes durante un afio. Los aceites
fueron rotulados asi: AE cosecha 1 y AE cosecha 2. La destilacién se realizd con

el material fresco recién cosechado.
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Para realizar las destilaciones de las cosechas 1 y 2, se empled un equipo de
destilacion conformado por un alambique con su respectivo intercambiador de
calor y su vaso separador (Florentino) (ver jError! No se encuentra el origen de
la referencia.) y como generador de vapor se utilizé una caldera (Tecnik, Bogota,
Colombia) de 58,86 kW. Se pesaron 200 kg y 367,5 kg de material vegetal
respectivamente. Luego, se introdujo en el alambique de acero inoxidable de 300
kg de capacidad y se compacté para alcanzar una mayor densidad de la torta. Las

destilaciones se llevaron a cabo a una presion de 552 kPa durante 1,5 horas.

Destilador multimodal (hidrodestilacion, arrastre con vapor).
1. Reservorio para el material vegetal, 2. Cuello de cisne, 3.
Condensador, 4. Florentino. 5. Caldera para generacion de
vapor.

Figura 10. Destilador por arrastre con vapor instalado en CENIVAM-UIS.

Una vez obtenidos los aceites esenciales se separaron del agua de condensacion
por medio de un embudo de decantacion, posteriormente, se filtraron en una
columna que contenia sulfato de sodio anhidro para eliminar restos de humedad.

Se envasaron, se rotularon y se almacenaron a una temperatura de 5°C .
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2.2 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DEL AE DE PALMARROSA Y DE
LAS FRACCIONES OBTENIDAS EN LA DESTILACION FRACCIONADA.

La identificacion tanto del AE como de las fracciones obtenidas en la destilacion
fraccionada se realiz6 por medio de los indices de retencion y por comparacion de
los espectros de masas que se obtuvieron por GC-MS, con los espectros de
masas que se encuentran consignados en las bases de datos Adams, NIST y
Wiley. Los indices de retencion (Ig), se calcularon teniendo en cuenta los tiempos
de retencién de una serie homdloga de patrones de hidrocarburos desde C10
hasta C25, que se corrieron en el GC bajo las mismas condiciones operacionales

gue los aceites esenciales. La ecuacion que se uso fue:

gy -1
]R = 100n + 100 i i Ecuacion 2

Ry - tRn

Donde:

Ir: indice de retencién del compuesto de interés;

N: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto de
interés;

trn: Tiempo de retencién del n-alcano que eluye después del compuesto de
interés;

trx: Tiempo de retencion del compuesto de interés;

trn: tiempo de retencién del n-alcano que eluye antes del compuesto de interés.

Se utiliz6 un cromatégrafo Agilent Technologies 6890 Plus Series (Palo Alto, CA,

EE.UU.) acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD
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5973 Network, equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250 °C, relacién
de split 1:30), un inyector automatico Agilent Technologies 7893 y un autosampler
Agilent Technologies 7863 Series (ver jError! No se encuentra el origen de la
referencia.). Se empleé wuna columna capilar apolar DB5-MS (J&W
Scientific,Folsom, CA, EE.UU) con fase estacionaria de 5%-fenil-
poli(metilsiloxano), de 60 m x 0,25 mm, D.l x 0,25 um, d;. El gas de arrastre fue
helio, con una presion de entrada en la cabeza de la columna de 16,47 psi,
velocidad lineal de 26 cms™ y flujo constante de 1 mLmin™. La temperatura del
horno se programo desde 45 °C (5 min) @4 °C/min hasta 150 °C (2 min), después
@5 °C/min hasta 250 °C (5 min) y por uGltimo @ 10 °C/min hasta 275 °C (15 min).
Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto con electrones (EI) con
energia de 70 eV. Las temperaturas de la cAmara de ionizacion, de la linea de
transferencia y el cuadrupolo se mantuvieron a 230 °C, 285 °C y 150 °C
respectivamente. Los espectros de masas y corrientes ionicas reconstruidas (TIC)
fueron obtenidos en un cuadrupolo, por medio de barrido automatico de frecuencia
(full scan), en el rango de masas de m/z 40-350 con una velocidad de barrido de
radiofrecuencia de 3,5 scans™. Cada una de las muestras se preparard
adicionando 50 pL del analito, 2 yL de n-tetradecano y se afor6 a 1,0 mL con

diclorometano.

Figura 11. Cromatografo de gases Agilent 6890 Plus, acoplado a un detector de

masas (MSD) y un inyector automatico Agilent technologies 7863 series.
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La cuantificacion del linalol, geraniol y acetato de geranilo presentes en el AE de
palmarrosa y las fracciones provenientes de la destilacion fraccionada (ver
Seccion 3.3.2 y 3.3.3), se realizdé por medio de curva de calibracién interna de
patrones certificados (geraniol 98%, acetato de geranilo 98% vy linalol 97%),
suministrados por la empresa Aldrich Chemical Company Inc. (Milwaukee, WI,
EE.UU.) y como estadndar interno, ISTD, n-tetradecano (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania, Reference Substance for Gas chromatography). Se prepararon
patrones entre 1000 y 6000 ppm para geraniol y acetato de geranilo, mientras que
para linalol se prepararon patrones entre 60 y 4600 ppm. Se utilizO un
cromatdgrafo de gases Agilent technologies 7890A con detector de ionizacién en
llama (GC-FID), equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250 °C,
relacion de split 30:1), un inyector automatico Agilent Technologies 7893 y un
autosampler Agilent Technologies 7863 Series con una columna capilar apolar
DB-5 (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU) de 60 m x 0,25 mm, D.I x 0,25 pum, ds,
con fase estacionaria 5%-fenil-poli(metilsiloxano). Se utilizé6 helio como gas de
arrastre, con una presion de entrada en la cabeza de la columna de 16,47 psi,
velocidad lineal de 26 cms™ y flujo constante de 1 mLmin™. La temperatura del
horno se programé de la siguiente manera 45 °C (10 min) hasta 220 °C (15 min)
@3 °C/min. Los datos cromatogréaficos fueron adquiridos y procesados con el
sistema de datos Hewlett-packard ChemStation G17001DA (HP Rev. B.03.02).

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: se pesaron entre 100 y 250
mg del analito y se aforaron a 1,0 mL con diclorometano, posteriormente, se
tomaron 20 pL de cada solucion, se les adicion6 2 pL del tetradecano y finalmente

se aforaron a 1,0 mL con diclorometano.
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2.3 RECTIFICACION DEL AE DE PALMARROSA

El proceso de rectificacién se desarrollé en un equipo de destilacion fraccionada a
escala laboratorio B/R Instrument 800 — High Efficiency Micro Distillation (Easton,
MD, EE.UU.) (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.),
compuesto por un balon de 25 mL de capacidad de alimentacién, una columna de
destilacion fraccionada de vidrio de 30 platos tedricos dentro de la cual se halla
una banda rotatoria de teflébn (ver jError! No se encuentra el origen de la
referencia.), valvula de reflujo manual, un reservorio con cinco colectores para
viales con capacidad de 2 ml para recoger las fracciones, dos termocuplas para el
control de temperatura y un sistema para vacio de control digital B/R VAC-1000
(Easton, MD, EE.UU.). Se hallaron las condiciones de presion (P) de operacién a
la cual se obtuvo la mejor separacion, dicho proceso se dividié en dos etapas: (1)
determinacién de las temperaturas de equilibrio; (2) determinacion de la presion de

trabajo.
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Figura 12. Equipo de destilacion fraccionada B/R Instrument 800 — High Efficiency
Micro Distillation. 1. Sistema de calentamiento y agitacion, 2. recipiente con aceite
mineral, 3. columna de fraccionamiento, 4. reservorio, 5. controlador de

temperatura, 6. medidor de temperatura, 7. baldn de alimentacion.

Las temperaturas de ebullicion del geraniol y acetato de geranilo se calcularon
usando la Ecuacién 1 (Yaws et al, 2009).

2.3.1 Descripcion del proceso

Al inicio se fij6 la presion de trabajo (P) hasta que alcanzara el equilibrio. La masa
de alimentacién (AE) fue calentada a una razon de 4 °C/min hasta obtener la
minima temperatura (T1) en la cual se observé un goteo del destilado (GD). En
ese instante se procedid a encender la spinning band; se esper6 a que la
temperatura medida en la columna de fraccionamiento (T2) aumentara hasta un
valor constante. Posterior a ello, se abri6 la valvula de reflujo (VR) para recoger la
fraccion (F1); al pasar el tiempo, la T2 disminuyd hasta un valor cercano al
momento donde se observaron las primeras GD y en ese instante se cerro la VR.

De esta misma manera, se procedié para obtener las demas fracciones.

2.3.2 Determinacién de las temperaturas de trabajo (T1y T2)

En esta etapa se destil6 el AE para obtener fracciones siguiendo el procedimiento
descrito en la Seccién 2.3.1 y asi poder determinar los valores de T1y T2 a las
presiones de: 4, 6, 8,10, 12 y 14 mmHg. Para ello, se destilé6 por duplicado en

cada presion. Los parametros se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Parametros para la determinacion de las temperaturas de trabajo (T1y
T2).

Propiedad Descripcion

Masa de AE La cantidad de masa de AE de palmarrosa fue de 15 + 0,4 g.

Cuando se lleva a cabo calentamiento de un AE los componentes que

Temperatura lo conforman pueden sufrir cambios en sus propiedades fisicoquimicas

méxima de y pueden sufrir descomposicion térmica, por lo tanto se establecié una

calentamiento T1 maxima de 130 °C, para asi seguir manteniendo las propiedades de
los componentes una vez separados.

Se llam¢é tiempo en equilibrio (t) al tiempo que transcurria luego de
Tiempo de  observarse una T1 constante y unas GD iniciales hasta el momento de
equilibrio abrir la VR y empezar a recoger la fraccion. Este tiempo se fijé en 15
min.

El reflujo (RR) se controlé mediante una valvula que se operé
Reflujo manualmente y se establecié en 1,5 vueltas contadas a partir del punto
cero marcado con una linea.

El sistema de agitacion (A) se llevo a cabo en los fondos para eliminar

gradientes de temperatura y esta permaneciera constante en todo el

volumen del AE. Esta se realiz6 con un agitador electromagnético del
sistema de calentamiento y se mantuvo en 500 rpm.

Agitacion

2.3.3 Determinacion de la presion de trabajo (P)

Para la determinacion de la presion de trabajo, se destilé por duplicado el AE de
palmarrosa para obtener fracciones de composicibn quimica reproducible
enriquecidas en geraniol, esto se hizo siguiendo el procedimiento descrito en la
seccién 2.3.1, a las presiones de: 4, 8 y 12 mmHg y empleando las temperaturas
de trabajo obtenidas del desarrollo del procedimiento descrito en la seccion 2.3.2.
Para dicho procedimiento se tuvieron en cuenta los parametros descritos en la

iError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Tabla 3. Parametros para la determinacion de la presion de trabajo (P).

Propiedad Descripcion

Masa de AE La cantidad de masa de AE de palmarrosa fue de 16,03 = 0,01 g.

Temperatura

méaxima de Se establecié una T1 maxima de 130 °C.
calentamiento

Tiempo .de Este tiempo se fij6 en 15 min.

equilibrio

Refluio Se estableci6 en 1,5 vueltas contadas a partir del punto cero marcado
) con una linea.
. Esta se realiz6 con un agitador electromagnético del sistema de
Agitacion

calentamiento y se mantuvo en 500 rpm.

2.4 HIDROLISIS BASICA DEL ACETATO DE GERANILO

Con el objetivo de aumentar la pureza del geraniol contenido en el AE de C.
martinii, se propuso la transformacion del acetato de geranilo a geraniol a través
de una reaccion de hidrdlisis béasica. Los experimentos se llevaron a cabo
empleando el aceite esencial obtenido en la cosecha 1. Para ello, se emple6 un
balon de 100 mL acoplado a un condensador para permitir el reflujo; este se
sumergio en un recipiente el cual contenia aceite mineral. Se usé una plancha de
calentamiento RC Velp scientifica (Usmate, MB, Italia). El montaje completo se
puede observar en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.. La
agitacion se mantuvo en 750 rpm y la temperatura en 118 °C. Como solucién
basica se empled hidréxido de potasio en lentejas (Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania), disuelto en agua.




Figura 13. Montaje utilizado en la hidrdlisis basica del acetato de geranilo.
Plancha de calentamiento (1), Recipiente con aceite mineral (2), balon de reaccién
de 100 mL (3), condensador para reflujo (4), controlador de temperatura (5).

2.4.1 Determinacion del tiempo de reaccion

Para la determinacién del tiempo de reaccion se prepararon 100 mL de una
solucion acuosa de hidroxido de potasio 0,5 M. Se tomaron 4 balones de 100 mL y
a cada uno se le adicionaron 2 g de AE, 13 mL de solucién basica y un agitador
magnético (ver Seccion 2.4). Los tiempos de reaccion fueron de: 15, 30, 60 y 90
min. Una vez finalizada la reaccién, la mezcla de reaccion fue separada y lavada
con volimenes de agua en un embudo de decantacién. La fase organica se
envaso, se le agreg6 sulfato de sodio anhidro para eliminar restos de humedad, se

rotuld y se almacend a 5 °C, para su posterior estudio cromatogréfico.

2.4.2 Disefio experimental

Con el objetivo de establecer las condiciones mas apropiadas para los factores: 1)
relacion entre el volumen de solucién basica de KOH (mL) y la masa de AE (g); 2)
la concentracién de la solucion béasica (M), en la hidrélisis basica del acetato de
geranilo presente en el AE de palmarrosa, se evalud la combinacion de diferentes
niveles entre los factores 1 y 2. Los valores de los niveles de cada factor se
encuentran consignados en la jError! No se encuentra el origen de la

referencia..
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Tabla 4. Factores con sus respectivos niveles empleados en el disefo

experimental central compuesto (factorial 22 + estrella + replicas en el centro).

NIVELES
FACTORES
-a -1 0 1 a
Base (mL) . AE (g) 1:2 3:2 7:2 11:2 13:2

Concentracion base (M) 0,03 0,05 0,125 0,250 0,500

Por tal motivo, se determiné desarrollar un disefio experimental factorial 22> mas
estrella con tres replicas en el centro (disefio central compuesto, DCC). Como
observable o factor respuesta para el disefio experimental, se tomaron los gramos
de acetato de geranilo / ml de AE sin transformar en cada uno de los
experimentos. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
muestra el disefio experimental desarrollado y los valores de las variables

estudiadas.

Tabla5. DCC desarrollado para evaluar el efecto de la relacion entre la solucién
basica (mL) y el AE (g) y la concentracion de la solucién bésica, sobre la

transformacién del acetato de geranilo presente en el AE de Cymbopogon martinii.

RELACION CONCENTRACION
72 X1 X2 BASE (mL):AE (g) BASE (M)
1 - - 1,50 0,0625
2 ] + 1,50 0,250
3 + ] 5,50 0,0625
4 + + 5,50 0,250
5 0 a 3,50 0,0312
6 0 +a 3,50 0,500
7 a 0 0,50 0,125
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8 +a 0 6,50 0,125
h 0 0 3,50 0,125
10* 0 0 3,50 0,125
11* 0 0 3,50 0,125

* Casos empleados para determinar el error experimental del método.

2.4.3 Cuantificaciéon de las muestras obtenidas en cada experimento

El acetato de geranilo remanente en las muestras obtenidas de cada experimento,
se cuantifico por medio del método de adicidén de estandar interno. Este método se
realiz6 teniendo en cuenta el area del estandar interno, ISTD, n-tetradecano
(Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania Reference Substance for Gas
chromatography). Se adicionaron 2 puL de ISTD durante la preparacion de cada
muestra para el analisis cromatografico. Este analisis se llevd a cabo en un
cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 6890 Plus (Palo Alto, CA, EE.UU.),

cuyas caracteristicas se describieron en la Seccion 2.2.

El area del acetato de geranilo se comparé con el area del patron interno.
Haciendo la suposiciébn de que la respuesta del detector del ISTD y de los
compuestos es similar. La concentracion del acetato de geranilo se determiné con

la Ecuacién 3.

- CA X Ax
A4

Ecuacion 3

Cx

Donde:
Cx: Concentracion del compuesto de interés (ppm);
Ca: Concentracién del estandar interno (ppm);

Ay: Area del compuesto de interés (cuentas);
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An: Area del estandar interno (cuentas).

2.4.4 Anélisis estadistico y encaje de modelos polindmicos

Para el analisis estadistico de los resultados se empled el programa MICROSOFT
EXCEL 2010, con el cual se realizo el andlisis de varianza (ANOVA) y se utilizé el
programa STATISTICAL DATA ANALYSIS R (version 2.13.1 Free Software
Foundation, Inc., Boston, MA, USA) para hallar los modelos polindmicos con sus
respectivos datos estadisticos. Para dichos analisis, se normalizaron los valores

de los factores y del observable.

Se empled el método de Yates para realizar el ANOVA con el fin de determinar
cuales factores o combinaciones de ellos, se debian tener en cuenta en los
modelos polindbmicos. Para ello, se us6 el valor critico del pardmetro F para 1y 2
grados de libertad, con un nivel de confianza de probabilidad de P = 0,05. Para
determinar el modelo mateméatico que mejor se ajusté a las variables evaluadas,
se compararon los R, R? ajustados, el error que el modelo no fue capaz de

explicar (LOF) y la raiz cuadrada media del error de calibraciéon (RMSEC).

Por medio de la matriz de datos de la superficie de respuesta, la cual se hallé con
la ecuacion del modelo mas factible, se seleccionaron los valores para cada
variable en donde se observé mayor transformacion del acetato de geranilo. Los
valores se renormalizaron y aplicaron experimentalmente para corroborar el
modelo obtenido. El procedimiento experimental para validar el modelo es el

mismo descrito en la secciéon 2.4.

56



3 ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE PALMARROSA

El rendimiento del AE de Cymbopogon martinii o palmarrosa obtenidos de plantas
cosechadas en el Complejo Agroindustrial CENIVAM, fue obtenido de la siguiente
manera: se dividio el peso del AE obtenido sobre el peso de material vegetal (MV)
introducido en el tanque o alambique de extraccion. Para calcular el rendimiento,

se utilizé la siguiente ecuacion:

. _ Wag
% Rendimiento = — x 100
MV

Donde:
W ae= Peso del aceite esencial (g); Wwy= Peso del material vegetal (g).

Se obtuvo 840 g de AE de la primera cosecha y 1580 g de AE de la segunda

cosecha. Por lo tanto, los rendimientos de los AE obtenidos en las cosechas 1y 2

fueron 0,42 y 0,43 % respectivamente.
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3.2 COMPOSICION QUIMICA DEL AE DE Cymbopogon martinii

En esta seccién se muestran los resultados del andlisis cromatogréfico realizado
para identificar y cuantificar los componentes principales presentes en el AE de C.
martinii, procedimiento descrito en la Seccién 2.2. En la jError! No se encuentra
el origen de la referencia. se puede observar el perfil cromatografico del AE de

palmarrosa analizado por GC-MS

10

15

6 9 11 25 5

22

1 5\| & / - 24] 27 2|8
23

\In .l \Ll Ll__‘“_ l Aoiga \Il A \l A |

2000 2500 3000 3500 4000 4500  50.00 min

Figura 14. Perfil cromatogréfico tipico del AE de C. martinii obtenido por GC-MS.
La identificacion de los compuestos se reporta en la jError! No se encuentra el

origen de la referencia..

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se registran los
componentes tipicos mayoritarios en el AE de C. martinii (palmarrosa). Se
identificaron positivamente 25 compuestos (90 %) con cantidades relativas
mayores del 0,03 %, de los cuales el linalol, geraniol y acetato de geranilo

representan cerca del 95 % del AE de C. matrtinii.
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Tabla 6.

martinii y sus correspondientes cantidades relativas (%).

Identificacion de los metabolitos secundarios volatiles de Cymbopogon

N© Ik Canti_dad

Pico? Compuesto relativa,
DB-5 DB-WAX % * s (n=2)°

1 6-Metil-5-hepten-2-ona 984 0,19 =0,07

2 B-Mirceno 989 1152 0,25 +0,07

3 2-Metil-6-heptenol 992 0,17 +£0,01

4 Limoneno 1034 1183 0,08 + 0,05

5 cis-B-Ocimeno 1037 0,5+0,1

6 trans-B-Ocimeno 1048 1256 16+0,2

7 Linalol 1101 1540 3,2+0,1

8 Nerol 1227 0,723 + 0,009

9 Neral 1241 1665 0,408 + 0,005

10 Geraniol 1260 1840 70+3

11 Geranial 1272 1720 1,20 = 0,06

12 Timol 1300 0,8+0,9

13 Carvacrol 1336 0,14 + 0,06

14 Acido geranico 1348 0,21 + 0,02

15 Acetato de geranilo 1361 1753 0,18 £ 0,01

16 N.I. 1379 134

17 trans-B-Cariofileno 1434 1595 1,67 £ 0,07
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18 a-Guaieno 1446 0,03+ 0,03

19 a-Humuleno 1470 0,18 + 0,02
20 a-Selineno 1496 0,13+0,01
21 Butanoato de geranilo 1556 0,27 £ 0,01
22 trans-Nerolidol 1564 0,215 + 0,009
23 Oxido de cariofileno 1599 0,52 + 0,02
24 N.I. 1696 0,31 + 0,02

Continuacioén jError! No se encuentra el origen de la referencia..

25 cis,cis-Farnesol 1719 2,0+0,2

26 C|s-3,7-D|met|I.propanoato-2,6- 1750 1,58 + 0,02
octadien-1-ol

27 cis,cis-3,7,11-Trimetil acetato- 1833 0,187 + 0,008

2,6,10-dodecatrien-1-ol
28 N.I. 1945 0,23+ 0,04

#Numero de pico en la jError! No se encuentra el origen de la referencia..
® indices de retencion de Kovats determinados experimentalmente.
¢ Promedio de dos extracciones independientes

La cuantificacion del linalol, geraniol y acetato de geranilo identificados en el AE
de palmarrosa se realizé por medio de curva de calibracién interna (ver ANEXO B:
Tablas 22, 23, 24). Las Ecuaciones 4, 5y 6 fueron obtenidas de las curvas de

calibracion para linalol, geraniol y acetato de geranilo respectivamente.

Area linalool = Conc. ISTD
Area ISTD

Conc. linalool = 1,08154 * — 0,005115 Ecuacion 4

Area geraniol  Conc. ISTD
Area ISTD

Conc. geraniol = 1,30262 = + 0,068904 Ecuacién 5

Area de acetato * Conc. ISTD
Area ISTD

Conc. acetato = 1,44816 * +0,0462073 Ecuacion 6
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En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se reporta la
cuantificacion del linalol, geraniol y acetato de geranilo presentes en el AE de
palmarrosa extraido de dos cosechas diferentes. Se puede ver que el geraniol
(compuesto mayoritario) presenta un 83 % m/m. Estudios realizados en la India
muestran que el AE extraido de la palmarrosa sembrada en ese pais (linalol 1.5—
3.2%, geraniol 79.7-85.8% y acetato de geranilo 4.5-10.3%) presenta una
composiciéon muy similar al nuestro (Rajeswara, 2005; Rajeswara y Rajput, 2011).
Lo cual nos muestra que el AE de palmarrosa sembrado en Colombia es

competitivo en el mercado internacional.

Tabla 7. Cuantificacion del linalol, geraniol y acetato de geranilo contenidos en el

AE de palmarrosa de las cosechas 1y 2.

i 0,
AE Geraniol, % m/m A. geranilo, % Linalol, % m/m
palmarrosa m/m
Cosecha 1 81+23 10,6 + 0,5 15+01
Cosecha 2 83,5+0,1 6,54 + 0,01 1,4+0,1

3.3 RECTIFICACION DEL AE DE PALMARROSA

3.3.1 Estudios preliminares para la determinacion de las temperaturas de
trabajo (T1y T2)

Con el fin de conocer todo el perfil de fraccionamiento del AE de C. martinii, es
decir, determinar las temperaturas donde se presentan equilibrios térmicos y el
namero total de fracciones que se pueden obtener, se planted la destilacion

fraccionada de acuerdo con el procedimiento descrito en la Seccion 2.3.2. Las
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condiciones de la destilacion fraccionada (4, 6, 8, 10, 12 y 14 mmHg) del AE de
palmarrosa se presentan en la jError! No se encuentra el origen de la
referencia.. Donde, se exponen el numero de fracciones obtenidas y sus
correspondientes temperaturas (T1 y T2) para cada presion. Los datos de
composicion relativa (GC-FID) de linalol, geraniol y acetato de geranilo presentes
en cada una de las fracciones se pueden observar en la jError! No se encuentra

el origen de la referencia..

El resultado de estas destilaciones proporcion6 al menos 4 fracciones. Las
fracciones caracterizadas por la presencia de compuestos terpénicos muy volatiles
como cis-B-ocimeno, trans-B-ocimeno, linalol, entre otros, se rotularon como
fracciones F1 y F2, las cuales correspondieron aproximadamente al 3 % de la
masa de AE inicial. Las fracciones siguientes, donde se observo la presencia de
compuestos mayoritarios como geraniol y acetato de geranilo se rotularon como
fracciones F3 y F4 (fraccidn mayoritaria); éstas sumaron aproximadamente el 80%
y las fracciones de fondo rotuladas como FF también ricas en geraniol, acetato de
geranilo y otros compuestos mas pesados como trans-B-cariofileno, nerolidol,
oxido de cariofileno y farnesol, representaron el 15% del total de la masa del AE
empleado. La pérdida de AE en todas las destilaciones fue alrededor de un 6 %.

En cada una de las destilaciones se observdé que las fracciones F1, F2 y F3
(donde se obtuvo) presentaron equilibrios de temperatura marcados de al menos
15 minutos, razon por la cual se hacia necesario abrir la VR para separar cada
fraccion, a pesar de que sus masas no superaran el 2% del total del AE. De esta
manera se podia continuar con la destilacion, al separar una fraccion y continuar
con la separacion de la siguiente. Esto se evidenciaba cuando habia agotamiento
del destilado en la zona de reflujo y se presentaba inmediatamente un aumento en
la T2. El geraniol estuvo presente en casi todas las fracciones junto con el acetato
de geranilo (excepto la F1), a su vez, se puede notar que la concentracion de los

compuestos en las fracciones (F1, F2, F3 y F4) superan los valores de la
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composicion del AE de partida. La composicion quimica de la fraccion F4 muestra

un enriquecimiento del geraniol (86 - 92%). La composicién de la FF presenta un

contenido en geraniol mayor del 50%.

Las temperaturas de equilibrio (T2) observadas para obtener las fracciones F4

alcanzaron los valores predichos por la ecuacion de Antoine a las presiones de 6,

8, 10, 12 y 14 mmHg para geraniol y a 4 mmHg para acetato de geranilo, de

acuerdo con lo reportado en la literatura (Yaws et al, 2009). Las temperaturas T1 a

4, 6, 8, 10, 12 mmHg estuvieron dentro de las temperaturas de trabajo aceptadas,

mientras que la T1 a 14 mmHg fue mayor de 130 °C, motivo por el cual dicha

presidbn se descartdé para los siguientes estudios, ya que se podria tener

descomposicion del AE.

Tabla 8.

Condiciones experimentales de las destilaciones fraccionadas a 4, 6, 8,

10, 12 y 14 mmHg para determinar las temperaturas de trabajo.

Masa de

Temperatura Temperatura

Fraccion fraccion Fraco/(;i()n, de fondo T1  en columna m;’ﬁ; '(Aglﬁ dzégig)
(9) (°C) T2 (°C)
Presion 4 mmHg
L e we
2 82; ig 112+ 3 63+3
3 2:23 gii 115 + 2 991  158%04 OF
4 S:gg gi:g 116,5+0,7 105+1
Fondo cl)gg gg = -
Presion 6 mmHg
1 8:32 cz)g 113,5+0,7 56 + 6 16 +1 1+1
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0,39

2,6

2 0.16 0.9 114 65+3
3 8:;‘2‘ 2:2 115306 875
s MR TSL iri0s 10081
N
Presion 8 mmHg
1 823 ;g 1195+ 0,7 64+4
2 222 gg 120 85+2
3 186?461 23; 1205407  106+1 1%’%%1 1,109
4 No se obtuvo
o 3B
Presion 10 mmHg
1 822 (;:AL' 120,5+0,7 55,5+0,7
2 gfé ;‘7‘ 123 81+ 4
3 172’?577 gg:é 124 £ 1 1091 155+06 0,7+£0,3
4 No se obtuvo
o182
Presién 12 mmHg
1 8ij ég 130,5%+0,7 702
2 82; gg 129+1 87+t4
3 g::i gig 12905407 1148409 153+0,3 064,16161
4 No se obtuvo
Fondo o6 130 -

Presion 14 mmHg
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Fondo

0,22
0,11
0,37
0,45
12,55
11,89

2,14
2,78

1,4
' 131,5+0,7
0.7 31,5+0,
2,3
+
29 132,7+0,6
77,3
75,4 L
No se obtuvo
13,2
17,6

76 +£3

94 +3

116 +1

160+0,3 0,7+0,3
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Tabla 9. Porcentajes de areas relativas de linalol, geraniol y acetato de geranilo presentes en las fracciones obtenidas en los
estudios preliminares en el rango de presiones de 4, a 14 mmHg halladas por GC-FID.

Cantidad relativa (%)
Compuesto Ir AE Presion 4 mmHg Presion 6 mmHg Presion 8 mmHg | Presiéon 10 mmHg | Presion 12 mmHg | Presion 14 mmHg
F1|F2|F3|F4|FF |F1|F2|F3|F4|FF|F1|F2|F3|FF|F1|F2|F3| FF |F1|F2|F3|FF|F1|F2|F3|FF
6-metil,5-hepten -2-ona | 984 | 0,2 |4,1|0,9| - - - 11,6(2,2|0,7| - - 10,9( - - - 184(1,2| - - |1,6]19]| - - /0,8|10,8]| - -
mirceno 989 ( 04 (56|1,2|0,3|0,2( - |18|2,2|1,0(0,2|0,3|2,0|0,2{0,2(0,2|8,9|1,5|0,2(0,2 (2,3/19|0,2(0,111,8|1,5(0,2]0,2
limoneno 1033| 0,1 |11,0|0,2| - - - 10,6/0,8|0,3| - - 10,2 - - - 13204 - - 10,3|04( - - 10,2|10,2|0,1| -
cis-B-ocimeno 1036| 0,5 19,4|1,8| - - - (3,711,419 - - 11,7(0,1(0,1| - |58|2,7(0,1| - |09|13(0,1| - |05(0,6]| - -
trans--ocimeno 1047| 16 |32 |59(0,3|0,2| - |11(13(58|0,2|0,1|55(04|0,2| - |43|10(0,4| - |6,7(59|0,2| - [3,3|3,6|0,2| -
linalol 1100| 2,3 |43 |52 (16| - - (24114123 |15| - [37|4,2|/0,3| - [0,7|71|28] - |65(39|05| - |34|38|09]| -
nerol 1228| 0,3 |0,5/0,6|05| - | - |0,3|0,2|06(03| - |06[04|03| - |0,2/0,1|05| - |02|0,7(/03| - [0,2]|04]|04] -
neral 1240| 0,2 |0,4|4,5(0,5| - |04 0,7({0,3(1,2|0,2/0,2]|2,8(0,4|0,1| - - 103(0,3| - |10(|218(0,12|03(0,2(1,5/0,1(0,3
geraniol 1253| 83 | - |18 (86|92 |52 |50 (57 (56 |88 |77 |39(83|88|87|15(9,0/86| 90 |13 |33 |88 |56 |51 |44 |88 |62
geranial 1269| 0,2 | - |3,9]| - -108|06(05(0,8/0,2/0,2|1,8(0,4(0,1| - - 10,3(0,2| - |09|21(0,2|/09(0,9(1,2|0,2|0,6
acetato de geranilo 1378| 96 | - |1,2(9,7|7,8|3,23,8(49(48|88/8,1/3,1(8,4|95|10|1,0({0,6(85|9,0109(2,8(9,4/0,1(5,3(4,0/9,0( 12
trans-B-cariofileno (143408 | - |6,0(15| - [0,4|1,4|0,7|3,1(/09]|0,1|48|1,7|0,8|0,2|0,2(0,7|1,5(/0,1 (1,7(3,4|08(0,1|{0,4|15(0,9| -
butanoato de geranilo | 1555|004 - | - | - | - |21 - | - | - | - (06| - | - | -103| - |- -1004| - |01 - [2,1] - - - 10,8
oxido de cariofileno (1598 o1 - | - | - | - |36 -| -| - | - |0 - |- -103] - | - | - [005] - - - (0,1 - - |- 101
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3.3.2 Determinacién de la presion de trabajo

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Seccion 4.2.1 se procedié a
determinar una presion de trabajo con el objetivo de obtener un AE de palmarrosa
de composicion quimica reproducible, con el mayor contenido de geraniol posible.
Para ello, se trabaj6o a las presiones de 4,8 y 12 mmHg. Las condiciones de la
destilacion fraccionada de esta seccion se presentan en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. Los datos de composicion porcentual en
masa halladas por GC-FID de linalol, geraniol y acetato de geranilo presentes en
cada una de las fracciones se pueden observar en la jError! No se encuentra el
origen de la referencia.. Las curvas de calibracion se pueden observar en el

ANEXO B. La cuantificacion se realiz6 con las Ecuaciones 4,5y 6.

Se separaron las fracciones mas volatiles (F1, F2, F3) del AE, pese a que no
tuvieron una composicién quimica reproducible. Esto permitié una fraccion FF sin
la presencia de compuestos como trans-B-ocimeno y linalol, con el mayor
contenido de geraniol posible de composicion quimica reproducible. Como
resultado de estas destilaciones se obtuvieron 4 fracciones a 4 y 8 mmHg,
mientras que a 12 mmHg se obtuvieron 5 fracciones incluyendo las fracciones FF.
Las fracciones F1, F2 y F3 presentaron una composicion quimica similar a la

descrita en la Seccién 4.2.1.

De los resultados de cuantificacion (ver jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) se puede observar que las fracciones FF mantienen una composicién
quimica reproducible. Asi mismo, los mejores resultados con base en el contenido
de geraniol (88-86%), se consiguieron cuando se trabajé a una presion de 12

mmHg
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Tabla 10. Condiciones experimentales de la destilacion fraccionada a 4, 8, 12

mmHg para determinar la presion de trabajo.

Temperatura Temperatura

Fraccion frg/lcisignd(eg) Fraccion (%) de fondo T1 en columna mi‘ﬁ'; '(A‘g% Pe:éd(g)de
(°C) T2 (°C)
Presion 4 mmHg
1 0,03+0,01 02+0,1 115+ 4 48 £ 2
2 0,18 £ 0,06 1,0+0,3 116,5+0,7 62 +2
3 0,3 2,06 117 74 16,03+ 0,00 1,03+0,01
4 No se obtuvo
Fondo 14,0£0,3 91+2 - -
Presién 8 mmHg
1 0,19 £ 0,06 12+04 124,5+0,7 64 +3
2 0,4+0,11 25+0,7 1245+ 0,7 74+ 3
3 0,66+0,014 4,1+0,1 123+2 85+2 16,03+0,00 0,8+0,3
4 No se obtuvo

Fondo 13,9 +0,37 87+23 - -

Presién 12 mmHg

1 0,09+0,01 0,59+0,04 130,5+0,7 67 +3
2 0,18 +£ 0,02 1,1+0,1 130,5+0,7 76 +2
3 0,4+0,2 31,1 130+ 0,0 875+0,7 16,03+0,01 08x04
4 0,3+0,1 2,1+0,7 130+ 0,0 97 +2
Fondo 142+0,1 88,7+ 0,6 - -
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Tabla 11. Composicion porcentual (% m/m) del linalol, geraniol y acetato de
geranilo presentes en cada una de las fracciones obtenidas a 4, 8, 12 mmHg
halladas por GC-FID.

Fraccion Linalol, % Geraniol, % Acetqto de
geranilo, %
Presién 4 mmHg
1 78,7 13,9 -
15,7 10,5 -
> 25,6 19 -
41,7 30 -
3 21,5 62,2 -
Fond <12 83,4 10,8
ondo <12 84,7 10,9
Presién 8 mmHg
1 12,6 6,6 -
51,1 26,3 -
5 23,9 66,9 -
18,2 66,6 -
3 52 66,5 -
8,2 66,9 -
Fond <1,2 85,1 11,2
ondo <172 84,4 11,1
Presion 12 mmHg
1 15,8 1,1 -
25,6 6,1 -
5 52,2 3 -
46,3 2,5 -
3 21,8 51,6 -
27,8 58,5 -
4 12,8 70,5 -
13,7 69,2 -
Fond <1,2 86,5 11,4
ondo <12 88,1 11,5
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3.3.3 Estudios de precision intermedia de la destilacion fraccionada del AE
de palmarrosa

Una vez obtenidos los resultados de la Seccion 3.3.2, se destilaron los AE de
palmarrosa extraidos de las cosechas 1y 2 a la presién de 12 mmHg en dias y
con operadores diferentes. En estos estudios solo se tuvieron en cuenta las
fracciones FF ya que fueron estas las que presentaron una composicion quimica
reproducible (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.). De esta
manera se presenta una fraccion con un contenido de geraniol del 86-88 % cuya
composicién quimica es reproducible. Por tal razén, se cumple el objetivo de
obtener una fraccién rectificada enriquecida en geraniol (un 6 % mas que el AE de

partida) por medio del procedimiento propuesto en este estudio

Tabla 12. Cuantificacion de las fracciones FF obtenidas a 12 mmHg del AE de

palmarrosa de las cosechas 1y 2.

AE palmarrosa Geraniol, % A. geranilo, % Linalol, %
Cosecha 2 87,2+0,7 6,9+0,1 <1,2
Cosecha 1 86,1+0,3 10,4+0,1 <12

3.4 ANALISIS DE LA HIDROLISIS BASICA DEL ACETATO DE GERANILO
Se realizaron varias reacciones de prueba siguiendo el procedimiento descrito en
la Secciéon 2.4, para hallar los niveles de los factores a usar en el disefio
experimental, obteniéndose concentraciones de acetato de geranilo entre 100 y
900 ppm.
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3.4.1 Determinacion del tiempo de reaccion

Como ultimas pruebas preliminares se determiné el tiempo de reaccidn siguiendo
el procedimiento descrito en la Seccién 2.4. En la jError! No se encuentra el
origen de la referencia. se puede observar la transformacion del acetato de
geranilo al transcurrir el tiempo. En ella se puede ver que la mayor transformacion
ocurrié a los 90 minutos. Por lo cual, fue el tiempo que se midi6 para todos los

experimentos del disefio experimental.
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Figura 15. Transformacién del acetato de geranilo presente en el AE de

palmarrosa a través del tiempo

3.4.2 Disefio experimental
Se realizaron las reacciones correspondientes a los experimentos propuestos en
la Seccién 2.4.2 de acuerdo con el procedimiento descrito en la Seccion 2.4. En

la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se presenta la
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concentracion del acetato de geranilo presente en el AE de palmarrosa para cada
uno de los experimentos, dicha cuantificacion se realizd llevando a cabo el
proceso descrito en la Seccion 2.4.3.

Tabla 13. Concentraciones del acetato de geranilo (g AG/mL AE), obtenidas en

los diferentes experimentos correspondientes al disefio central compuesto.

# Exp Relacion Concentracion Respuesta
BASE (mL) : AE (9) base (M) (g AG/ mL AE)
1 1,50 0,0625 0,051
2 1,50 0,250 0,035
3 5,50 0,0625 0,031
4 5,50 0,250 0,009
5 3,50 0,0312 0,038
6 3,50 0,500 0,006
7 0,50 0,125 0,044
8 6,50 0,125 0,026
9 3,50 0,125 0,028
10 3,50 0,125 0,031
11 3,50 0,125 0,029

3.4.3 Andlisis estadistico y encaje de modelos polinémicos

El andlisis de varianza ANOVA (ver jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) para el observable calculado, permiti6 evaluar estadisticamente la
significancia de las variables bajo estudio. El valor critico del pardmetro F para 1y
2 grados de libertad con un nivel de probabilidad P = 0,05, fue de 18,5.

72



Tabla 14. Anova del disefio experimental central compuesto implementado en el

estudio de hidrdlisis basica del acetato de geranilo presente en el AE de

palmarrosa.

., Sumas de Grados de Cuadrados
Fuente de variacion . ) Fo Efecto
cuadrados libertad medios
BASE (mL) : AE (g) 0,1730 1 0,1730 205,8 Sl
Conce”tziﬂc)'on — 0,2742 1 02742 3263 Sl
Interaccioén 0,0060 1 0,0060 7,2 NO
Error 0,0017 2 0,0008
Total 0,4549 5

De la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se concluye que

solamente la relacion entre el volumen de la base y la masa del AE y la

concentracion de la base resultaron significativas.

Tabla 15. Ecuaciones obtenidas en el proceso de optimizacion del proceso de la

hidrélisis basica de acetato de geranilo.

N° Ecuacion R R? LOF RMSEC
1 Y = Bo + B1X1 + BaXo 0,91 0,89 0,08 0,10
2 Y = Bo + B1X1 + BaXo + BaXa? + BaXo? 0,95 0,91 0,05 0,090
3 Y =Po+BiXs + BaXz + BaXi® + BaXo” + PsXo® + BeXo® 0,98 0,96 0,01 0,063
4 Y = Bo + B1X1 + BaXo + BaXe® + BaXo? + BsXq® 0,98 0,96 0,01 0,056
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5 Y = Bo + B1X1 + BaXo + BaXi? + BaXo® + BsXo° 0,95 0,89 0,05 0,098

Bo = intercepto; X; = Base (mL) : AE (g); Xz = Concentracion Base (M)

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se presentan las
ecuaciones evaluadas en la optimizacion del proceso de la hidrélisis basica del
acetato de geranilo presente en el AE de palmarrosa, asi como los valores de R?
estadistico ajustado, el error propio del modelo LOF (Lack of fit, falta de ajuste) y
RMSEC (Root mean square of error calibration, error medio de calibracion)

calculados.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion del modelo polinémico
para la optimizacion del proceso de la hidrdlisis bésica de acetato de geranilo, la
ecuacion N° 4 presento los valores estadisticos mas ajustados, es decir, el mayor
valor para el término R?, y los valores mas pequefios tanto para el término LOF
como para el RMSEC. La ecuacién N° 4 se validé con valores diferentes a los
descritos en el disefio experimental, con la finalidad de corroborar el modelo
obtenido. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se presentan
los niveles evaluados, las respuestas experimentales y calculadas por el modelo

matematico planteado.

Tabla 16. Datos de validacién del modelo matematico obtenido para la hidrdlisis

basica del acetato de geranilo.

Y = Bo + BuXy + BaXa + BaXe? + BaXo® + PsXo®

X1 Xz Respuesta Respuesta
Base : AE Concentracion experimental calculada Error (%)
(mL/g) Base (M) (g acetato/mL AE) (g acetato/mL AE)
2,5 0,3 0,02328 0,02423 4
2,5 0,3 0,02285 0,02423 6
53 0,3 0,00568 0,00555 2
5,3 0,3 0,00589 0,00555 6
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3,5 0,45 0,00782 0,00755 4
3,5 0,45 0,00809 0,00755 7

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se presentan los
coeficientes obtenidos para las variables descritas en la Ecuacion N° 4,
necesarios para encontrar las condiciones Optimas de la hidrolisis basica del

acetato de geranilo.

Tabla 17. Coeficientes de la ecuacién polinémica ajustada al modelo mateméatico
para las variables relacién de Base (mL) : AE (g) y concentracion de la base (M),

en el proceso de la hidrdlisis basica del acetato de geranilo.

Variable Coeficiente
Intercepto 1,1008
X, = Base : AE 0,3415
X2 = Concentracion Base -1,2028
X4? -3,4325
X5° 0,4569
X;® 2,6773

Los valores 6ptimos encontrados para cada variable se pueden observar en la

iError! No se encuentra el origen de la referencia..

Tabla 18. Valores optimos de las variables empleadas en el proceso de la

hidrolisis basica del acetato de geranilo presente en el AE de palmarrosa.

Y = Bo + BaX1 + BaXa + PaX1? + BaXo® + BsXi®
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Base : AE Concentracion Respuesta Respuesta

(mL/g) Base (M) experimental, calculada, Error, %
9 (% g acetato/mL AE) (% g acetato/mL AE)
59 0,45 0,22 0,20 10

En la Figura 16 se comparan los perfiles cromatograficos del AE de palmarrosa
antes y después de la transformacion del acetato de geranilo. El Cromatograma A

corresponde al AE hidrolizado en el experimento N° 6 del disefio experimental.
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Figura 16. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-FID de: (A) AE de
palmarrosa transformado del experimento N° 6 y (B) AE de palmarrosa crudo; 1
Geraniol, 2 acetato de geranilo, 3 ISTD.

El procedimiento de la hidrélisis basica del acetato de geranilo presente en el
aceite esencial de palmarrosa permite reducir a dicho éster hasta un 0,2%, en el
punto de maxima transformacion realizado en la validacion del disefio
experimental. De esta manera, se produce un aumento en la concentracion del

geraniol presente en el aceite esencial hasta de un 91%.

77



4 CONCLUSIONES

Se determinaron los rendimientos de los AE en cada una de las cosechas los
cuales fueron 0,42 para la cosecha 1y 0,43 para la cosecha 2.

Se caracterizaron los dos AE de C. martinii empleados en este trabajo, en los
cuales se identificaron positivamente 25 compuestos (90%) por GC-MS. Los
componentes principales fueron cis-B-ocimeno (ca. 0,5%), trans--ocimeno (ca.
1,6%), linalol (ca. 2,3%), geraniol (ca. 83%) y acetato de geranilo (ca. 9,6%).
Estos compuestos constituyen el 96 % del AE. La variacion en la concentracion
de estos componentes no fue significativa, exceptuando al acetato de geranilo,
debido probablemente a la diferencia de madurez de las plantas en cada

cosecha.

La destilacion fraccionada del AE de C. martinii se realizé en un equipo B/R
Instrument 800 — High Efficiency Micro Distillation el cual posee una columna
de destilacion (spinning band column) al vacio con 30 etapas, lo que permitié la
obtencion de cuatro fracciones principales y el residuo o fondo. La primera (67
°C) se caracterizd por cis-B-ocimeno (ca. 13%), trans-B-ocimeno (ca. 44%) y
linalol (ca. 21%), el segundo grupo (76 °C) estuvo dominado por trans-p-
ocimeno (ca. 24%), linalol (ca. 49%), el tercer grupo (87 °C) se caracterizO por
linalol (ca. 25%) y geraniol (ca. 55%), la cuarta fraccion (97 °C) constituida por
linalol (ca. 13%), geraniol (ca. 70%) y la presencia de compuestos un poco mas
pesados como acetato de geranilo (ca. 9%) y trans-B-cariofileno (ca. 6%). La

fraccion de fondo presenta principalmente los compuestos geraniol (ca. 87%) y
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acetato de geranilo (ca. 11%). La fraccion de fondo rectificada que presento el
mayor contenido de geraniol (86-87%) de composicion quimica reproducible
fue obtenida a la presion de 12 mmHg y a una temperatura de calentamiento
(T1) de 130 °C.

El desarrollo del disefio experimental planteado para la hidrélisis basica mostrd
que la variable X;= Base (mL) / AE (g) y la variable X,= [Base] (M) fueron
significativas en la disminucion de la concentracion del acetato de geranilo para
su transformacion a geraniol. Los valores éptimos para la variable X1 y X;
fueron respectivamente 5,9 mL base/g AE y 0,45 M. El punto de mayor
transformacién se determiné a partir de la ecuacion Y = 1,10 + 0,34X; — 1,20X,
— 3,43X,%> + 0,46X,> + 2,68X.>. El porcentaje de conversién para este

compuesto varia entre 96-98%.

Se puede concluir que aplicar solamente el procedimiento de rectificacion al
aceite esencial no es rentable si se desea llevar el procedimiento a escala
piloto e industrial, debido a que la concentracion maxima posible para el
geraniol, hallada por medio de este procedimiento, es tan solo de un 5%. Sin
embargo, aplicar el proceso de hidrdlisis basica y luego rectificar el AE de
palmarrosa aumentaria la concentracion del geraniol entre un 96 a un 98%,

procedimiento que es mas viable desde el punto de vista econémico.
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5 RECOMENDACIONES

Continuar con los estudios de destilacion fraccionada del AE de palmarrosa a
escala piloto, para separar los compuestos acetato de geranilo y geraniol que

permitan aumentar la pureza de este ultimo

Realizar estudios experimentales de la destilacion fraccionada del AE de
palmarrosa donde se compare la cantidad de masa destilada Vs. composicion

a través del tiempo.

Proseguir con el estudio de la hidrdlisis basica del acetato de geranilo,
empleando reactivos y catalizadores de bajo impacto ambiental, que permita a

su vez hacer el proceso economicamente viable y sostenible.
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7 ANEXOS

ANEXO A: ECUACIONES DE ANTOINE Y SUS COEFICIENTES

Tabla 19. Datos calculados usando la Ecuacién 1 para hallar las presiones de vapor (mmHg) a diferentes temperaturas (°C)

para el geraniol (Yaws et al., 2009).

Temg%r?tura dF:?/Zlggr Temgecr:)atura :er 353'3& Tem(;?%‘)atura :;r 32';’& Temt)%r?tura ;r?lsa'gg r Temt)%r)atura ;er 353'32 :
(mm Hag) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
4579 0,2336 1221 17,39 180,3 168,4 208,9 416,8 224 9 661,3
49 29 0,2987 1245 19,38 182,2 1795 210 4304 2258 676,6
5254 0,3731 1272 21,84 183,3 186,1 21 444 1 2266 6922
56,03 0,4712 1291 23,71 184,9 1964 2118 455 227 4 707.6
59,28 0,583 1321 26,94 186,2 2053 2126 4658 2278 7159
62,78 0,7302 1348 30,19 187.,6 2145 2132 4732 2282 7238
66,01 0,8941 1377 3418 189,2 226,2 214 484 4 2286 7318
69,26 1.092 140,7 38,62 190,5 2362 2145 4921 229 7403
74 11 1.461 144 2 44 53 1919 2466 2151 499 9 2294 748 4
77,61 1.794 148 51,73 193,3 2576 2156 507,8 2299 7571
81,64 2.259 1515 59,33 1949 271 216,2 5158
86,23 2918 155 67,89 196,5 2853 217 5278
92,42 4077 1579 75,95 1973 2925 217.8 540 4
94 33 4509 160,1 82,28 198.9 3077 2183 5488
98,36 5.557 162 88,22 200 318,2 2191 5615
99 96 6.030 164 4 96,41 2013 3317 2197 5702
1021 6.727 167 4 1073 2027 3456 2205 5833
105,6 8.010 169 13,7 2035 3544 2213 596,7
1081 9.029 170,3 1193 204 8 3691 2217 6034
110,2 10,01 1717 1251 2054 3752 2225 6176
11,8 10,82 173,6 1337 2059 3814 2229 6245
114,2 12,12 175,2 1413 206,7 3907 2233 632
175 141 177 1 1509 2075 4004 2237 6391

1191 15,2 178,4 158 208,3 4101 2245 654




Tabla 20. Datos calculados usando la Ecuacién 1 para hallar las presiones de vapor (mmHg) a diferentes temperaturas (°C)

para el acetato de geranilo (Yaws et al., 2009).

Te m?%r;xtura :er 323; Te m(eeCrz)atu ra (I;;r ﬁggr Te m{)= %rz)atu ra cf;rs/:ggr Te m(eecr?tura dF;rssalggr Te m?u %r?tu ra cf;rszlggr
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mm Hg)
79,01 1,452 118,7 10,82 161,3 61,26 192 1 175,2 2111 3129
80,32 1,563 1209 11,95 162,6 64,27 193,2 1814 2115 317
81,64 1,682 1227 12,91 164 1 67,93 194 1 186,5 212 3211
83,17 1,831 1242 13,82 165,9 72,35 1947 190,3 2128 3294
84,9 2,013 1264 15,2 167 75,22 1956 1956 2135 3356
86,86 2,240 1281 16,39 168,5 79,41 196,2 1996 2137 3379
88,41 2433 1299 17,66 169,8 83,18 196,9 2038 2146 3464
89,7 2607 1321 19,39 1716 88,46 198 2108 2154 355,2
91,23 2826 134 21,06 1735 947 1989 216,6 216,3 3643
9298 3,098 1358 22,65 1748 9903 1995 221 2172 3736
94 51 3,353 1377 24 56 175,9 1029 2006 2287 2178 3805
96,03 3,627 1393 26,15 177.2 1075 2013 2332 2187 3901
98 4008 1408 27,82 178,3 111,6 2019 2379 2192 395
99 54 4333 142 3 2958 179,6 116,6 2028 244 3 2196 3999
1011 4 676 1438 31,44 1812 1227 2034 2492 220 4049
102,8 5,096 146 3429 1823 127,3 2045 2577 2205 410
1048 5611 148 37,04 1834 132 2054 264 4 2211 4175
106,3 6,049 1495 393 184 134,9 2061 2697 2216 4227
108,3 6,648 g 42,06 1849 138,8 206,9 2769 2224 4332
110 7,221 1528 44 58 186.,4 145,9 2078 2841 2231 4411
1113 7,685 1545 47 62 1873 150,1 2082 2878 2235 4465
113,3 8,425 156,1 50,47 188,4 1555 208,9 2935 2242 454 6
115,2 9,228 157.6 53,44 1897 1623 2093 297 4 2248 4631
117 10,000 1598 57,92 191 169,3 2102 305 2257 474 2
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Tabla 21. Coeficientes de la Ecuacién 1 para geraniol y acetato de geranilo
(Yaws et al., 2009).

Nombre del . acetato de
trans-geraniol .
compuesto geranilo
Registro CAS No. 106-24-1 105-87-3

Formula molecular | C10H 18 O C12H2002

Constante A 8,60515 8,51142
Constante B 2773,11 2842,78
Constante C 254,443 261,464
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ANEXO B. CURVAS DE CALIBRACION

Tabla 22. Datos de la curva de calibracion interna para cuantificar el geraniol
presente en el AE de palmarrosa y en las fracciones F1, F2, F3, F4 y FF que
fueron obtenidas en los estudios de destilacion fraccionada (Secciones 3.3.2. y
3.3.3).

Geraniol " Factor de ISTD " Factor de
Area Area
(ppm) respuesta  (ppm) respuesta
1311,7 692,4 1,89 1504,8 1139,4 1,32

2623,5 1398,4 1,88 1504,8 1148,6 1,31
3935,2 2176,1 1,81 1504,8 1125,5 1,34

5247 3064,8 1,71 1504,8  1160,7 1,30
6558,7 3837,6 1,71 1504,8  1155,4 1,30
S 0,088 0,016

k4 1,8 1,3

CV, % 4,9 1,2

GERAMIOL, FIDT A
Area Ratio = 0.7E7EE5684mtR atio -0.05289632

Area Ratio JRel ResX(1]: -1.396

o Correlation: 0.93342
I T T T

0 1 2 2 Amount R atid

Figura 17. Curva de calibracion interna para cuantificar el geraniol presente en el
AE de palmarrosa y en las fracciones FF que fueron obtenidas en los estudios de
destilacion fraccionada (Secciones 3.3.2.y 3.3.3).
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Tabla 23. Datos de la curva de calibracion interna para cuantificar el linalol
presente en el AE de palmarrosa y en las fracciones F1, F2, F3, F4 y FF que
fueron obtenidas en los estudios de destilacion fraccionada (Secciones 3.3.2. y
3.3.3).

Linalol " Factor de ISTD " Factor de
(ppm) Al respuesta ppm Al respuesta
61,6 49,9 1,23 1504,8 910,1 1,65
184,7 113,1 1,63 1504,8 904,1 1,66
461,7 245,5 1,88 1504,8 1013,0 1,49
923,4 504,5 1,83 1504,8 1004,5 1,50
1846,9 1163,1 1,59 1504,8 969,3 1,55
2770,3 1728,2 1,60 1504,8 960,2 1,55
3693,7 2234,7 1,65 1504,8 960,0 1,57
4617,2 2722,8 1,70 1504,8 904,7 1,66
S 0,20 0,072
x 1,6 1,6
CV, % 11,9 4,6

LIMALOOL, FIDT A&
Area Ratio = 0.92450937AmtR atio +0.0047233

Area Ratio JRel Resk(7): 22.220
25
2

1.5

0 Correlation: 0.9333323
I T T

T
a 1 2 Arnount B atig

Figura 18. Curva de calibracion interna para cuantificar el linalol presente en el AE
de palmarrosa y las fracciones FF que fueron obtenidas en los estudios de

destilacion fraccionada (Secciones 3.3.2.y 3.3.3).
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Tabla 24. Datos de la curva de calibracion interna para cuantificar el acetato de
geranilo presente en el AE de palmarrosa y las fracciones F1, F2, F3, F4 y FF que
fueron obtenidas en los estudios de destilacién fraccionada (Secciones 3.3.2. y
3.3.3).

Acetato_ de - Factor de ISTD ‘ Factor de
gz AR respuesta ppm Al respuesta
(Ppm)
1261,8 591,14 2,134 1504,8 1139,4 1,32
2523,5 1215 2,077 1504,8 1148.,6 1,31
3785,3 1885,8 2,007 1504,8 11255 1,34
5047 2654,9 1,901 1504,8 1160,7 1,30
6308,8 3313,9 1,904 1504,8 1155,4 1,30
S 0,103 0,016
% 2,005 1,3
% CV 5,2 1,2

AC GERAMILD, FIDT &
Area Ratio = 0690529227 AmtRatio -0.046207 3
Area Ratio JRel. Res%01): -2 627
25
2
1.5
-1_
0.5
(e Correlation: 0.99947
- rr - r - r - 1 r r 1 T T
] 1 2 2 Amount Ratio

Figura 19. Curva de calibracion interna para cuantificar el acetato de geranilo
presente en el AE de palmarrosa y las fracciones FF que fueron obtenidas en los

estudios de destilacion fraccionada (Secciones 3.3.2.y 3.3.3).
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ANEXO C: CROMATOGRAMAS
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Figura 20. Cromatogramas de las fracciones F1 obtenidas en las destilaciones del
AE de palmarrosa a presion de 4 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 linalol, 2 geraniol, 3
acetato de geranilo, 4 ISTD.
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Figura 21. Cromatogramas de las fracciones F2 obtenidas en las destilaciones del

AE de palmarrosa a presion de 4 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 linalol, 2 geraniol, 3

acetato de geranilo, 4 ISTD.
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Figura 22. Cromatograma de la fraccién F3 obtenida en la destilacion del AE de
palmarrosa a presiéon de 4 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 linalol, 2 geraniol, 3 acetato
de geranilo, 4 ISTD.
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Figura 23. Cromatogramas de las fracciones FF obtenidas en la destilacién del AE

de palmarrosa a presion de 4 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 linalol, 2 geraniol, 3

acetato de geranilo, 4 ISTD.

101



pA 1
1200 -

1000 -
600 -
600 -

tn

400 -
200 -

15 20 25 30 35 A0 45 50 min
pA

1400

1200 2

1000
800
600

400

200

0 + RS

15 20 25 30 35 A0 45 50 min

Figura 24. Cromatogramas de las fracciones F1 obtenidas en la destilacién del AE
de palmarrosa a presion de 8 mmHg (Seccién 3.3.2.). 1 trans-B-ocimeno, 2 linalol,

3 geraniol, 4 acetato de geranilo, 5 ISTD.
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Figura 25. Cromatogramas de las fracciones F2 obtenidas en la destilacién del AE

de palmarrosa a presion de 8 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 linalol,

acetato de geranilo, 4 ISTD.
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Figura 26. Cromatogramas de las fracciones F3 obtenidas en la destilacién del AE
de palmarrosa a presion de 8 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 linalol, 2 geraniol, 3

acetato de geranilo, 4 ISTD.
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Figura 27. Cromatogramas de las fracciones FF obtenidas en la destilacién del AE
de palmarrosa a presion de 8 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 geraniol, 2 acetato de
geranilo, 3 ISTD.
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Figura 28. Cromatogramas de las fracciones F1 obtenidas en la destilacién del AE
de palmarrosa a presién de 12 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1. 6-Metil-5-hepten-2-ona,
2. B-Mirceno, 3. cis-B-ocimeno, 4. trans-B-ocimeno, 5. linalol, 6. geraniol, 7. acetato
de geranilo, 8. ISTD.
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Figura 29. Cromatogramas de las fracciones F2 obtenidas en la destilacién del AE
de palmarrosa a presion de 12 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1. 6-Metil-5-hepten-2-ona,

2. B-Mirceno, 3. cis-B-ocimeno, 4. trans-B-ocimeno, 5. linalol, 6. geraniol, 7. ISTD.
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Figura 30. Cromatogramas de las fracciones F3 obtenidas en la destilacién del AE
de palmarrosa a presién de 12 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1. 6-Metil-5-hepten-2-ona,
2. B-Mirceno, 3. cis-B-ocimeno, 4. trans-B-ocimeno, 5. linalol, 6. geraniol, 7.

Acetato de geranilo, 8. ISTD, 9. trans-B-Cariofileno.
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Figura 31. Cromatogramas de las fracciones F4 obtenidas en la destilacién del AE
de palmarrosa a presion de 12 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1. 6-Metil-5-hepten-2-ona,
2. B-Mirceno, 3. cis-B-ocimeno, 4. trans-B-ocimeno, 5. linalol, 6. geraniol, 7.

Acetato de geranilo, 8. ISTD, 9. trans-B-Cariofileno.
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Figura 32. Cromatogramas de las fracciones FF obtenidas en la destilacion del AE
de palmarrosa a presion de 12 mmHg (Seccion 3.3.2.). 1 geraniol, 2 acetato de

geranilo, 3 ISTD, 4 trans-B-Cariofileno.
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