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RESUMEN

TITULO: AISLAMIENTO A ESCALA PILOTO DE LOS COMPONENTES
MAYORITARIOS DEL ACEITE ESENCIAL DE Lippia alba
MEDIANTE DESTILACION FRACCIONADA CON COLUMNA
ROTATORIA*

AUTORES: Ever James Ortiz Orozco, Zaid Rincoén Vides**

Palabras claves: aceite de Lippia alba, limoneno, carvona, destilacion fraccionada,
columna rotatoria, presion reducida.

El aislamiento de los compuestos organicos de interés comercial que componen los aceites
esenciales (AE), se constituye en una herramienta que aumenta el valor de estos productos. La
Lippia alba quimiotipo carvona es una planta aromatica cuyo AE posee un alto contenido de
limoneno y carvona, compuestos que son empleados en la industria como aromatizantes,
saborizantes, disolventes y que poseen aplicaciones en la industria farmacéutica.

El objetivo del proyecto fue aislar los componentes mayoritarios (CM) del AE de L. alba (limoneno y
carvona) a escala piloto con una concentracién superior a la que se encontraban en el AE ademas de la
elaboracion de un manual de procedimiento para el aislamiento de forma que se logre estandarizar el
proceso.

La metodologia mas empleada para lograr el aislamiento de los componentes del AE se basa en las
diferencias entre sus presiones de vapor, o sus temperaturas de ebullicion, por ello la separacion de
los CM se realiz6 mediante destilacion fraccionada con columna rotatoria a presion reducida para
evitar la descomposicion térmica de estos compuestos; Se buscaron las condiciones de reflujo,
presion, rangos de temperatura y tiempos de recoleccién, que permitieran lograr la separacion
deseada. La composicion de las fracciones se determiné por cromatografia de gases con
detectores de ionizacion en llama o selectivo de masas. Se logré aislar los CM del AE limoneno al
97,78% y carvona al 86,43% de pureza.

*Proyecto de grado.
**Facultad de Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Jairo René Martinez.
Codirectora: Elena E. Stashenko.
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ABSTRACT

TITTLE: PILOT SCALE ISOLATION OF MAJOR COMPONENTS OF Lippia alba
ESSENTIAL OIL PERFORMED BY ROTATING COLUMN FRACTIONAL
DISTILLATION*

AUTHORS: Ever James Ortiz Orozco, Zaid Rincon Vides**

Keywords: Lippia alba oil, limonene, carvone, reduced pressure fractional
distillation, rotating column

The isolation of organic compounds of commercial interest that make up the essential oils (EO)
constitutes a tool to increase revenue in this agro-business. The carvone chemotype of Lippia alba
is an aromatic plant whose EO has a high content of limonene and carvone, compounds which are
employed as flavoring agents, solvents, and which have applications in the pharmaceutical industry.

The project's objective was to isolate the major components (MC) of the L. alba EO (limonene and
carvone) on a pilot basis with a higher concentration than in the EO. A manual for this procedure
was written, to help standardize the process.

The methodology used for EO component isolation is based on the differences in their vapor
pressures or boiling points. The MC separation was performed by rotating column fractional
distillation under reduced pressure to avoid thermal decomposition of these compounds. We
established reflux conditions, pressure, temperature ranges and collection times, which would
achieve the desired separation. The composition of the fractions was determined by gas
chromatography with flame ionization or mass selective detection. Limonene and carvone were
isolated with 97.78% and 86.43% purity, respectively.

*Undergraduate thesis.
**Physicochemical faculty. Chemical Engineering School. Director: Jairo René Martinez.
Codirector: Elena E. Stashenko.
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1. INTRODUCCION

Colombia es el segundo pais con mayor biodiversidad del mundo (41000 especies
de plantas) [1], y cuenta con un gran numero de especies vegetales aromaticas,
cuyo aprovechamiento aiun no se ha vislumbrado en proyectos de desarrollo
sostenible. Entre las plantas aromaticas que se encuentran propagadas en
Colombia, esta la Lippia alba Mill. N.E. Brown (L. alba) quimiotipo carvona, a
partir de la cual se obtiene un aceite esencial (AE) rico en limoneno y carvona, su
composicion puede variar de acuerdo con las condiciones agroecolégicas en las
gue fue cultivada la planta. La carvona es usada como inhibidor en la germinacién
de algunos tubérculos, como agente antimicrobiano y repelente contra insectos, en
la sintesis de medicamentos y como indicador bioquimico, entre otros [2]. El
limoneno es usado como disolvente de resinas, pigmentos y pinturas, como
aromatizante y saborizante, en la fabricacion de dulces y bebidas y como

insecticida, entre otras aplicaciones [3].

La gran importancia del limoneno y la carvona se debe a su amplio
aprovechamiento a nivel industrial [4]. Algunos cientificos han logrado producirlos
de manera sintética a partir de otras sustancias. Sin embargo, esto requiere el
empleo de sustancias que a largo plazo pueden ser perjudiciales para la salud
humana, razén por la cual muchos consumidores han optado por usar insumos
que sean de origen natural y cuya extraccion sea completamente limpia sin rastros
de solventes y ningun tipo de sustancias perjudiciales para la salud. La extraccion
de estos componentes por métodos amigables con el medio ambiente como la
destilacion fraccionada, es una excelente alternativa, ya que contribuye al
desarrollo rural, debido a que actualmente en el pais no se producen estas

sustancias.

El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) mediante el programa de
Cadenas Productivas financia grupos de investigacion [5] como CIBIMOL que

aportan el conocimiento cientifico necesario en pro del desarrollo sostenible
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aprovechando de manera responsable la gran abundancia de recursos naturales
en Colombia. Una de las alternativas es la rectificacion del AE de L. alba obtenido
a partir de plantas cultivadas en el municipio de Socorro (Santander). Un objetivo
es obtener del AE mediante técnicas de extraccion limpias, limoneno y carvona en
una concentracion mayor de la que poseen en el AE. Este proyecto es pionero en
Colombia en materia de investigacion en la separacién de limoneno y carvona a
partir de dicho AE. Con este propdsito se decidio realizar la separacion de estas 2
sustancias por destilacion fraccionada a presién reducida, y se elaboré un manual
de procedimiento donde se describié paso a paso la metodologia a seguir para

separar dichos componentes.

Para este trabajo se us6 un equipo de destilacidn fraccionada a presién reducida
que opera por lotes fabricado por la empresa BR Instrument y cuyo principio
operacional es la destilacién con columna rotatoria, spinning band distillation. Para
predecir las temperaturas de ebullicion de las sustancias a separar a presion
reducida, se us6 la ecuacion de Antoine extendida y se realiz6 una serie de
experimentos para establecer las condiciones de temperatura, presion y reflujo a
las cuales se logra la mejor separacion de los componentes. La composicion
quimica de los AE y las fracciones se estableciod utilizando cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS); la cuantificacion de los
componentes mayoritarios se realiz6 usando cromatografia de gases con detector
de ionizacion en llama (GC-FID) [6]. Los resultados parciales de este proyecto
fueron expuestos en el marco del XXIX Congreso Latinoamericano de Quimica,
llevado a cabo del 27 de septiembre al 1 de octubre de 2010, en la ciudad de

Cartagena de Indias, Colombia.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Lippia alba

La L. alba (Figura 1) es una planta que pertenece a la familia Verbenaceae,
género Lippia y la especie: alba, entre los nombres mas comunes encontramos
Prontoalivio (Colombia), Erva Cidreira (Brazil), Juanilama (Costa Rica) y Salvia
Morada (Argentina). Es un arbusto aromatico que mide entre 1 y 1,5 m de
altura. Sus hojas usualmente opuestas de 2-7 cm de largo, alargadas,
alargadas — ovaladas, flores en espigas, con corola lila palido, purpura o blanco
purpura [7].

Figura 1. Lippia alba Mill. N.E. Brown
Se encuentra en regiones con clima céalido humedo, calido seco y templado
a una altura de hasta 1800 msnm [8]. Se desarrolla en regiones con
temperaturas hasta de 32°C, con alta intensidad luminica [9] en
Latinoamérica, desde México hasta Argentina.

La composicion quimica del aceite esencial depende sensiblemente del origen
geogréfico de la planta, las condiciones de cultivo, edad y parte de la planta que
se emplea para la extraccion asi como de la técnica que se utiliza [10]. La
familia Verbenacea posee gran capacidad de adaptacion que se ve reflejada en la
gran cantidad de variaciones fitoquimicas, en particular en la especia L. alba, que

posee 7 quimiotipos, o plantas de la misma especie, con caracteristicas
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morfoldgicas idénticas, que solo se diferencian en la composicién quimica de su
AE [11]. EI quimiotipo carvona, de interés en este trabajo, contiene limoneno y

carvona, el cual en Colombia es el mas comun para Lippia alba

2.1.1 Usos delal. alba.
Tiene una gran aplicacion farmacolégica como agente antimicrobiano,
antiviral, citoestatico y anticonvulsionante, reforzando los usos tradicionales

comoanalgésico-antiinflamatorio-antipirético y sedante [12]

2.1.2 Composicion quimica del AE de L. alba quimiotipo carvona.
El aceite esencial de L. alba es una mezcla de componentes volatiles producto
del metabolismo secundario de las plantas siendo los compuestos mayoritarios

de este el limoneno c.a. 40% y la carvona c.a. 35% [13].

2.1.3 Componentes mayoritarios del AE de L. alba

2.1.3.1 Limoneno.

Monoterpeno ciclico con dos enlaces dobles C;oH;¢ (Figura 2.).Es uno de los
terpenos mas ampliamente distribuido, que se encuentra en muchos aceites
volatiles, en algunos como componente mayoritario, especialmente en los
aceites citricos; les da el olor caracteristico y no tiene color. Esta sustancia se

oxida facilmente en presencia de luz [14].

Figura 2. Estructura del limoneno

En los dltimos afios el limoneno ha adquirido una singular importancia debido a
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su demanda como disolvente biodegradable, o como compuesto de partida en la
sintesis de nuevos sustancias. También es utilizado por las industrias

farmacéuticas y alimentarias como componente aroméatico y saborizante [15].

2.1.3.2 Carvona.

Monoterpeno oxigenado C;,H,,0 (Figura 3), que puede encontrarse en los
aceites esenciales de diversas plantas, principalmente en la alcaravea
(Carum-carviy y en la conocida menta verde (Mentha spicata). La

carvona puede presentarse en sus dos formas enantioméricas.

S-Carvona R-carvona

Figura 3. Estructuras enatioméricas de la carvona.

La R-carvona tiene el olor dulce caracteristico de la menta, mientras que la S-
carvona tiene un olor caracteristico, similar al anis y al hinojo. Los usos que
han sido reportados para el enantiomero R- carvona se han clasificado en
categorias segun su area de aplicacion. Este enantiomero ha presentado
actividad antimicrobiana, siendo efectivo contra una amplia gama de hongos y
de bacterias patégenos humanos. En el campo medicinal, la S-carvona, que se
encuentra presente en el AE de L. alba, fue clasificada como un agente
potencial preventivo, ya que su actividad anticarcinogénica esta relacionada
con su capacidad para inducir un aumento en la actividad de enzimas

detoxificantes [2] .
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2.2 Aislamiento de los componentes (Rectificacion).

Una mezcla esta definida como la combinacion de dos o méas sustancias en
proporciones variables cuyos componentes conservan sus propiedades
originales. Las mezclas pueden ser entre dos liquidos, dos solidos o entre un
liquido y un solido [16]. Debido a que los AE son mezclas liquidas homogéneas
de muchos componentes, se debe pensar en un método para separar dichos
componentes con una alta pureza que sea econdmico y amigable con el medio

ambiente, como lo es la destilacion.

2.2.1 Destilacion.

La destilacion es un método fisico de separacion, que consiste en la vaporizacion
de una fraccion definida del liquido, en una forma tal que el vapor que se forma
estd en equilibrio con el liquido residual. Posteriormente se separa el vapor del

liquido, y finalmente se condensa el vapor [17].

2.2.2 Destilacion a presion reducida.

Se usa para destilar sustancias a temperaturas por debajo de su punto normal de
ebullicibn. Muchas sustancias no pueden purificarse por destilacion a la presién
ordinaria porque se genera una descomposicion o0 polimerizacion en
temperaturas cercanas a su punto de ebullicibn normal. En otros casos la
destilacién requiere inmensas inversiones y gran cantidad de energia. En
consecuencia se emplea el método de destilacion a presién reducida en el cual
generalmente se utilizan columnas empacadas, pero también existen otros tipos

de columna como lo son: las de platos y las de banda rotatoria [18].

En este trabajo, el aislamiento de los componentes mayoritarios presentes en el
AE, se realizé mediante destilacion fraccionada y se trabajé con un equipo de
destilaciéon fraccionada por lotes a presion reducida, cuyo principio operacional es

la destilacion con columna rotatoria, “spinning band distillation” [19].
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2.2.3 Spinning band distillation

Es un tipo especifico de columna de destilacion con una banda de material inerte
llamada Spinning Band que gira a lo largo del interior de la columna. Generalmente
las bandas incorporadas en este tipo de columna tienen forma espiral (Figura 4) y
al rotar generan un leve contacto con las paredes. La forma espiral da a la banda
una apariencia de elongaciones helicoidales que producen una fuerza axial cuando
ésta gira a altas revoluciones. Esto permite que el reflujo descienda por las
paredes de la columna rapida y uniformemente, de manera que se previene la

inundacién cuando la columna se opera con un flujo de vapor elevado [20].

Las principales caracteristicas de esta técnica son:

= Alta pureza. Los 50 platos tedricos de la columna permiten obtener destilados
con alta pureza. En sabores, fragancias, productos naturales y aceites
esenciales, incluso un pequefio aumento en la pureza, se puede traducir en un
gran incremento en el valor econémico.

= Bajo “Hold up”. En la columna spinning band distillation se quedan menos de
1,5 mililitros después que la destilaciéon se ha completado. Esto quiere decir
gque se pierde muy poca cantidad de material valioso en el proceso de
purificacion.

= Baja caida de presion. La caida de presion desde la parte superior hasta el
fondo, es muy baja, comparada con una torre empacada. Esto pude resultar
ventajoso cuando se trabaja con sustancias muy sensibles a cambios bruscos
de temperatura o presion.

= Automatizacion. El proceso puede ser totalmente automatico; una vez que los
parametros deseados estan programados, la columna puede operar sin

intervencién del operador [20].
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Figura 4. Spinning band distillation (Tomado de www.brinstrument.com)

2.2.3.1 Spinning Band

Hay dos tipos principales de spinning band, de teflén y de metal. La de tefl6n es la
mas comun y tiene un maximo de 50 platos tedricos a presion atmosférica. Son
adecuadas para destilaciones que lleguen hasta los 225 °C; el teflébn no es
adecuado para temperaturas superiores a esta, ya que se vuelve suave y debido
a la fuerza ejercida por los giros se puede partir.

En situaciones donde la temperatura de ebullicion esté por arriba de los 225 °C se
puede usar una Spinning band de metal; el metal mas comun usado para hacer
spinning bands es el Monel. Este es un acero inoxidable con un alto contenido de
molibdeno que le confiere una alta resistencia a la corrosion que puedan causar

las sustancias con las que se trabaja [20].

2.2.4 Ecuacién de Antoine
La ecuacion de Antoine es una ecuacion empirica que permite interpolar datos
experimentales de presion de vapor como funcion de la temperatura para una

sustancia pura. Dicho en otras palabras, es una relacion matematica que permite
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conocer el punto de ebullicion de un liquido puro a diferentes presiones. De esta
ecuacién se conocen 2 versiones, la Ecuacion 1, es la ecuacién de Antoine

estandar, y la Ecuacion 2, es la ecuacion de Antoine extendida [21]

In(p}) = A + T‘j;c (Ecuacion 1)
In(p;) =Gy + % + CyiT + Cs; In(T) + Cy; TC74 (Ecuacion 2)

Donde A, B, C, Cy;,C,;,C3,Cy 1, Cs1, Co i y C;; SON constantes particulares de cada
sustanciay T y P son la temperatura y presion del sistema respectivamente; en
el Anexo A, se encuentran los valores de estas constantes de la Ecuacion 2
para limoneno y carvona. El mayor niumero de constantes de la Ecuacion 2
permite que en muchas ocasiones esa ecuacion resulte véalida entre el punto
triple y el punto critico de la sustancia, lo cual es todo el intervalo de temperatura

en el cual la presion de vapor tiene sentido fisico [21].

2.3 Cienciometria

La cienciometria estudia aspectos cuantitativos de la ciencia como disciplina o
actividad econdmica, permitiendo realizar una revision del estado investigativo de
un tema de interés especifico. Esta emplea técnicas mateméticas y el analisis
estadistico para indagar las caracteristicas de la investigacion cientifica. Ademas,
se ha considerado como un instrumento de la sociologia de la ciencia, incluyendo
el analisis de factores que pueden ser determinantes para el desarrollo de la
actividad cientifica como lo son el namero de investigadores, fuentes de

financiamiento y productividad [22,23]

El analisis cienciométrico para este trabajo se realiz0 empleando dos bases de

datos reconocidas, Scopus y Web of Science. La busqueda se efectud el 6 de
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septiembre de 2010 y se usaron 2 ecuaciones de busqueda en cada base de

datos, a saber:

1. Ecuacion de busqueda: Scopus, TITLE-ABS-KEY (lippia alba of essential oil, In:

article Title, Abstract, and keywords),1960-2010

2. Ecuacion de busqueda: Scopus, TITLE-ABS-KEY (fractional distillation of

essential oils, In: article Title, Abstract, and keywords),1960-2010

3. Ecuacion de busqueda: Topic:(lippia alba of essential oil), Timespan=2001-2010.
Databases=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI

4. Ecuacién de busqueda: Topic:("fractional distillation") AND Topic:(essential oils)
Timespan=2001-2010. Databases=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI.

Tabla 1: Resumen del analisis cienciométrico

Bases de datos

SCOPUS

WEB OF SCIENCE (1SI Web of Knowledge)

Ecuaciones de

lippia alba essential oil 1

fractional distillation of

lippia alba essential oil 3

fractional distillation of

busqueda essential oils 2 essential oils 4
No. 'I:otal de 68 3 2 7
articulos
Autores con Stashenko,E (5) Marongiu, B. (7) Stashenko, E (5) Chaouch, A (2)
mayor numero Martinez,J.R (3) Porcedda, S. (7) Kumar, S (4) Farah, A (2)
de publicaciones Viana,G.S.B (3) Piras, A. (4) Bahl, JR (2) Satrani, B (2)
Flavour and Fragrance Flavour and Fragrance Flavour and Fragrance Industrial crops and
Revistas con Journal (8) Journal (7) Journal (6) products (1)
mayor numero Journal of Essential Oil Journal of Essential Oil Journal of journal of food process

de publicaciones

Research (7)

Research (5)

Ethnopharmacology (5)

engineering (1)

Ethnopharmacology (7) Acta Botanica Gallica (2) communications (4) Journal (1)
Afios con mayor 2010 (7) 2008 (1) 2010 (6) 2009 (1)
numero de 2009 (13) 2007 (3) 2009 (10) 2007 (2)
publicaciones 2007 (6) 2006(3) 2006 (5) 2006 (2)

Areas de mayor
investigacion

agriculturay ciencias
biologicas (32)

agriculturay ciencias
biologicas (22)

tecnologiay ciencia en
alimentos (15)

tecnologiay ciencia en
alimentos (3)

farmacologia, toxicologiay
farmaceutica (28)

quimica (21)

Quimica (11)

Ciencias de las plantas (2)

quimica (21)

ingenieria quimica(3)

Medicina (10)

Agricultura (1)

Los resultados completos del analisis cienciométrico se encuentran en el Anexo

B.
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3. METODOLOGIA

El desarrollo de la parte experimental inicio en la torre de destilacidon por lotes B/R
Instrument 800 — High Efficiency Micro Distillation a escala de laboratorio (equipo
A) (Figura 5) donde se hallaron las condiciones de presion (P) de operacion a la
cual se obtuvo la mejor separacion; las temperaturas de ebullicion del limoneno y

la carvona se predijeron usando la Ecuacién 2.

Figura 5. B/R Instrument 800 — High Efficiency Micro Distillation

3.1 Descripcion del proceso

Se aumentd la temperatura de fondos (T1) lentamente (aproximadamente 3 °C
cada 10 minutos) a una P constante (diferente para cada compuesto),
encendiendo la spinning band al observar las primeras gotas de destilado; se
esperd a que la temperatura de topes (T2) aumentara hasta su valor constante,
gue era el punto de ebullicion de la sustancia; seguido a ello se abrié la valvula de
reflujo (VR) para recoger la fracciéon (Fi); luego de un tiempo T2 disminuyd hasta

un valor cercano al inicial y se cerro VR.

Luego de haber establecido las condiciones de P de operacion adecuadas se
iniciaron pruebas en la torre a escala piloto B/R Instrument 9600 High Efficiency

Distillation System (equipo B) (Figura 6), cuyo principio operacional es igual al
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equipo a escala laboratorio y maneja la misma proporcion en las dimensiones. Se

sigui6 la misma metodologia descrita anteriormente. Los parametros y la

programacion de los métodos usados en el Equipo B encuentran descritos en el

manual de procedimiento contenido en el Anexo C.

Figura 6. B/R Instrument 9600 High Efficiency Distillation System

Las especificaciones completas de los equipos se encuentran en el Anexo D.

3.1.1 Eleccién de pardmetros y condiciones de operacion.

Se tuvieron en cuenta los siguientes parametros:

Masa de AE: La masa de AE (M) se mantuvo constante durante el
desarrollo de las pruebas en equipo Ay fue de 17 = 0.4 g. Por otro lado en
el equipo B fue de 970 £ 5 g.

Presion del sistema: Durante las pruebas en el equipo A, se evaluaron
diferentes presiones, 4, 5, 6, 10 y 12 mmHg, con el fin de encontrar la mejor
separacién entre los componentes.

Temperatura méxima de calentamiento: Con el calentamiento los
componentes de los AE pueden sufrir cambios en sus propiedades
fisicoquimicas, y son sensibles a sufrir descomposicion térmica. Se

establecié6 una temperatura maxima de 130°C debido a que es de suma
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importancia seguir conservando todas las propiedades de los componentes
después de haberlos separado.

e Tiempo en equilibrio: Se llamo tiempo en equilibrio (t) al tiempo que se
esperaba luego de haberse formado la primera gota de producto en el
destilado para abrir la valvula de reflujo y empezar a recoger la fraccion.
Para los equipos Ay B se utilizaron 10 y 15 min respectivamente.

e Reflujo: EIl reflujo (RR) vari6 en los dos equipos; en el equipo A se
controlaba mediante una valvula que se operaba de forma manual, y se
establecié el mejor en 2 vueltas contadas a partir del punto cero marcado
con una linea; en el equipo B funciona de manera automética,
estableciéndose una relacion N:1, donde N es el tiempo en segundos que
tarda en abrir nuevamente la valvula por 1 segundo en ciclos repetitivos, y
se establecieron en N=4 y N=5 para limoneno y carvona respectivamente.

e Agitacion: El sistema de agitacion (A) permitié eliminar gradientes de
temperatura para que ésta fuera constante en todo el AE. En el Equipo A,
ésta se logrd con un agitador electromagnético y se mantuvo en 3 la escala
del agitador. En el Equipo B, la agitacion se dio adicionando perlas de

ebullicién directamente en el AE.

3.1.2 Destilacion y recoleccién de fracciones.

La destilacion o fraccionamiento inicié con la eleccion del AE, todas las pruebas se
realizaron con un lote distinto, con el fin de establecer condiciones que tuvieran
reproducibilidad sin importar las condiciones a las que fue cultivada la planta,
tiempo de recoleccién, tiempo de secado, entre otras variables que infieren en la
composicion del AE. Posteriormente se inicid el fraccionamiento ajustando la
presion de operacion establecida después de haberse asegurado que el equipo
estuviera hermético; se calenté lentamente (aproximadamente 3°C cada 10
minutos) para prevenir inundaciones en la columna; y se siguio la descripcion del

proceso mencionado anteriormente en la seccion 3.1.
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Se recogieron 7 fracciones asi: la fraccion 1 rica en limoneno con
aproximadamente 93% de éste y con los componentes mas volatiles; la segunda
(fraccion de interés) rica en limoneno y con aproximadamente 98% de éste; las
fracciones 3 y 4 con los remanentes de limoneno y productos intermedios; la
quinta (fraccion de interés) rica en carvona y con aproximadamente 87% de esta,
las fracciones 6 y 7 con los remanentes de carvona y otros productos, y un residuo

con los componentes menos volatiles.

3.2 Anadlisis cromatogréfico

La identificaciébn de los componentes en el AE y sus fracciones se realiz6 por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS); La
cuantificacion de los compuestos de interés (limoneno y carvona), se realizé por
cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (GC-FID). Se us6 una
curva de calibracion externa con patrones certificados de limoneno y carvona
suministrados por la empresa Aldrich Chemical Company Inc. (Milwaukee.
Wisconsin. EE.UU) [6].

3.2.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Para este analisis se utilizd6 un equipo Agilent Technologies 6890 Plus
Series GC System acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies MSD 5973 Inert XL Mass Selective Detector equipado con un
puerto de inyeccion split/splitless (250 °C, relacion de split 50:1), un inyector
automatico Agilent Technologies 7893B Series Inyector y un autosampler
Agilent Technologies 7863 Series. El proceso de separacion de los analitos se
llevdo a cabo en una columna apolar DB5-MS (J&W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU), con fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol)
de 60 m x 0,25 mm D.I. x 0,25 mm, df. El gas de arrastre utilizado fue
helio, con una presion de entrada en la cabeza de columna de 20,15 psi. La
temperatura del horno se programé desde 45 °C (10 min) @ 10 °C/min hasta
200 °C (10 min). Los espectros de masas Yy corrientes ionicas reconstruidas

(TIC) se obtuvieron en un cuadrupolo, por medio de barrido automético de
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frecuencia (full scan), en el rango de masas de m/z 40-350. Los datos
cromatogréficos fueron adquiridos y procesados con el sistema de datos
Hewlet-Packard MSChemStation que incluye bases de datos Wiley version
2002, NIST versiéon 2005 y QuadLib2004 (Adams).

Para la identificacion de los componentes bajo estudio, se usaron criterios
cromatograficos como tiempos de elucion e indices de retencion Iz, Yy
espectroscopicos, como comparacion de espectros de masas con los de bases de

datos.

El calculo de indices de retencion se realizé con la Ecuaciéon 3.

Ip = 100n + 100 Rk (Ecuacion 3)

tRN—tRn

n =Numero de atomos de carbono del hidrocarburo que eluye antes del

compuesto de interés
trx = Tiempo de retencién del compuesto de interés;

trn=Tiempo de retencién del hidrocarburo que eluye antes del compuesto de

interés;

tgy=Tiempo de retencion del hidrocarburo que eluye después del compuesto de

interés.

3.2.2 Cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama

Para la cuantificacion de limoneno y carvona en las fracciones del AE obtenidos se
utilizé patréon certificado de limoneno al 97% de pureza y patron certificado de
carvona al 98% de pureza como estandar externo, y tetradecano como estandar
interno, suministrados por la empresa Sigma Aldrich Chemical Company Inc

(Milwaukee. EE.UU). EIl tetradecano se utilizO para encontrar la cantidad
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aproximada en partes por millon de limoneno y carvona presentes en las
fracciones respecto a una concentracion conocida de tetradecano empleado para
la relacién de éareas, luego se fijé el intervalo de concentraciones para realizar la
curva de calibracion; el primero se us6 para hacer la curva de calibracion del
equipo y encontrar las concentraciones corregidas de limoneno y carvona en

partes por millon (ppm) para cada muestra analizada.

Para este andlisis se us6 un equipo Agilent technologies 5890 plus GC System
con detector FID, equipado con un puerto de inyeccion Split/splitless (250°C,
relacion de Split 30:1), un inyector automatico Agilent technologies7893 y un
Autosampler Agilent technologies7863. La columna de separacion fue capilar
apolar DB-5 (J&W Scientific Folsom, CA EE.UU) de 30 m x 0.24 mm, D.l x 0.25
mm, df, con fase estacionaria de 5% fenil-poli(metilsiloxano). El gas de arrastre
empleado fue helio, con una presion de entrada de cabeza de la columna de 16.47
psi. La temperatura del horno se program6 de 45 °C(5 min) @4 °C/min hasta 150
°C(2 min) @5 °C/min hasta 250 °C(5 min) @ 10 °C/min hasta 275 °C(15 min).

Los datos fueron adquiridos y procesados en el sistema ChemStation HP 5890;

para los calculos con tetradecano se usaron las Ecuaciones 4,5y 6.

Ctet = (2ULte/0,001Lg/0) * prer (Ecuacion 4)
Ciim = (Aiim/Atet) * Cter (Ecuacion 5)
Cear = (Acar/Atet) * Ctet (Ecuacion 6)
Donde,

C:o; =Concentracion de tetradecano en la muestra.
pret =Densidad del tetradecano (0,767mg/ulL).
Ciim Y Cqqr =Concentraciones de limoneno y carvona respectivamente.

Aim Y Acqr =Areas de los picos correspondientes al limoneno y la carvona.
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Ao =Area del pico correspondiente al tetradecano.

La curva de calibracién externa se prepar6é con las siguientes concentraciones
conocidas de limoneno y carvona: 1000, 5000, 10000, 14000, 18000, 22000,
26000 y 30000 ppm.

3.3 Balance de masa
Se peso la cantidad de aceite inicial y las fracciones obtenidas. Con la Ecuacion 7

se hallaron las pérdidas (acumulacion) de aceite durante el proceso.

My =YX Ms + M, (Ecuacioén 7)
Donde,

M, = Masa inicial de AE.

M, = Masa de cada fraccion

M, = Masa acumulada durante el proceso.

4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Destilacion

Equipo A: Se realizaron 14 pruebas para hallar las condiciones de operacién. Se
concluyé que para obtener una mejor separacion entre los componentes, el
proceso deberia hacerse a 2 presiones distintas, una para cada sustancia de
interes. Para separar mejor el limoneno se trabajé a una presién de 12 mmHg, y
para separar la carvona se trabajo a 6 mmHg con el fin separar la carvona sin

sobrepasar el limite de temperatura que se fijé inicialmente en 130°C.

Equipo B: Se realizaron 7 pruebas en total con las condiciones establecidas en el
equipo A. El contenido inicial aproximado de limoneno y carvona en los AE
usados, fue de 35% y 46% respectivamente, se logré obtener las 2 fracciones

deseadas siguiendo la metodologia descrita, una fraccion rica en limoneno del
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98% de pureza (305 g), con coloracion transparente y traslicida, y una fraccion
rica en carvona del 86% de pureza (295 g) con una leve coloraciéon amarilla y

traslucida.

Con base en las pruebas realizadas, se observd que las condiciones de Ty P a
las que se da la separacion son independientes de la composicion inicial del AE.
Las condiciones de T, P y reflujo a las que se obtuvieron ambas fracciones

deseadas se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones de obtencién de limoneno al 98% y carvona al 86% de

pureza.
Limoneno Carvona
Intervalo de T[°C] 61-67 | Intervalo de T [°C] 91-95
P [mmH(g] 12 P [mmH(g] 6
Reflujo (RR) [N] 4 Reflujo (RR) [N] 5
Tiempo [h] 3.5 | Tiempo [h] 8

4.2 Analisis Cromatografico

A continuacién se muestran los resultados del andlisis cromatografico hecho para
identificar y cuantificar los componentes presentes en el AE de L. alba, Yy las
fracciones de interés. En las Figuras 7, 8, 9 y 10 se muestran, el perfil
cromatografico tipico de los componentes mayoritarios del AE de L. alba, perfil
cromatografico de la fraccion rica en limoneno, perfil cromatografico de la fraccién
rica en carvona y perfil cromatografico del residuo respectivamente. En la Tabla 3
se registran los componentes tipicos mayoritarios en el AE de L. alba, junto con la
cantidad relativa en la fraccion rica en limoneno, carvona y el residuo, de la prueba

mas relevante.
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Los resultados mas relevantes en cuanto al contenido de los compuestos de
interés en las fracciones obtenidas durante el desarrollo del proyecto, se

encuentran en el Anexo E.

Tabla 3: Componentes tipicos del AE de L. alba y fracciones deseadas.

l_\l° Ir Compuesto Cantidad relativa (%)
Pico LA FL FC | RES
1 940 |a-Pineno 0,12 - - -
2 956 |Canfeno 0,33 - - -
3 995 |B-Mirceno 0,08 1,09 - -
4 1039 |Limoneno 39,28 97,78 - -
5 1048 |E-B-Ocimeno 0,12 - - -
6 1089 |Terpinoleno 0,18 - - -
7 1101 |Linalol 0,2 - - -
8 1124 |trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0,28 - - -
9 1134 |cis-Oxido de limoneno 0,13 - - -
10 1137 |cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 0,17 - - -
11 1172 |Borneol 0,1 - - -
12 1198 |trans-Dihidrocarvona 0,12 - 2,61 -
13 1249 |Carvona 35,15 - 86,43 | 16
14 1255 |Piperitona 1,07 - 2,29 | 14,6
15 1348 |Piperitenona 1,2 - - -
16 1378 |a-Copaeno 0,2 - - -
17 1388 |B-Bourboneno + B-Elemeno 1,18 - 2,12 | 1,18
18 1390 |B-Copaeno 1,08 - - -
19 1426 |E-Cariofileno 0,4 - - 1,57
20 1449 |y-Amorfeno 0,23 - - -
21 1458 |trans-B-Farneseno 0,16 - - 1,71
22 1464 |allo-Aromadendreno 1,06 - - -
23 1481 |Germacreno D 0,24 - - -
24 1492 |Biciclosesquifelandreno 14,24 - - 34,75
25 1502 | N.I. 0,52 - - 1,34
26 1508 | N.I. 0,18 - - 1,22

*LA es el aceite original, FL es la fraccion rica en limoneno, FC es la fraccién rica en carvona y
RES es el residuo
*Solo se identificaron en las fracciones los componentes con una cantidad relativa superior al 1%
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Figura 7. Cromatograma tipico AE L. alba crudo.
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Figura 8. Cromatograma fraccion rica en limoneno.
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Figura 9. Cromatograma fraccion rica en carvona.
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Figura 10. Cromatograma residuo

La cuantificacion de limoneno y carvona presente en las fracciones se describio
en la seccion 3.2.2. En las Figuras 11y 12 se muestran las curvas de calibracion
para el limoneno y la carvona. Las Ecuaciones 8 y 9 fueron obtenidas a partir de
las curvas de calibracion para limoneno y carvona respectivamente y sirvieron
para determinar el contenido de los mismos en cada fraccion en ppm, los

resultados se reportan en las Tablas 4y 5.
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Figura 11. Curva de calibracién del limoneno
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[ppm] = 1,7695A

[ppm] = 2,1294A

Tabla 4. Concentracién de limoneno en las fracciones

Fraccion Area ppm
1 7014 12410
2 10385 18377
3 6628 11728
4 261 461
5 16 28
6 62 109
7 27,1 48

Residuo 0 0
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Tabla 5: Concentracion de la carvona en las fracciones

Fraccion Area ppm
1 0 0
2 0 0

3 28286 60232

4 11380 24232

5 38339 81639

6 26387 56188

7 12791 27236

Residuo 2046 4357

4.3 Balances de masa
Los pesos de cada fraccion se reportan en la Tabla 6 para la prueba con mejores

resultados; la forma de calcularlos esta descrita en la seccion 3.3. En el balance
se determino la pérdida de aceite de 26,88 g.

Tabla 6: Balance de masa

Fraccion Peso (g)
Inicial 974,22
1 14,61
2 305
3 47,61
4 91,41
5 295,33
6 44,23
7 24,37
Residuo 124,78
Total 947,34

Las pérdidas de masa que se generan se debe a que a lo largo de las paredes

internas de la columna y en la spinning band se adhiere AE durante el proceso;
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también se observd que se depositaban pequefias cantidades en la trampa de

vacio causadas por la succién de la bomba.

4.4 Costos

Se realizé el andlisis de costos para calcular el precio de venta por kilogramo de
producto obtenido para recuperar el valor de la inversion en un periodo de 3 afios,
en el analisis se supuso que se obtienen 710 kg entre los productos; los resultados
se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resumen de costos.

ITEM Valor anual ($)
Costo de inversion 81.533.143,20
Gastos totales de produccion 136.468.636,00
Ganancia anual 27.177.714,40
Ganancia anual + gastos totales de produccién 163.646.350,40
PRECIO DE VENTA (kg) 230.355,86

El andlisis completo de costos se encuentra en el Anexo F
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5. CONCLUSIONES

v" Fue posible el aislamiento de limoneno al 98% y carvona al 86% de pureza,
a partir de AE de L. alba crudo, en el equipo B/R Instrument 9600 High
Efficiency Distillation System.

v' Las condiciones mas favorables encontradas de P, T y RR para la
obtencion de limoneno al 98% y carvona al 86% de pureza, a partir del AE de L.
alba crudo en el equipo B/R Instrument 9600 High Efficiency Distillation System
son: Para limoneno, P=12 mmHg, T entre 61 y 67 °C, RR=4. Para carvona, P=6
mmHg, T entre 91y 95 °C, RR= 5.

v' La destilacion completa del AE de L. alba requiere grandes periodos de
tiempo, que se ven influenciados en forma directa, con la relacion de reflujo

utilizada.

v Se realiz6 el manual de procedimiento para el aislamiento de limoneno al
98% y carvona al 86% de pureza, a partir de AE crudo de L. alba; en éste se
describe paso a paso el proceso a seguir hasta lograr separar los componentes

deseados en ausencia del ingeniero.
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6. RECOMENDACIONES

v Ampliar los estudios acerca del proceso con el fin de aumentar la
concentracion de carvona, probando otros tipos de columna como:
columnas de platos, empacadas y spinning cone, para tener un punto de

comparacion y mejorar el proceso.

v Realizar un estudio econémico detallado del proceso de rectificacion de AE
de L. alba mediante destilacién fraccionada a presién reducida, para

determinar la viabilidad de llevar el proceso a escala industrial.

v Capacitar con personal de experiencia a los nuevos operarios del proceso,
para evitar dafios causados por desconocimiento en el funcionamiento del

equipo.
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8. ANEXOS

ANEXO A: Pardmetros y ecuacion de Antoine extendida
ln(pl*) = Cl,i + T—i% + C4'iT + CS,i ln(T) + Cé,iTC” (EcuaCién 2)
3,1

En la Tabla 8, se muestran valores de la temperatura en grados celsius (°C) de
ebullicion para limoneno y carvona a diferentes presiones en milimetros de
mercurio (mmHg). En la Tabla 9, se muestran los pardmetros de la ecuacion de

Antoine extendida

Tabla 8. Datos calculados usando la Ecuacion 2, P en (mmHg) a diferentes T en

(°C) para limoneno y carvona.

CARVONA LIMONENO

T P T P T P T P T P T P

30 0,14 54 0,76 78 3,17 30 0,18 54 8,15 78 26,52

31 0,15 55 0,81 79 3,35 31 2,14 55 8,59 79 27,74

32 0,16 56 | 0,86 80 3,54 32 2,28 56 9,06 80 29,01

88 0,17 57 0,92 81 3,74 33 2,42 57 9,55 81 30,33

34 0,19 58 0,98 82 3,94 34 2,58 58 10,06 82 31,70

85 0,20 59 1,04 83 4,16 35 2,74 59 10,59 83 33,12

36 0,22 60 1,11 84 4,38 36 2,92 60 11,15 84 34,60

37 0,24 61 1,18 85 4,62 37 3,10 61 11,73 85 36,13

38 0,25 62 1,25 86 4,87 38 3,29 62 12,34 86 37,71

39 0,27 63 1,33 87 5,13 39 3,50 63 12,98 87 39,36

40 0,29 64 1,42 88 5,40 40 3,71 64 13,64 88 41,07

41 0,31 65 1,50 89 5,68 41 3,93 65 14,34 89 42,84

42 0,34 66 1,60 90 5,98 42 | 4,17 66 15,06 90 44,67

43 0,36 67 1,70 91 6,29 43 4,42 67 15,82 91 46,57

44 | 0,39 68 1,80 92 6,62 44 | 4,68 68 16,61 92 48,54

45 | 0,42 69 191 93 6,95 45 | 4,96 69 17,43 93 50,57

46 0,45 70 2,02 94 7,31 46 5,25 70 18,28 94 52,68

47 0,48 71 2,14 95 7,68 47 5,55 71 19,17 95 54,86
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48 0,51 72 2,27 96 8,06 48 5,87 72 20,10 96 57,12
49 0,55 73 2,40 97 8,47 49 6,21 73 21,07 97 59,45
50 0,58 74 2,54 98 8,89 50 6,56 74 22,07 98 61,86
51 0,62 75 2,69 99 9,32 51 6,93 75 23,12 99 64,36
52 0,67 76 2,84 100 9,78 52 7,32 76 24,21 100 66,94
53 0,71 77 3,00 101 10,25 53 7,72 77 25,34 101 69,60

Tabla 9: Parametros de la ecuacion de Antoine extendida [21].

Parametro | Carvona | Limoneno

C1 70,2 65,67
C2 -9055 -7688
C3 0 0

C4 0 0

C5 -6,545 -6,075
Co6 2,19E-18 | 4,22E-18
C7 6 6
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ANEXO B: Analisis cienciométrico

La vigilancia tecnoldgica permite determinar lineas de investigacion, soluciones
tecnoldgicas disponibles, tecnologias emergentes, la dindmica de las tecnologias,
los centros de investigacion, los lideres de proyecto identificando las empresas
que compiten en el &rea de interés [22, 23].

Las herramientas mas empleadas por la vigilancia tecnolégica son las bases de
datos de articulos y patentes, que son medios que permiten procesar gran
cantidad de informacion, los cuales son objeto de la cienciometria

La cienciometria estudia aspectos cuantitativos de la ciencia como disciplina o
actividad econdmica, permitiendo realizar una revision del estado investigativo de
un tema de interés especifico. Esta emplea técnicas matematicas y el analisis
estadistico para indagar las caracteristicas de la investigacion cientifica. Ademas,
se ha considerado como un instrumento de la sociologia de la ciencia, incluyendo
el andlisis de factores que pueden ser determinantes para el desarrollo de la
actividad cientifica como lo son el namero de investigadores, fuentes de

financiamiento y productividad [22].

La comunicacion y la informacion son intrinsecas a la practica de la ciencia. La
investigacion es estimulada y se sustenta por un flujo constante de nueva
informacion. Cuando el ciclo de informacién se completa, otra vez se suministra
nueva informacién en una iteraciéon infinita, generando un ciclo renovado de
creacion y de descubrimientos, de ahi la gran importancia de la cienciometria

como técnica de informacion y comunicacion.
El analisis cienciométrico para este proyecto se realiz6 empleando dos bases de

datos reconocidos, Scopus y Web of Science. La busqueda se efectud el 6 de

septiembre de 2010, mediante las siguientes ecuaciones de busqueda:
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1. Ecuacion de busqueda: Scopus, TITLE-ABS-KEY (lippia alba of essential oil, In:
article Title, Abstract, and keywords),1960-2010

2. Ecuacion de busqueda: Scopus, TITLE-ABS-KEY (fractional distillation of
essential oils, In: article Title, Abstract, and keywords),1960-2010

3. Ecuacion de busqueda: Topic:(lippia alba of essential oil), Timespan=2001-2010.
Databases=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI

4. Ecuacion de busqueda: Topic:("fractional distillation") AND Topic:(essential oils)
Timespan=2001-2010. Databases=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI.

lippia alba of essential oil

Relaciéon: Autores - Numero de publicaciones: En la Figura 13, y la Tabla 10,
se despliegan los principales autores que han hecho aportes al tema de
investigacion entre los cuales se destaca Stashenko, E. Quien con 5 publicaciones
sobre el tema, también se destaca por sus numerosos aportes en las
investigaciones sobre aceites esenciales. Entre las cuales se destacan la realizada
en 2009, donde se analiza la composicién, toxicidad y actividad antifiungica del
aceite esencial de lippia alba especificamente el quimiotipo carvona el cual es el

de mayor interés para este proyecto.
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Autores - Numero de publicaiones

5 - B Stashenko, E.
4 - H Martinez, J.R.
® Viana, G.S.B.
> B Matos, F.J.A.
2 007 ® Bizzo, H.R.
1 - BB H De Abreu Matos, F.J.
0 - — ) W Kumar, S.

Figura 13. (SCOPUS): Relacion: Autores — Namero de publicaciones

Tabla 10. (WEB OF SCIENCE): Relacion: Autores — NUumero de ubicaciones

Field: AUthorsss Fé‘i;?j‘:‘rtd ’:Zof Bar Chart
STASHEMKO, E 5 11.9048 %6 —
KUMAR, S 4 95238 %% -

BAHL, JR 2 47619 %5 -
BAILLEUL, F > 47619 %% -
BAMSAL, RP = 47619 %% -

BIZZO, HR = 47619 %6 -

DE BARROS, FMC 2 47619 %% -
DELLACASSA, E 2 476190 % -
HEIMNZMAMNMN, BM > 47610 %% -
HEMMEBELLE, T = 47619 % -

Field: AUthorsss Féi?j‘:‘rtd ’:Zof Bar Chart

Relacién afio — numero de publicaciones: La Figura 14, y la Tabla 11,
representan la dinamica en la investigacion del aceite esencial de lippia alba en las
dos ultimas décadas. Tal y como lo muestra la tendencia desde el afio 1993 se
observa una creciente produccion intelectual que con algunas variaciones tiene un

tope maximo de 13 publicaciones en el afio 2009 antecedido por un afio 2008 que
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tiene muy mala produccién intelectual respecto al tema pues tan solo registra dos

publicaciones.

ANnos — Numero de publicaciones
14 m 2010
12 | 2009
10 m 2008
8 m 2007
6 W 2006
yil m 2005
2 m 2004
0 m 2003

[an ] (23] (2] I~ [¥a] Ly =t o o~ —i [an] (23] o0 [{a] o
= 2 2 92 2 2 Q 2 2 29 29 9 g 4 9 w2002

[en] o (=] [en] o [en] (=] o (=] o [en] [=)] [#)] [2)] [=)]

~d ('] i~ ~d (] i~ ~d (] ~d ('] ~ — — —f —i

Figura 14. (SCOPUS): Relacion de Afios — Numero de publicaciones

Tabla 11: (WEB OF SCIENCE): Relacién de Afios — Numero de publicaciones

Field: Publication Year m’t" ’:2‘“ Bar Chart
2009 10 23 8005 % —
2010 5 14 2857 % —
2002 5 11.9048 %% —
2006 5 11.0048 % —
2001 3 7.1429 o5 =
2004 3 7.1429 °% =
2005 3 7.1429 o5 =
2008 3 7.1429 o =
2000 2 47610 % -
Field: Publication Year m’t" ’:2‘“ Bar Chart
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Relacion Area de investigacion — Numero de publicaciones: En la Figura 15,
y la Tabla 12, se presentan las principales areas de estudio sobre el aceite
esencial de Lippia alba. Como se observa, las areas de agricultura y ciencias
biol6gicas presentan mayor numero de publicaciones puesto que juntas suman 32
publicaciones. En segundo lugar se encuentra farmacologia, toxicologia y
farmacéutica con 28 publicaciones, seguido de quimica con 21 publicaciones. Sin
dejar de mencionar &reas que van en crecimiento como son la de ciencia y
tecnologia de alimentos. Esto se debe a las mdltiples aplicaciones que posee el

aceite esencial de Lippia alba.

Area de Investigacion

B Agricultural and Biologycal
Sciences

B Pharmacology, Toxicology and
Pharmaceutics

 Chemistry

B Medicine

M Biochemistry, Genetics and
Molecular Biology

0 10 20 30 40

Figura 15. (SCOPUS): Relacion: Ares de investigacion — Numero de publicaciones
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Tabla 12. (WEB OF SCIENCE): Relacion: Ares de investigacion — Namero de

publicaciones

Record % of

Field: Subject Area peS— e Bar Chart
FOOD SCIEMNCE & TECHMNOLOGY 15 257143 %%
CHEMISTRY, APFPLIED 11 261905 %%
CHEMISTRY, MEDICIMAL 10 23,8095 %
PHARMACOLOGY & PHARMACY 10 23 8095 %%

PLAMT SCIEMCES
INTEGRATIVE & COMPLEMEMTARY MEDICIME 11.9048 %
CHEMISTRY, MULTIDISCIPLIMNARY 9.5238 %

7 16.6667 %%

5

4
TROPICAL MEDICIME 4 9. 5238 %

3

3

2

AGRICULTURE, MULTIDISCIPLIMNARY T.1429 %%
PARASITOLOGY 7.1429 %%
BIOLOGY 4 FE19 %%
. . - Record %% of
Field: Subject Area Count a2 Bar Chart

Relacion Revista - Nomero de publicaciones: En la Figura 16, y la Tabla 13, se
presentan las revistas internacionales en las cuales se reportaron los 68 articulos
sobre aceite esencial de Lippia alba. Son tres las revistas que registran el mayor
namero de publicaciones, las cuales son Flavour anda Fragrance Journal, Journal
of Essential Oil Research, Journal of Ethnopharmacology, todas ellas de caréacter
internacional. Seguidas de tres brasilefias. Lo anterior ratifica que las
investigaciones se orientan hacia estudios farmacoldgicos, toxicolégicos y
farmacéuticos que también se mostraba en el anterior numeral sin dejar de
mencionar la supremacia que posee Brasil ante los demas paises

latinoamericanos en el campo de las investigaciones.
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Revistas - NUmero de publicaciones

H Flavour and Fragrance Journal

. M Journal of Essential Oil Research

M Journal of Ethnopharmacology

B Revista Brasileira De Plantas
Medicinais
M Revista Brasileira De Farmacia

. B Memorias do Instituto Oswaldo

Cruz
B Quimica Nova

o B N W b U1 O N
L

Figura 16. (SCOPUS): Relacion: Revista — Numero de publicaciones

Tabla 13. (WEB OF SCIENCE): Relacion: Revista — Numero de publicaciones

—_— . Record % of
Field: Source Title Count 42 Bar Chart
FLAVOUR AMD FRAGRAMCE JOURMAL G 14 2857 % [ ]
JOURMAL OF ETHNOPHARMACOLOGY 5 11.9048 % [ ]
MATURAL PRODUCT COMMUMICATIONS 4 95238 % [ ]
JOURMAL OF ESSENTIAL OIL RESEARCH 3 71429 % ||
MEMORIAS DO INSTITUTO OSWALDO CRUZ 3 T1429 % [ |
QUIMICA NOVA 3 T.1429 % ||
— . Record % of
Field: Source Title Count 42 Bar Chart

Fractional distillation of essential oils:
Relacion: Autores — Numero de publicaciones: En la Figura 17, y la Tabla 14,

se presentan los autores con mayor numero de publicaciones entre los que se

destacan Marongiu, B por los grandes aportes realizados en este tema. Seguido
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por Porcedda, S quien también posee igual nimero de publicaciones siendo mas

relevantes las contribuciones hechas por Marogiu, B en el caso de este proyecto.

Autores

7 7 H Marongiu, B
6 W Porcedda, S

M Piras, A
5 .

M Palavra, A.M.F
4 -

B Farah, A.
3 - = Talbi, M.
2 - i Satrani, B.
1 ® Chaouch, A.

Coelho, J.A.P

0

Figura 17. (SCOPUS): Relacion: Autores — Numero de publicaciones

Tabla 14: (WEB OF SCIENCE): Relacion: Autores — Numero de publicaciones

N Record %% of
Field: Authorsss Count 7 Bar Chart
CHACUCH, A 2 285714 % I
FARAH, A 2 285714 % I
SATRAMNI, B 2 285714 % I
TALBI, M 2 28.5714 % I
N Record %% of
Field: Authorsss Count 7 Bar Chart
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Relacién afio — numero de publicaciones: La Figura 18, y la Tabla 15,
representan la dindmica en la investigacion del proceso de destilacidon fraccionada
de aceites esenciales en las dos ultimas décadas. Tal y como lo muestra la
tendencia desde el afio 2001 se observa una creciente produccién intelectual que
con algunas variaciones tiene un tope maximo de 5 publicaciones en el afio 2003
precedido por los afios 2004 y 2005 que tienen muy mala produccion intelectual
respecto al tema pues tan solo registra 1 publicacién, asi como los afios 2008 y
2009 que no llenaron las expectativas de superar el afio 2003 pues solo aportaron

1 publicacion por afo.

Anos
5 - = 2009
W 2008
4 -
m 2007
3 - m 2006
W 2005
2 .
w2004
1 4 2003
2002
0

Figura 18. (SCOPUS): Relacion de Afios — Numero de publicaciones
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Tabla 15. (WEB OF SCIENCE): Relacion de Aflos — Numero de publicaciones

Field: Publication Year Record %ot Bar Chart
Count [
2006 2 985714%
2007 2 935714%
2002 1 142857%  mmm
2003 1 142857%  mmm
2009 1 142857%  mmm
Field: Publication Year Record %ot Bar Chart
Count [

Relacién Revista - Nomero de publicaciones: En la Figura 19, y la Tabla 16, se
presentan las revistas internacionales en las cuales se reportaron la mayor
cantidad de articulos sobre el proceso destilacion fraccionada de aceites
esenciales. Son tres las revistas que se destacan, las cuales son Flavour anda
Fragrance Journal, Journal of Essential Oil Research, Journal of
Ethnopharmacology, todas ellas de caracter internacional. Lo anterior ratifica que
las investigaciones se orientan hacia estudios farmacolégicos, toxicologicos,

farmacéuticos y resaltando crecimientos en la industria alimentaria.
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Destilacion fraccionada de aceites esenciales

B Flavour and Fragrance Journal

M Journal of Essential Oil Research

H Acta Botanica Gallica

B Zhong Yao Cai Zhongyaocai Journal
of Chinese Medicinal Materials

M Russian Chemical Bulletin

= Phytomedicine

Phytochemistry

Figura 19. (SCOPUS): Relacion: Revista — Numero de publicaciones

Tabla 16: (WEB OF SCIENCE): Relacion: Revista — Numero de publicaciones

— y Record % of
Field: Source Title Count 7 Bar Chart
ACTABOTAMICA GALLICA 1 14,2857 % |
FLAVOUR AMD FRAGRAMCE JOURMAL 1 14,2857 % |
INDUSTRIAL CROPS AND PRODUCTS 1 14.2857 % |
INTERMATIOMAL JOURKAL OF FOOD MICROBIOLOGY 1 14,2857 % |
JOURKNAL OF FOOD PROCESS ENGINEERIMG 1 14 2857 % |
PHYTOMEDICIME 1 14 2857 % |
RUSSIAN CHEMICAL BULLETIM 1 14,2857 % |
N y Record % of
Field: Source Title Count 7 Bar Chart

Relacion Area de investigacién — Numero de publicaciones: En la Figuras 20,

y la Tabla 17, se presentan las principales areas de estudio sobre el proceso de
destilacion fraccionada en aceites esenciales. Como se observa, las areas de
agricultura y ciencias biologicas presentan mayor niumero de publicaciones puesto
gue juntas suman 24 publicaciones. En segundo lugar se encuentra quimica. Sin

dejar de mencionar areas que van en crecimiento como son la de ciencia y
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tecnologia de alimentos. Esto se debe a que el proceso ha dejado de ser

netamente de laboratorio pasando a ser mas utilizado en las industrias.

Area de Investigacion

B Agricultural and Biological

25 Sciences
20 - B Chemistry
15 A Chemical Engineering
10 .
B Pharmacology, Toxicology and
c pharmaceutics
l - M Biochemistry, Genetics and
0 [ Molecular Biology

Figura 20. (SCOPUS): Relacion: Areas de investigacion — Nimero de

publicaciones

Tabla 17: (WEB OF SCIENCE): Relacion: Areas de investigacién — Namero de

publicaciones

Field: Subject Area m:“ “T"f Bar Chart
FOOD SCIEMCE & TECHMNOLOGY 3 42.8571 % I
PLAMT SCIENCES 2 28.5714 % —

AGRICULTURAL ENGINEERIMNG 1 14.2857 % ——
AGROMOMY 1 142857 % -
CHEMISTRY, APPLIED 1 14.2857 % ——
CHEMISTRY, MEDICINAL 1 14.2857 % -
CHEMISTRY, MULTIDISCIPLINARY 1 14 2857 % -
EMGINEERING, CHEMICAL 1 14.2857 % ——
MICROBIOLOGY 1 14 2857 % -
PHARMACOLOGY & PHARMACY 1 14.2857 % ——

Field: Subject Area m;d "‘"T"f Bar Chart
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ANEXO C: INTRUCCIONES DE OPERACION DEL EQUIPO “B/R INSTRUMENT
9600 HIGH EFFICIENCY DISTILLATION SYSTEM”

Pasos para crear una corrida X.

1 — Presione el botén de encendido (Figura 21) ubicado en frente de la caja que
contiene el microprocesador, el equipo emitira un sonido y se mostrara en el panel

de mando la pantalla de inicio (Figura 22) el texto “B/R Instrument M690 Version
8.7 Select a Command Key”.

s

Figura 21. Botén encendido equipo.
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Figura 22. Panel de mando del equipo B/R Instrument 9600 High Efficiency
Distillation System

2 — Presione el boton “MODIFY” del panel de mando para crear una nueva corrida.
Este equipo cuenta con 19 memorias para guardar las corridas. Se mostrara en la
pantalla:
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Modify Run

Select 1to 19

or ESCAPE to Exit

Escriba un niumero entre 1 y 19 en el cual desee guardar su corrida y presione

‘ENTER”. El equipo preguntara todos los parametros necesarios para llevar a
cabo el procedimiento. A continuacion se mencionan dichos parametros.

a.

Run X

Enter a name for the run

En este paso se debe ingresar el nombre con el cual se quiere guardar la
corrida, de hasta 19 caracteres incluyendo niumeros y letras. Para escribir,
en el panel de mando se observan botones con un niumero grande en color
azul y dos letras, una en color rojo y otra en amarillo; si se desea escribir un
namero, presione directamente la tecla que tenga el numero deseado; para
escribir una letra, se debe mirar el color de dicha letra en el panel de control
y presionar antes la tecla 2ND en color amarillo para escribir letras que
aparezcan en dicho color, y presionar antes la tecla 3RD en color rojo para
escribir letras que aparezcan en dicho color. Cuando finalice de escribir el
nombre presione ENTER para pasar al siguiente paso.

Is Run X a Vacuum

Run?

Select YES or NO

El equipo esta preguntando si la corrida X se realizara a presion reducida,
presione el boton YES si va a realizar el proceso a presion reducida, y NO
si va a realizar el proceso a presién atmosférica.

Run X

Enter Run Pressure

From 0.1to 99.9

Digite un nimero entre 0.1 y 99.9. Este representa el valor de la presion en
mmHg a la cual desea llevar a cabo la corrida X. Presione ENTER.

. Run X

Enter Initial Heat Rate

From 0.0 to 99.9

Digite un numero entre 0.0 y 99.9. Este valor representa el porcentaje de
calentamiento inicial de la manta. Presione ENTER.

Run X
Enter EQUILIBRATION
Hours from 0 to 99
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Digite un namero entre 0 y 99. Este valor representa el tiempo de equilibrio
en horas, el tiempo de equilibrio es el tiempo que permanece cerrada la
valvula de reflujo antes de empezar a recoger el primer corte. Presione
ENTER.

Run X

Enter EQUILIBRATION

minutes from 0 to 99

Digite un namero entre 0 y 99. Este valor representa el tiempo de equilibrio
en minutos. Presione ENTER.

. Run XCut 1

Enter OPEN TEMP

From XXX.X to 299.9

Digite un valor entre XXX.X y 299.9. Este valor representa la temperatura
de topes (HEAD TEMP) para iniciar a recoger el corte 1. La temperatura de
topes es la temperatura de ebullicion de la sustancia. Normalmente XXX.X
es mayor que la temperatura de fondos (POT TEMP). Presione ENTER.

. Run XCut 1

Enter CLOSE TEMP

From XXX.X to 299.9

Digite un valor entre XXX.X y 299.9. Este valor representa la temperatura a
la cual se desea terminar de recoger el corte 1. Cuando el equipo
sobrepase esta temperatura automaticamente pasara al siguiente corte si
se ha programado o de lo contrario dara por terminada la corrida.

Run X Cut 1

Enter Heat Rate

From 0.0 to 99.9

Digite un numero entre 0.0 y 99.9. Este valor representa el porcentaje de
calentamiento que se desea en el corte 1. Hay que tener en cuenta que si
digitamos un valor menor que el calentamiento inicial, la temperatura de
fondos disminuira.

Run X Cut 1

Enter REFLUX RATIO

From 0O to 9999

Digite un numero entre 0 y 9999. Este valor representa un niumero N para
establecer la relacién de reflujo N:1; donde N es el tiempo en segundos que
se demora en volver a abrir la valvula por 1 segundo para recoger el
destilado en ciclos repetitivos.
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k. Run X
Add Cut 2?
YES or NO
Si desea agregar un nuevo corte presione YES y repita los pasos d-j para
cada corte. De lo contrario presione NO. Se puede programar un maximo
de 8 cortes en cada corrida.

. Run X Enter pot
Temp to end run
From XXX.X to 300.0 C
Digite un numero entre XXX.X y 300. Este valor representa la temperatura
maxima en grados Celsius a la cual se pueden calentar los fondos y
automaticamente se terminara la corrida como medida de prevencion.
Presione ENTER.

m. Edit Run
Enter 1 to 20
Or ESCAPE to exit
Digite un numero de 1 a 20 para crear otra corrida o presione ESCAPE
para volver a la pantalla de inicio

Pasos parainiciar una corrida X guardada.

Antes de iniciar la corrida debemos asegurarnos que el equipo esté en el estado
de inicio, éste debe mostrar en la pantalla “B/R Instrument M690 Version 8.7
Select a Command Key”

1 - Presionamos el botdbn START y se mostraran en la pantalla los siguientes
pasos:

a. Enter Run To START
From O to 20 or
ESCAPE to exit
Digitamos un numero entre 0 y 20. Este valor representa la posicién en la
cual se guardd previamente una corrida.

b. Run X
NOMBRE DE LA CORRIDA
START Run?
Select YES or NO
Se mostrara el nombre con el que fue guardada la corrida, si es correcto
presionamos YES, de lo contrario presionamos NO y volvemos a empezar.
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. Run X

Boiling chips in

Place?

Select YES or NO

El equipo esta preguntando si han agregado las perlas de ebullicion en el
balon. Si es correcto presionamos YES, de lo contrario presionamos NO y
volvemos a empezar.

. Run X

Is the pot Fill Plug

In place?

Select YES or NO

El equipo esta preguntando si el tapon lateral del balén esta puesto y
asegurado. Si es correcto presionamos YES, de lo contrario presionamos
NO y volvemos a empezar.

. Run X

Is the Pot secured

To the column?

Select Yes or NO

El equipo esta preguntando si el baldén esta asegurado a la columna. Si es
correcto presionamos YES, de lo contrario presionamos NO y volvemos a
empezar.

Run X

Are head and Pot

Probes in Place?

Select Yes or NO

El equipo estad preguntando si los sensores de temperatura de fondos y
topes estadn puestos en su lugar. Si es correcto presionamos YES, de lo
contrario presionamos NO y volvemos a empezar.

. Run X

Are receivers in

Place?

Select YES or NO

El equipo esta preguntando si el distribuidor de fracciones esta puesto en
su lugar. Si es correcto presionamos YES, de lo contrario presionamos NO
y volvemos a empezar.

. Use <-or -> keys to

Align the drip tip
Hit ENTER when done
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Use los botones <y > para alinear el colector automatico en el lugar donde
se recolectara la primera fraccion, teniendo en cuenta que cuando inicie la
corrida éste girara en sentido de las manecillas del reloj. Presione ENTER.

I. RunX
Are receivers in
Place?
Select YES or NO
El equipo esta preguntando si los 8 recipientes contenedores estan puestos
en su lugar. Si es correcto presionamos YES, de lo contrario presionamos
NO y volvemos a empezar.

j. Run X
Is vacuum pump On?
Select YES or NO
El equipo esta preguntando si la bomba de vacio esta encendida. Si es
correcto presionamos YES, de lo contrario presionamos NO y volvemos a
empezar.

Una vez respondidas estas preguntas, el proceso de destilacion iniciard y se
mostrara en la pantalla el estado en tiempo real asi:

Run X Cut 'Y

Head Temp =Z27Z2.Z
Pot Temp =2Z2Z2.Z
Pressure XX.X mmHg

Al finalizar la prueba la alarma del equipo se encenderd indicando que la prueba
ha terminado y se mostrara en pantalla el siguiente mensaje:

Run X COMPLETED

Head Temp =Z27Z2.Z

Pot Temp =2Z2Z2.Z

Any key to continue

Presionamos cualquier tecla y se mostrara la pantalla de inicio
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PARAMETROS PROGRAMADOS EN EL EQUIPO “B/R INSTRUMENT 9600
HIGH EFFICIENCY DISTILLATION SYSTEM” CORRESPONDIENTES AL
AISLAMIENTO DE LOS COMPONENTES MAYORITARIOS (LIMONENO Y
CARVONA) DEL ACEITE ESENCIAL DE Lippia alba, SIGUIENDO LA
DESCRICION DETALLADA ANTERIORMENTE

Corrida 1: Separacion de limoneno

Posicion de almacenamiento: 2
Nombre: LIMLALBA

Presion: 12 mmHg
Calentamiento inicial: 6 %
Tiempo de equilibrio: 15 minutos

Corte 1.

Temperatura de apertura: 30 °c
Temperatura de cierre: 61 °C
Calentamiento: 6 %

Relacion de reflujo: 4

Corte 2. (Corte deseado, rico en limoneno)
Temperatura de cierre: 67 °C

Calentamiento: 6%

Relacion de reflujo: 4

Corte 3.

Temperatura de cierre: 95 °C
Calentamiento: 7%

Relacion de reflujo: 4

Temperatura de fondos para finalizar la corrida: 130 °C
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Corrida 2: Separaciéon de carvona

Posicion de almacenamiento: 4
Nombre: CARLALBA

Presion: 6 mmHg

Calentamiento inicial: 7%
Tiempo de equilibrio: 15 minutos

Corte 1.

Temperatura de apertura: 45 °C
Temperatura de cierre: 91 °C

% calentamiento: 7 %

Relacion de reflujo: 4

Corte 2. (Corte deseado, rico en carvona)
Temperatura de cierre: 95 °C
Calentamiento: 7%

Relacion de reflujo: 5

Corte 3.

Temperatura de cierre: 97 °C
% calentamiento: 8%
Relacion de reflujo: 5

Corte 4.
Temperatura de cierre: 100 °C

% calentamiento: 8%
Relacion de reflujo: 5

Temperatura de fondos para finalizar la corrida: 140 °C
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Recomendaciones de seguridad y cuidado antes, durante y después de una
corrida para aislar [imoneno y carvona del aceite esencial de Lippia alba, en
el equipo B/R Instrument 9600 High Efficiency Distillation System.

o Asegurarse antes de encender la bomba, que esté conectada y cerrada la
valvula de despresurizacion (Figura 23.) al sistema de vacio como medida de
precaucion en caso de emergencia.

Figura 23. Valvula de despresurizacion.

o Asegurarse antes de encender la bomba que la trampa de vacio (Figura 24.)
contenga un refrigerante para condensar posibles vapores.

Figura 24. Trampa de vacio con refrigerante

o Mantener constantemente secas las mangueras y el serpentin del sistema de
refrigeracion, ya que condensan agua en la parte externa (Figura 25.), y ésta
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podria caer directamente sobre el baldén que esta a altas temperaturas o sobre
el motor de colector y generar dafios al equipo.

bq =~ i

Figura 25. Agua condensada en el sistema de refrigeraci

O

n

Al ajustar las partes méviles del equipo con las pinzas metalicas (Figura 26.),
no usar exceso de fuerza pues podria causar rupturas del material de vidrio.
Es recomendable que al ajustar las pinzas solo lo hagamos hasta que llegue al
tope y asegurarnos que las piezas moviles queden muy bien alineadas para
gue en el momento de realizar vacio, este se encargue de sellarlas.

Figura 26. Pinza metélica

Una vez ajustadas las pinzas y el proceso inicia, éstas se aflojaran debido a la
succién que genera el vacio en las piezas moviles del equipo. Se deben
ajustar nuevamente las pinzas llegando hasta el tope, ya que la vibracién
provocada por la spinning band puede ocasionar que se caigan de su posicion
inicial sobre los recipientes contenedores de vidrio.
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o Verificar que el sistema de recoleccidn se encuentra alineado para evitar fugas
y mejorar el vacio (Figura 27).

Figura 27. Sistema de recoleccion alineado

o No dejar el equipo solo por periodos de tiempo prolongados durante una
corrida, ya que en caso de falla, podemos corregir y continuar con el proceso

o Al finalizar la prueba despresurizar lentamente y esperar a que esté a presion
atmosférica antes de iniciar a soltar piezas.

o Tener precaucion al manipular el balon. Si se retira del equipo, asegurarse de
haber retirado antes, el tapdn lateral y el sensor de temperatura para evitar
accidentes. Usar siempre la base de corcho (Figura 28.) para ponerlo en un
lugar diferente y evitar que se gire por su forma esfeérica.

Figura 28. Base de corcho para poner balén
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o Para el lavado de las partes del equipo; enjuagar primero dos veces con agua,
luego usar tensoactivo y enjuagar minimo 5 veces para garantizar que no
guedan rastros de éste. Es importante no usar solventes como etanol y
metanol en primera instancia para lavar partes del equipo, ya que el aceite
presenta algunos compuestos que no son solubles en alcohol y que al
contacto con el aceite esencial o algunas fracciones de Lippia alba provoca
manchas dificiles de retirar.

Posibles fallas y soluciones mas frecuentes en una corrida para aislar
limoneno y carvona del aceite esencial de Lippia alba, en el equipo B/R
Instrument 9600 High Efficiency Distillation System.

Posibles fallas en el sistema de vacio.

El equipo esta encendido pero la presién no baja ¢Qué hago?

v' Asegurese que la bomba también esté encendida.

La bomba estd encendiday la presion no baja ¢Qué hago?

v' Asegurese que la valvula de la toma de aire de la bomba (Figura 9.) se
encuentre abierta, para saberlo girela en sentido contrario a las manecillas
del reloj o hacia la posicion “ON”.

(Y . ol
Figura 29. Valvula de toma de aire de la bomba
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v' Asegurese que la valvula de despresurizacion (Figura 23.) esté cerrada tal
cual se muestra en la imagen.

v' Asegurese que la electro valvula (Figura 30.) esté conectada al circuito
eléctrico y este abierta, cuando ésta se abre, emite un sonido en forma de
“click”.

Figura 30. Electro valvula

v' Asegurese que las partes moviles del equipo (Figuras 26 y 27) estén
selladas herméticamente y bien alineadas, es recomendable que en al
momento de realizar las conexiones aplicar una pequefia cantidad de grasa
de silicona de alto vacio semipesada para evitar posibles fugas

v' Apretar el tornillo que asegura la spinning band (Figura 31.) ya que debido
al uso y vibraciones del equipo puede soltarse y ocasionar perdida de
vacio.

Figura 31. Tornillo que asegura la spinning band.
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Espere un tiempo entre 15 y 30 minutos, ya que el sensor de presion, solo
registra sefiales entre 0.1 y 99.9 mmHg de presion, y ese es el tiempo
aproximado para que la presion descienda hasta ese intervalo. NOTA: Este
tiempo puede reducirse o ampliarse dependiendo del grado de hermeticidad
del equipo, espere un tiempo prudencial antes de tomar una decision.

Ya hice todos los pasos anteriores y la presion esta descendiendo, pero
lo hace muy lento ¢Qué hago?

v

Es probable que alguna conexion haya quedado con fuga, inspeccione
nuevamente las conexiones y si es posible agregue un poco mas de grasa
de silicona de alto vacio semipesada para mejorar el vacio.

Todas las conexiones estan bien hechas y la presion sigue descendiendo
muy lento ¢Qué hago?

v

Es probable que los empaques que se encuentran en el interior del tornillo
gue asegura la spinning band, se encuentre desgastados, esto es debido al
uso normal del equipo y deben ser reemplazados periédicamente.
Notifiquelo a la persona responsable del equipo. NOTA: Para realizar el
cambio de los empaqgues es necesaria la presencia de personal capacitado
en el desmonte del equipo, pues se deben manipular algunas piezas
importantes del equipo.

Posibles fallas en el sistema de calentamiento

El equipo lleva un tiempo encendido pero la temperatura de fondos (Pot)
y/o topes (Head) no aumenta. ¢Qué hago?

v

Asegurese que en la programacion del método, el porcentaje de
calentamiento inicial sea mayor de O.

Si es la temperatura de topes, recuerde que ésta solo aumenta cuando el
proceso de destilacion inicia.

Asegurese que el(los) sensor(es) de temperatura esta(en) puesto(s) en
su(s) lugar(es).
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La temperatura de fondos (Pot) y/o topes (Head) descendi6
repentinamente ¢Qué hago?

v Si es la temperatura de topes, es probable que se haya separado un
componente y esta no volverd a subir hasta que salga el siguiente
componente. Espere un tiempo prudencial hasta que ambas aumenten y
variaciones significativas, aumente el porcentaje de calentamiento a su
criterio.

v' Si es la temperatura de fondos y/o de topes, es probable que al limpiar la
humedad generada, recoger un objeto cercano al equipo etc. Se haya(n)
tropezado el(los) cable(s) y el(los) sensor(es) de temperatura haya(n) sido
alejado(s) del fondo (figura 32.), esto ocasiona que no registre(n) la(s)
temperatura real(es).

S

Figura 32. Sensor de temperafura alejado del fondo.

La alarma del equipo se encendid y en la pantalla se muestra un texto
que dice “no rise in head temp check head probe, any key to continue”
¢, Qué hago?

v' Esto se debe a que pas6 mucho tiempo y no se evaporé ninguna

sustancia. Presione cualquier tecla para salir, modifique el método para
aumentar el porcentaje de calentamiento y vuelva a empezar la prueba.

Posibles fallas del spinning

El proceso de destilacién ya inicié y en la pantalla se muestra que
empezo6 en tiempo de equilibrio pero el motor no arranca ¢ Qué hago?
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v' Algunas veces el motor no arranca solo, proporcione un leve impulso al
motor en el sentido en que gira éste.

El motor de la spinning band se detuvo después que se bajo la
temperatura de topes ¢Qué hago?

v Esto solo ocurre cuando la temperatura de topes desciende por debajo
de la temperatura de apertura en el primer corte. El motor se encendera

automaticamente cuando la

nuevamente.

Pruebas diagnoéstico

temperatura de topes aumente

Las pruebas de diagndstico se usan para probar partes individuales del
equipo sin necesidad de correr un método. Con estas pruebas se puede
probar la spinning band, temperatura, presion, manta de calentamiento, el
motor del recolector automatico, entre otras. En el equipo B/R Instrument
9600 High Efficiency Distillation System, cada diagnostico tiene un codigo o
namero de diagnostico

Los cédigos de las pruebas de diagndstico mas frecuentes se observan en

la Tabla 18.
Tabla 18. Cdédigos, nombre y descripcién de pruebas diagndésticos usados
frecuentemente.
COD. £
DIAG. NOMBRE DESCRIPCION
Diagnostico de temperatura, se usa
para probar los sensores de
1 TEMP PROBE TEST | temperatura, con este se pueden ver

las temperaturas de fondos y topes
de la columna.

Diagnostico de la spinning band, se

4 BAND MOTOR TEST |usa para probar el motor, éste
enciende el motor.
Diagnostico de la valvula de reflujo,
5 REFLUZ VALVE TEST | S€ usa para probar la valvula de

reflujo, éste abre y cierra la valvula de
reflujo
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Diagnostico de presién, se usa para
PRESSURE PROBE | probar el sistema de vacio, con este

TEST se puede saber la presion actual del
sistema

19

NOTA: para ver el listado completo de las pruebas diagndsticos ver el
manual del equipo.

¢Como realizar una prueba diagnostico?

Para realizar una prueba diagndstico, usamos la tecla “DIAGNOSTICS”
gue se encuentra en el panel de control. Es indispensable estar en el
estado de inicio, presionamos la tecla “DIAGNOSTICS” y aparecera el
mensaje:

DIAGNOSTICS
Enter Test Number
Or ESCAPE to Exit

Ingresamos el numero correspondiente a la prueba de diagndstico que
gueremos probar y después ENTER, en ese momento el equipo mostrara
en pantalla el nombre de la prueba que se desea realizar seguido del texto
“any key to continue” presionamos una tecla y la prueba iniciara, en la
pantalla se mostrara informacion correspondiente a cada prueba
diagnéstico.

Para terminar la prueba diagnostico usamos el boton ESCAPE para
terminarla en cualquier momento.
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ANEXO D: Caracteristicas equipos

Caracteristicas generales del equipo B/R Instrument 800 — High Efficiency
Micro Distillation

Este sistema de micro destilacion fraccionada de alta eficiencia es una

herramienta ideal para la obtencion de compuestos en alta pureza 'y especial para

utilizar en una amplia gama de materiales que sélo se encuentran en cantidades

muy pequeias. Las aplicaciones comunes incluyen:

- La destilacion de petréleo crudo

- Destilacion de petroleo

- Separaciones componentes con puntos de ebullicién cercanos
- Destilacion fraccionada de alta pureza

- Purificacion de aceites esenciales

- Destilacion a presiones reducidas

Caracteristicas:
La mayor parte de los componentes son de vidrio y teflon. La columna posee una
longitud de 20cm, 7 mm de didmetro y 30 platos tedricos (maximo en la atmdsfera)

las capacidades de alimento o capacidad de caldera son 10, 15, 25 ml.

El sistema de destilacion opera manualmente

Este sistema B/R Instrument 800 — High Efficiency Micro Distillation es una
herramienta muy poderosa para la separacion de los componentes con puntos de
ebullicion cercanos. Las destilaciones al vacio se pueden realizar hasta un minimo
de 0,1 mm Hg. El sistema de recolecciébn de vidrio especial permite que los

receptores se cambien sin interrumpir la regulaciéon de vacio.
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Sistema de Regulacion de vacio (VAC-1000):

Los compuestos que tienen puntos de ebullicibn muy altos o estan sujetos a la
degradacion térmica deben ser destilados a presién reducida. La VAC-1000 es un
completo sistema de vacio que puede proporcionar un vacio regulado a cualquier
sistema de destilaciéon. Cuenta con un sensor de presion, la valvula de control
proporcional, el vacio del mdultiple / trampa, también consta de una bomba
mecénica de dos etapas, todo montado en una carreta para lograr una facil
maniobrabilidad en el laboratorio. La VAC-1000 se puede utilizar con columnas

automatizadas o manuales.

Colectores de fracciones:
Este cuenta con cuatro colectores de fraccion. El colector de fracciones esta
dispuesto de tal forma que para recoger las fracciones, no se tenga que

interrumpir el vacio del sistema mientras se cambia de receptor.

Montaje:

B/R Instrument 800 — High Efficiency Micro Distillation estd montado en una
estructura de bastidor abierto. La estructura abierta permite un facil acceso a todas
las areas de la columna de destilacion. La columna de destilacion y los colectores

se montan en la fraccion del marco.

Bafio de recirculacion:
El equipo de destilacién requiere refrigeracion para el condensador de la columna.
Por lo que se le adapta un bafio de recirculacion de refrigeracion para un control

mas preciso de la temperatura del condensador.

80



Caracteristicas generales del equipo B/R Instrument 9600 High Efficiency
Distillation System
El sistema de destilacion fraccionada de alta eficiencia es una herramienta ideal
para la purificacion de forma automética o analizar una amplia gama de

materiales. Las aplicaciones comunes incluyen:

- Reciclaje de solvente de alta pureza

- Reciclaje de disolventes de HPLC

- Reciclaje de disolventes GPC

- Reciclaje de disolventes generales de laboratorio

- Destilacion de petroleo

- Purificacion de solventes Destilacion fraccionada de alta pureza
- Purificacion de aceites esenciales

- Destilacion al vacio

- Destilacion de petréleo crudo

Caracteristicas:

La mayor parte de los componentes son de vidrio y teflon. La columna posee una
longitud de 90 cm, 21 mm de diametro y 50 platos tedricos (maximo en la
atmosfera) las capacidades de alimento o capacidad de caldera son 1 a 12 litros.

El sistema de destilacion de operacién automética

Este sistema de destilacion spinning band es una herramienta muy poderosa para
la separacion de los componentes con puntos de ebullicion cercanos. Las
destilaciones al vacio se pueden realizar hasta un minimo de 0,1 mm Hg. El
sistema de recoleccién de vidrio especial permite que los receptores se cambien

sin interrumpir la regulacion de vacio.
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M690 controlado por microprocesador.

El microprocesador reduce al minimo la cantidad de tiempo requerido para cada
operador de la destilacién. Llame a su programa almacenado en una de las 19
ubicaciones de memoria disponible permitiendo que el microprocesador realize la
destilacion. Cada programa puede almacenar hasta ocho fracciones de
destilacion. Cada fraccién tiene puntos de temperatura programables la apertura y
cierre del corte, las tasas de calor, y los tiempos de equilibrio.

También se puede programar el final del proceso de destilacién. El
microprocesador permite una facil edicion de cada uno de los parametros,

mientras que la destilacion esta en curso.

Sistema de Regulacion de vacio (VAC-1000)

Los compuestos que tienen puntos de ebullicibn muy altos o estan sujetos a la
degradacion térmica debe ser destilados a presion reducida. La VAC-1000 es un
completo sistema de vacio que puede proporcionar un vacio regulado a cualquier
sistema de destilaciébn. Cuenta con un sensor de presion, la valvula de control
proporcional, el vacio del mdultiple / trampa, también consta de una bomba
mecanica de dos etapas, todo montado en una carreta para lograr una facil
maniobrabilidad en el laboratorio. La VAC-1000 se puede utilizar con columnas

automatizadas o manuales.

Colectores de fracciones automatico
Este cuenta con ocho colectores de fraccion. El colector de fracciones esta
dispuesto de tal forma que para recoger las fracciones, no se necesita vigilancia ni

se tenga que interrumpir el vacio del sistema mientras se cambia de receptor.

Montaje:
B/R Instrument 9600 High Efficiency Distillation System estd montado en una
estructura de bastidor dentro de un cubiculo. La estructura brinda gran proteccion

de todas las areas de la columna de destilacion.
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Bafio de recirculacion:
El equipo de destilacién requiere refrigeracion para el condensador de la columna.
Por lo que se le adapta un bafio de recirculacién de refrigeracion para un control

mas preciso de la temperatura del condensador.
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ANEXO E. Resultados relevantes

En las siguientes tablas se muestran los resultados mas relevantes de este
proyecto a escala de laboratorio y escala piloto, donde N=nUmero de pico del
compuesto, IR=indice de retencion, INI=aceite inicial y Res=residuo

Tabla 19. Resultados prueba 3 a escala de laboratorio.

Fracciones (F) Lippia alba (%)

N IR Compuesto FL| F2 | F3 | F4 | F5 | F6 |Res
1 | 953 |Canfeno 1,2
2 | 990 |B-Mirceno 2,6
3 1038 | Limoneno 95,5/98,6(99,1/100|52,4| 3,2
4 1101 |Linalol 2,32
5 |1179 |Borneol 1,7
6 | 1203 | cis-Dihidro carvona 2,3
7 | 1211 |trans-Dihidro carvona 3,112
8 | 1255 | Carvona 34,9|83,4142,3

1262 ci§-Epéxido de Piperitona + 2115
9 Piperitona
10 | 1346 | Piperitenona 3,6
11 | 1393 | B-Bourbuneno 2,7 | 2,1
12 | 1396 | B-Elemeno + b-Bourbuneno 14| 2 | 31
13 | 1493 | Biciclosesquifelandreno 34
14 | 1507 Biciclogermacreno + y- 1.6

Amorfeno

Tabla 20. Resultados prueba 4 a escala de laboratorio.

Fracciones (F) Lippia alba (%)
N IR Compuesto FL| F2 | F3 | F4 | F5 |Res
1 | 953 |Canfeno
2 | 981 |1-Octen-3-ol + B-pineno
3 | 990 |B-Mirceno 1,4
4 11038 |Limoneno 97,6198,0(98,8|76,6|7,25
5 |1048 |trans-B-Ocimeno
6 |1101 |Linalol 1,88
7 11179 |Borneol 2,7
8 |1203 | cis-Dihidro carvona 1,1 | 3,6
9 (1211 |trans-Dihidro carvona 1,3 | 4,8
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10 | 1255 | Carvona 17,2|73,5|56,2
1262 m_s-Epomdo de Piperitona + 14|18

11 Piperitona

12 | 1346 | Piperitenona 29

13 | 1393 | B-Bourbuneno 2,7 | 3,1

14 | 1396 | B-Elemeno + b-Bourbuneno 1,2 ] 39
1473 9 -epi-trans-Cariofileno + y- 17

15 Muuroleno

16 | 1493 | Biciclosesquifelandreno 26,8

Tabla 21. Resultados prueba 5 a escala de laboratorio.

IR

Compuesto

Fracciones (F) Lippia alba (%)

N F1 F2 Res

1 | 990 |B-Mirceno 1,0

2 11038 |Limoneno 92,2 53 1,1

3 1101 |Linalol 2,1

4 1179 |Borneol 1,1

5 | 1255 | Carvona 3,1 34,2 55,9
cis-Epoxido de Piperitona +

6 | 1262 | Piperitona 2

7 | 1346 | Piperitenona 1,8

8 | 1393 | B-Bourbuneno 4,5

9 | 1396 | B-Elemeno + b-Bourbuneno 2,6 3
9 -epi-trans-Cariofileno + y-

10 | 1473 | Muuroleno 1,3

11 | 1493 | Biciclosesquifelandreno 20,9

12 | 1507 | Biciclogermacreno + y-Amorfeno 1,1

Tabla 22. Balance de masa prueba 5.

MUESTRA | Peso (g)
Inicial 17
1 6,78
2 7,33
Residuo 1,27
Perdidas 1,62




Tabla 23.

Resultados prueba 6 a escala de laboratorio.

Fracciones (F) Lippia alba (%)

N| IR Compuesto = o £3 Res
1 | 990 |B-Mirceno 1,2

2 11038 |Limoneno 95,1 21,6 1,43

3 [1101 | Linalol 2,1

4 11179 |Borneol 1,3

5 11203 | cis-Dihidro carvona 2,7 1,1

6 | 1211 |trans-Dihidro carvona 8,5 3,3

7 |1255| Carvona 1,37 52,2 69,7 43
8 | 1262 | cis-Epobxido de Piperitona + Piperitona 1,2 1,7 14
9 | 1346 | Piperitenona 1,1 2,47
10|1396 | B-Elemeno + b-Bourbuneno 29
11|1429|B-Ylangeno 4,1

12| 1493 | Biciclosesquifelandreno 8,7 29,3
13|1507 | Biciclogermacreno + y-Amorfeno 1,9
Tabla 24. Balance de masa prueba 6.

MUESTRA | Peso (Q)

Inicial 17
1 5,21
2 0,91
3 5,08

Residuo 3,74

Perdidas 2,07

Tabla 25. Resultados prueba 7 a escala de laboratorio.

Fracciones (F) Lippia alba (%)

N IR Compuesto = Fo £3 Res
1 | 990 |B-Mirceno 1,3

2 11038 |Limoneno 96,7 12,1 5,9

3 [1179 |Borneol 1

4 | 1203 | cis-Dihidro carvona 1,1

5 | 1211 |trans-Dihidro carvona 2,2

6 | 1255 |Carvona 65,9 63,4 7,9
7 | 1262 | cis-Epoxido de Piperitona + Piperitona 1,6 1,7
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8 | 1346 | Piperitenona 1 2,6 2,8
9 | 1393 |B-Bourbuneno 2,5 1,1
10 | 1396 | B-Elemeno + b-Bourbuneno 3,1 1,7 2,5
11 | 1473 |9 -epi-trans-Cariofileno + y-Muuroleno 15
12 | 1493 | Biciclosesquifelandreno 5,2 13,8 | 50,5
13 | 1507 | Biciclogermacreno + y-Amorfeno 2,8
14 | 1526 | 5-Amorfeno 1,2

Tabla 26. Balance de masa prueba 7.

MUESTRA | Peso (9)

Inicial 15
1 3,53
2 4,55
3 4,75

Residuo 1,11

Perdidas 1,07

Tabla 27. Resultados prueba 4 a escala Piloto.

Fracciones (F) Lippia alba (%)
N| IR Compuesto F1 = 3 Res
1 | 990 |B-Mirceno 1,2
2 11038 |Limoneno 93,4
3 {1203 | cis-Dihidro carvona 2 1,5
4 11211 |trans-Dihidro carvona 3,5 2,7
5 {1255 | Carvona 1,4 79,4 83,4 53,6
6 | 1262 | cis-EpoOxido de Piperitona + Piperitona 2 2,2 1,8
7 11306 | No identificado 4,3
8 | 1346 | Piperitenona 3,2
9 1393 |B-Bourbuneno 3,6 3,6 2,4
10| 1396 | B-Elemeno + b-Bourbuneno 1,4
11|1493 | Biciclosesquifelandreno 1,7 16,8
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Tabla 28. Balance de masa prueba 4 a escala piloto.

Tabla 29. Resultados prueba 6 a escala Piloto (redestilacion).

Fraccion | Peso (9)
Inicial 938,13
1 379,04
2 80,88
3 54,39
Residuo 353,45
Perdidas 70,37

IR

Compuesto

Fracciones (F) Lippia alba (%)

N INI F1 | F2 F3 | F4 | RES

4 11038 |Limoneno 27,1

6 [1101 |Linalol 22 | 11

8 [1179 |Borneol 1,1 | 1,2

9 |1203 | cis-Dihidro carvona 15| 29 3 1,4

10 | 1211 |trans-Dihidro carvona 25 | 59 | 56 | 23

1240 | No identificado 1,6 1,3 | 2,9 1,7

11 | 1255 | Carvona 74,2 150,8|779[834 780 215

12 | 1262 | CiS-EpOxido de Piperitona+ | 0 | 44 | 17 | 23| 32 | 13
Piperitona

14 | 1346 | Piperitenona 1,3 1,1 9,9

15 | 1393 | B-Bourbuneno 31122 ] 35|41 | 29 2,1

16 | 1396 | B-Elemeno + b-Bourbuneno 1,2 2,1 2,9

18 | 1441 | 3-Copaeno 1,2

19 | 1455 trans-B-Farnaseno + allo- 3.3
Aromadendreno

20 | 1473 9 -epi-trans-Cariofileno + y- 28
Muuroleno

21 | 1493 | Biciclosesquifelandreno 5,5 1,9 | 40,2

23 | 1526 | 5-Amorfeno 1,3
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Tabla 30. Balance de masa prueba 6 a escala piloto.

Fraccion | Peso (Q)
Inicial 938,13
1 379,04
2 80,88
3 54,39
Residuo | 353,45

Tabla 31. Resultados prueba 7 a escala Piloto.

Fracciones (F) Lippia alba (%)

N IR Compuesto F1 | F2 | F3 | F4 | F5 | F6 | F7 | Res

1 | 953 |Canfeno 1,5

2 | 990 |B-Mirceno 22 | 1,1

3 | 1038 | Limoneno 925(97,7/16,9| 1,9

4 | 1101 | Linalol 1.1

5 | 1203 | cis-Dihidro carvona 1,3 | 1,2

6 | 1211 |trans-Dihidro carvona 41 | 39| 2,6

7 | 1231 | No identificado 1,3 |15

8 | 1240 | No identificado 2,66 | 3,5

9 | 1255 |Carvona 67,2 182,8|86,4|83,3|71,7| 16,

10| 1262 | ¢iS-Epoxido de 16 | 1,9 | 2,2 [3.19] 3.2 | 146
Piperitona + Piperitona

11| 1346 | Piperitenona 4,2

12| 1393 | B-Bourbuneno 16 | 20|21 |170| 1,7 | 11

13 | 1396 | P-Elemeno +b- 1,4
Bourbuneno

14| 1455 trans-B-Farnaseno + 15
allo-Aromadendreno

15]1473 9 -epi-trans-Cariofileno 17
+ y-Muuroleno

16| 1493 | Biciclosesquifelandreno 1,21]| 45 | 34,7

17| 1526 | 5-Amorfeno 1,2

18 | 1601 | No identificado 1,3

19| 1711 | No identificado 1,2
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Tabla 32. Balance de masa prueba 7 a escala piloto.

CORTE | Peso (g)
Inicial 974,22

1 14,61
2 305
3 47,61
4 91,41
5 295,33
6 44,23
7 24,37

residuo 124,78
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ANEXO F: Relaciéon de costos para la produccién de Limoneno y Carvona

Tabla 33. Costos unitarios

ITEM Valores unitarios
Kw/H $ 280
Envases $1.150
Kg AE 127.757
Margen de ganancia 10%
Inflacion 2,58%
Salario Auxiliar $1.134.800

Tabla 34. Cantidades consumo y produccion.

ITEM Total Afo
Materia Prima(kg) 864
Limoneno (kg) 276
Carvona (kg) 434
Total productos (kg) 710
Energia consumida (Kw/h) 12.096
Envases 710

Tabla 35. Valor inversion.

Descripcion Valor ($)
Equipo de desalacion fraccionada | $ 76.798.143,20
Bafio de refrigeracion. $ 4.735.000,00
Inversion total $ 81.533.143,20
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Tabla 36. Costos de operacion

Descripcion

Valor Anual ($)

Materia prima

110.382.048,00

Energia 3.386.880,00
Aseo 288.000,00
Envases 816.500,00
Salario Auxiliar (anual) 20.675.208,00
Mantenimiento 500.000,00
Imprevistos 420.000,00

Costo total produccion

136.468.636,00

Tabla 37. Costos totales

Descripcion

Valor ($)

Gastos de inversion

81.533.143,20

Costos de operacion anuales

136.468.636,00

Tabla 7. Resumen de costos.

ITEM

Valor anual ($)

Costo de inversion

81.533.143,20

Gastos totales de produccion

136.468.636,00

Ganancia anual

27.177.714,40

Ganancia anual + gastos totales de produccion 163.646.350,40

PRECIO DE VENTA (kg)

230.355,86
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