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RESUMEN:

TITULO:  DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE PARTICION DE MONOTERPENOS Y
SESQUITERPENOS Y SUS ANALOGOS OXIGENADOS, USANDO MICROEXTRACCION EN FASE
SOLIDAYY CROMATOGRAFIA DE GASES*

Autor: Amner Mufioz Acevedo **.

Palabras claves: Coeficientes de particion, aceites esenciales, SPME, GC, efectos competitivos.

Los AE’s son sustancias fragantes que € usan como ingredientes base en perfumeria, cosmétic a, alimentos,
etc. Son mezclas con mas de 200 componentes, agrupados en dos fracciones: una volatil (90-95% de aceite
total) y un residuo no volatil (5-10% del total del aceite ).

Ko se usa para describir la distribucion de una sustancia entre medios diferentes y expresa el reparto de una
poblacion de moléculas entre dos fases, en el equilibrio.

SPME es un m étodo de preparacion de muestra para analisis de compuestos organicos presentes en distintas
matrices (agua, aire y suelo). El comportamiento de particion de analitos en el recubrimiento de SPME se
describe con la teoria de distribucion cromatografica. Por lo tanto, los datos de retencion cromatogréficos se
utilizan para predecir los K de analitos en el recubrimiento de SPME, suponiendo que se ha logrado el
equilibrio.

Para el estudio se obtuvieron los AE’s de naranja y de ylang-ylang por MWHD. Para las determinaciones de
Kaens Y Keous+s S€ emplearon inyeccion directa, SHS y HS-SPME (PDMS-100 um). El andlisis de las
muestras se realizd por HRGC-FID. Los pardmetros de extraccion establecidos para SHS y HS-SPME
fueron 30 min de extraccion a 40°C.

Los Kaeroms que se calcularon para cada AE variaron entre componentes dentro del mismo aceite y de
componentes comunes presente en ambos AE’s. Una de las hip6tesis propuestas es la influencia de otros
volatiles sobre la composicion en el HS de una mezcla y las posibles interacciones de los componentes del
AE con el solvente.

Se demostrd el efecto competitivo de terpenos sobre PDMS. Las explicaciones fueron: traspasar el limite

superior del rango lineal de la fibra y la limitada capacidad de PDMS para albergar grandes cantidades de una
sustancia, cuando se encuentra en altas concentraciones en el HS.

* Trabajo de investigacion.
** Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, ElenaE. Stashenko.
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ABSTRACT:

TITLE: DETERMINATION OF PARTITION COEFFICIENTS OF MONOTERPENES AND
SESQUITERPENES AND THEIR OXYGENATED ANALOGS, USING SOLID PHASE MICROEXTRACTION
AND GAS CHROMATOGRAPHY

Author: Amner Mufioz Acevedo **,

Key words: Partition coefficients, essential oils, SPME, GC, competition effects.

The EQO’s are fragant substances that are used as ingredients base on perfumery, cosmetic, foods, etc. They
are mixture with than 200 components, grouped more in two fractions: volatile (90-95% total oil) and a
nonvolatile remainder (5-10% total oil).

Ko are used to describe the distribution of a substance among different media and it express the distribution of
a population molecules between two phases, at the equilibrium.

SPME is a technique of sample preparation for organic compound analysis present in different matrices
(water, air and soil). The behavior of partition of analytes in the fiber coating of SPME is described by the
theory of chromatographic distribution. Therefore, the chromatographic data of retention are used to predict
the Ko of analytes in the fiber coating of SPME, supposing that the equilibrium has been reached.

For this study was obtained the EO’s of orange and ylang-ylang by MWHD. For the determination of Keess
and Keomsus Were used direct injection, S-HS and HS-SPME (PDMS-100 um). The analysis of the samples
was carry out by HRGC-FID. The extraction parameters established by S-HS and HS-SPME were 30 min at
40°C.

The Kuerpoms that were calculated for each EO varied between components within the same oil and of
components common present in both EQ’s. One of the propose hypotheses is the influence of other volatile on
the composition in the HS of a mixture and possible interactions of the components of the EO with the solvent.

The competitive effect of terpenes was demonstrated on PDMSfiber. The explanations were: to exceeds the

upper limit of the linear range of concentration and the limited concentration capability of PDMS to trap great
amounts of a substance, whenit is in high concentrations in the HS.

*Work of investigation.
** Faculty of Sciences, School of Chemistry, Elena E. Stashenko.
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1. INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AE’s) son sustancias fragantes extensamente usadas como ingredientes base en
perfumeria tradicional [1], en los sectores farmacéutico, cosmético, en el campo de alimentos [2] y nutricion
humana. Son mezclas con mas de 200 componentes [3] agrupados basicamente en dos fracciones, una
volatil que constituye el 90-95% de aceite total (contiene terpenos, sesquiterpenos y sus derivados
oxigenados junto con aldehidos alifaticos, alcoholes y ésteres) y un residuo no volatil que constituye del 5-
10% del total del aceite y contiene hidrocarburos mas pesados, acidos grasos, esteroles, carotenoides, ceras,
cumarinas, psoralenos y flavonoides.

La fraccion terpénica con un rango aproximado del 60% (e.g. aceite de bergamota) al 99% (e.g. aceite de
pomelo) de la fraccion volatil hace poca contribucion al flavour o fragancia del aceite. Ademas, puesto que los
terpenos son en su mayoria compuestos insaturados pueden descomponerse térmicamente, por fotolisis y
oxidacion [L,4], produciendo compuestos indeseables los cuales generan off-flavour [4] (defecto del aroma
que se produce por sustancias foraneas, que no estan presentes normalmente en ella, con pérdida de

compuestos de impacto, dandole una nota desagradable [5]).

La distribucion de un soluto entre dos fases, en las cuales es soluble, ha sido un tema importante para
experimentacion y estudio por muchos afios. En una forma u otra este pardmetro fisicoquimicose ha utilizado
para aislar productos naturales tales como esencia de flores [6].

El coeficiente de particion o @nstante de distribucion (Ko) se usa para describir la distribucion de una
sustancia entre diferentes fasesy expresa el reparto de una poblacion de noléculas entre dos fases
inmiscibles, en el equilibrio. Se calcula como la relacion de actividades de un compuesto en una y otra fase.
Se considera independiente de la concentracion, si y solo si, el coeficiente de actividad (g) del compuestoi en
la fase considerada no cambia sustancialmente. Asi, Ko depende de las propiedades fsicoquimicas del
analito, las fases involucradas y la temperatura [7].

La determinacion de Ko ha sido de gran ayuda en todas las areas y aplicaciones fisicoquimicas en la

naturaleza. La importancia de medir o calcular esta constante para compuestos organicos en estudios



ambientales, se debe ala biodisponibilidad y concentracion residual en la atmdsfera, agua y suelo, las cuales
dependen estrictamente de las propiedades de distribucion [8]. Por ende, se puede predecir el destino de los

contaminantes organicos en el ambiente [9].

En las ciencias biomédicas Ko se ha utilizado como uno de los parametros mas efectivos para evaluar la
toxicidad de una sustancia quimica [10,11]; uno de los principales factores que regula el intercambio gaseoso
en los pulmones; y en el estudio de la cinéticay el comportamiento de los gases en los seres vivos [12].

Pero su aplicacién mas interesante ha sido en estudios de relacin cuantitativa actividad -estructura (QSAR)
donde se correlacionan la actividad hiolégica de una sustancia con otras propiedades fisicas tales como
factores electrénicos y estéricos [13] en areas de la medicina, bioquimica, farmacéutica [7,8], quimica médica
y disefio de drogas. K Y, en particular, aquellos valores obtenidos para el sistema octanokagua, refleja la
hidrofobicidad de la molécula de soluto [14].

Otra &rea de aplicacion ha sido la geoquimica; Ko se usa para ayudar a evaluar la masa de contaminante que
existe en una fuente, y es muy importante porque estima el potencial de adsorcion de dicho contaminante en
contacto con el suelo [15].

Las propiedades de las moléculas en fase liquida se han examinado ampliamente por métodos
experimentales, estaticos y dindmicos [16]. Una solucion con dilucién infinia es el estado ideal para
moléculas de soluto y las propiedades de la solucion s combinan facilmente con la teoria convencional de
soluciones de moléculas. La cromatografia de gases (GC) provee las propiedades para la dilucién infinita con
base en las condiciones de GC, siendo un método répido y confiable para la determinacion de propiedades

termodindmicas exactas [17,18].

La microextraccion en fase solida (SPME) es una técnica de preparacion de muestra para la extraccion de
compuestos volatiles, semivolatiles y no volatiles, polares y no polares presentes en distintas matrices [L9],
incluyendo agua, sueloy aire [20]. El método implica dos pasos: (1) reparto de los analitos entre la muestra y
la fibra de silice fundida recubierta con una fase estacionaria disponible y (2) desorcion de analitos
concentrados en el inyector del sistema de separacion [9].

SPME ha ganado gran aceptacion en multiples aplicaciones por ser de facil uso, bajo costo comparado con

las técnicas convencionales (LLE, Soxhlet, ultrasonido, etc), y que no involucra la utilizacion de solventes



organicos [21,22]. Se ha utilizado como método paracalcular el coeficiente de particion octanol -agua [9], para
la determinacion de coeficientes de la Ley de Henry R3] y la estimacién del coeficiente de distribucion
recubrimiento/aire usando indices de retencion de GC capilar con programacion lineal de la temperatura [20].

El comportamiento del reparto de analitos entre la fase estacionaria de la fibra de SPME y la fase vapor o el
liquido, en el cual esta inmersa, se describe con la teoria de particién cromatografica. Los datos de retencién
cromatogréficos se pueden usar para calcular los Kp de analitos en fases estacionarias de SPME, suponiendo
que se han alcanzado las condiciones de equilibrio [20,24]. Ko para SPME (recubrimiento de fibra-fase
condensada) es el producto de dos constantes: la constante de reparto fase condensada-headspace (Krcws)

y la constante de reparto (poli(dimetilsiloxano)-headspace (Keomshs) [25].

Para este estudio se escogieron los AE"s de naranja y de ylang-ylang, los cuales fueron obtenidos a través de
hidrodestilacién asistida por la radiacién de microondas (MWHD). Para las determinaciones de los
coeficientes Kaens ¥ Keomsts Se emplearon inyeccion directa de la muestra, headspace estético (S-HS)y
microextraccion en fase solida en el modo headspace (HS-SPME, PDMS-100 um). El andlisis de las
muestras se realizd por cromatografia de gases capilar con detectores de ionizacién en llama (GC-FID) y
selectivo de masas, este Ultimo operado en el modofull scan (GC-MS).

Después de determinar las mejores condiciones para HS-SPME, éstas aplicaron para el analisis por SHS.
Los parametros de extraccion establecidos fueron el tiempo (30 min), temperatura (40°C), cantidad de
solucién (50 L de AE en 1 mLde solvente) y wlumen del headspace (19 mL).

Los coeficientes de particion que se calcularon para cada AE variaron entre componentes dentro del mismo
aceite (tendencia esperada) y de un AE a otro (no esperado). Asi mismo, existieron diferencias de un mismo
componente presente en ambos AE’s (no esperado). Una de las hip6tesis propuestas es la influencia de
otros volatiles sobre lacomposicion en el headspace de una mezcla (distribucibn competitiva en fase vapor de
los componentes de aromas) [26].

Por otro lado, se demostrd experimentalmente el efecto competitivo de patrones de terpenos sobre el
recubrimiento de PDMS. Una de las explicaciones que se puede dar a este fenémeno es la capacidad
limitada de PDMS para albergar grandes cantidades de una sustancia, cuando ésta se encuentra en altas
concentracionesen el headspace. Lo cual es atribuible probablemente a las restricciones dimensionales del

recubrimiento (pequefio volumen o espesor), conllevando al fendmeno de desplazamiento [27,28].



Con esta investigacion se contribuye de manera muy particular a la industria de los productos naturales y su
aplicacion en la industria cosmética, farmacedtica y alimentos, puesto que el conocimiento del coeficiente de
particion de componentes principales y comunes para muchos aceites esenciales en el headspace suministra
informacion sobre su volatilidad e hidrofobicidad.

Durante esta investigacion se particip6 con el trabajo titulado “Determinacién de los coeficientes de particion
de los constituyentes de los aceites esenciales de ylang-ylang y naranja empleando HS-SPME” en el XIlI
Congreso Colombiano de Quimica, realizado en octubre del presente afio, en modalidad de poster. Ademas,
se realiz6 la publicacion de este proyecto, en el respectivo libro de memorias del evento mencionado, con el
titulo “Determinacion de los coeficientes de particion de los constituyentes de los aceites esenciales de ylang-
ylang y naranja empleando HS-SPME”.



2. ESTADO DEL ARTE

2.1 COEFICIENTE DE PARTICION, Ko

2.1.1 Fondo historico. El primer estudio sistematico de distribucion entre dos liquidos inmiscibles fue
llevado a cabo por M. Bertheloty E. Jungfleisch, el cual condujo a una teoria con capacidad predictiva [29].
Los autores midieron exactamente las cantidades presentes de b y Br, repartidas entre CS y agua durante el
equilibrio. Ademas, calcularon las cantidades de algunos acidos organicos, H;SO4, HCl y NH; repartidos
entre éter etilico y agua. De esta (ltima investigacion, surgié la primera apreciacién del hecho base, que la
relacion de concentraciones de un soluto distribuido entre dos solventes inmiscibles fue una constante, la cual

no dependia de los volumenes relativos de las soluciones usadas [6,30].

En 1891, Nernst hizo su aporte significativo al tema. Recalco el hecho que el coeficiente de particion seria
constante solo si una especie molecular individual se considersba como repartida entre dos fases.
Considerada en esta direccion, la particion seria tratada por la termodindmica clasica como un proceso de
equilibrio donde la tendencia de cualquier especie molecular individual de soluto seria dejar un solvente y
entrar al otro, siendo una medida de su actividad en el solvente. El problema que econtré Nernst en el
estudio de coeficientes de particion fue la asociacion y disociacion de solutos en diferentes fases (cuando el
soluto formaba dimeros en la fase extractora), lo cual se pudo corregir por ionizacion, siempre y cuando, la
concentracion del soluto en fase acuosa fueramuy baja. Para un coeficiente de particion verdadero, se debe

considerar la misma especie en cada fase [6,31].

Durante algunos afios del siglo XX un gran nimero de experimentos meticulosos sobre particién de analitos
se reporto en la literatura; la mayoria se realizaron con el objetivo de determinar constantes de ionizacion en
un medio acuoso de acidos y bases moderadamente ionizados. Como punto del hecho histdrico, el método
no sobrevivié por la asociacion inesperada de los solutos en los solventes organicos escogidos.

Después que se determinaron las constantes de ionizacidn con confiabilidad a través de otros medios, la
medicion de particion se emple6 para calcular la constante de asociacion de acidos organicos en fase no
acuosa en funcién de la temperatura. Esto produjo valores de DH, DSy DG para la reaccién de asociacion.



En 1909, Herz publico formulas las cuales relacionaron el coeficiente de particion (P) con e nimero de
extracciones necesarias para remover un peso dado de soluto desde una solucion. Si W (mL) de solucion
que contiene Xo (g) de soluto, son sometidos a extracciones repetidas con L (mL) de solvente, y x: (g) de
soluto quedan después de la primera extraccion, entonces (o - x1)/L = concentracion del soluto en la fase
extractoray xi/W = concentracion remanente en la solucion original:

P=ﬂ xlzxoﬂ
(x, - x,)/L PW +L

Ecuacion 1
Durante los afios 40’s, la técnica mecénica de extraccion mdltiple fue mejorada notoriamente y la distribucion
contracorriente llegd aser una herramienta establecida tanto para la separacion y caracterizacion de mezclas
complejas. El coeficiente de particion se pudo obtener desde estudios de distribucion en contracorriente y la
ecuacion usada para esto fue:

__n el 0( ) Ecuacién 2

Tos “1nin- r)!gP +1g

donde Ti, representa la fraccion del material total en el tubor distribuido a través de n tubos [6].

Durante las dos décadas que agrupan el cambio de siglo, en el que el coeficiente de particion fue investigado
por los fisicoquimicos como un todo en si mismo, los farmac 6logos llegaron a estar muy interesados en él, por
medio del trabajo de Meyer y Overton, quienes mostraron que la actividad narcética relativa de medicamentos
a menudo era el paralelo del coeficiente de particion aceite/agua [32]. Sin embargo, la correlacion
renombrada de la actividad narcética no especifica con el coeficiente de particion no condujo a una
generalizacion realmente Gt en la comprension del mecanismo de accion del medicamento.
Consecuentemente, el interés de ambos grupos por el coeficiente de particion declind grandemente. Sélo el
reciente uso del coeficiente de particibn como un parametro de referencia extratermodinamico para el

“enlazamiento hidrofobico” en sistemas bioldgicos y farmacologicos generd un nuevo interés de su medicion.

Los simbolos y nomenclatura asociados con el proceso de particion, han variado considerablemente. En el
siglo XIX, el término “relacion de distribucion” se us6 muy a menudo. Gradualmente, el coeficiente de
particion ha llegado a ser mas usado desde que Chemical Abstracts lo index6 mas frecuentemente bajo este
encabezado, que como relacion de distribucion. Se usa “coeficiente de particion” cuando se refiere a datos
los cuales han sido corregidos por ionizacidn, dimerizacién, etc., lo que se relaciona a la distribucion de
especies individuales entre dos fases. La expresion “relacion de particion” se reserva para referirse a la



distribucion no corregida de solutos entre dos fases. Varios simbolos tales como K, Ko, Ke, D y P han sido

usados para representar el coeficiente de particion.

2.1.2 Ley de Henry. La aproximacion méas general al fenémeno de distribucion es el tratamiento de la ley de
particiobn como una extension de la Ley de Henry. Para un gas en equilibrio con su solucién en el mismo

solvente, tenemos:
=— Ecuacion 3

donde m es la masa del gas disuelto por unidad de volumen y p es la presion a temperatura constante.
Puesto que la concentracion de moléculas en la fase gaseosa es proporcional a la presion, p se puede
reemplazar por C y la masa/unidad de volumen de gas en solucion, por G. La Ecuacion 3 se puede
rescribir como:

K=— Ecuacion 4

En términos generales, la concentracion de cualquier especie molecular individual entre dos fases, las cuales
estan en equilibrio, llevara una relacién constante respecto una de la otra tan grande como el coeficiente de
actividad permanezca relativamente constante. La limitacion de la definicidn anterior es que se presume que

no hay ninguna interaccién significativa soluto-soluto como tampoco ninguna interaccién fuerte especifica

soluto -solvente.

2.1.3 Termodindmica de sistemas que se reparten. Cabe anotar que, el coeficiente de particion
termodindmico es una relacion de fracciones molares (P"=Xo/X), ¥ no se debe confundir con la expresion de
P el cual es una relacién de concentraciones. Para cada componente “i” que contiene una solucién ideal, la
siguiente ecuacion se debe mantener:

m(T,P.X)=nf (T,P)+RTIX, Ecuacion 5
donde ni" es el potencial quimico del componente ‘" puro en la solucién bajo condiciones especificas y X es
su fraccion molar. i no es el potencial quimico real del componente “i" puro, pero el valor se aproximaria si
la solucion se mantiene ideal hasta Xi = 1. Se puede mostrar que para soluciones diluidas, el potencial
quimico basado en fraccién molar es mayor que el de concentracion molar por un factor de RTInVse, donde

Vs es el volumen molar del solvente y, por lo tanto:

m(T,P.X)=nf (T,P) +RT InV< +RT InC, Ecuacion 6



Una interesante aproximacion al estudio de las fuerzas intermolecuares implicadas en la particion es suponer,
que la energia libre de transferencia de una molécula se puede dividir en las contribuciones de diferentes
partes [6].

2.14 Kp en cromatografia. Un soluto ®metido a un proceso cromatogréfico al entrar en la columna,
inmediatamente se reparte entre la fase mdvil y la fase estacionaria. Esta distribucion entre las dos fases se
refleja por su constante de distribucion (Ko), definida como la relacion de los pesos del analito en volimenes
iguales de las fases mdvil y estacionaria (Ecuacion 7):

Ky =— Ecuacion 7

donde Cses la concentracion del analito en la fase estacionariay Cw s la concentracion del analito en la fase
movil.

Ko es una constante de equilibrio real y su magnitud esta gobernada sélo por la naturaleza quimica del analito
(estructura), de las dos fases (estacionaria y mdvil) y la temperatura 33-36], ademas, expresa la afinidad de

una sustancia por la fase estacionaria relativa a la fase mévil [37].

En cromatografia, el potencial quimico de un analito en el equilibrio, entre las fases movil y estacionaria, se
expresa por la Ecuacion 8, dondem=n® + RTIng Cs y mn=mx° + RTIng "C:

m =m, Ecuacién 8

Sig =1yd =1, entonces, se puede escribir la Ecuacion 9, asi:
m +RTIng'C, =m, +RTIng"C, Ecuacion 9
donde R es la constante de los gases, T es la temperatura en Ky Csy Cm S0n las concentraciones del analito

entre las dos fases, estacionaria y movil, respectivamente. La Ecuacion 9, después de reordenarla, produce
la Ecuacion 10.

Ecuacion 10

El tiempo que gasta un soluto en recorrer completamente la columna (tiempo de retencién del soluto, tr) es
funcidn del tiempo que pasa entre las fases movil y estacionaria. La Ecuacion 11 describe la velocidad de



migracion a través de la columna, donde N es la velocidad de migracion, U es la velocidad lineal promedio
de lafase movil en la columnay Vi y Vs son los volumenes de fase movil y estacionaria.

N -1 -1
- & 0 - 0o -
n=u Ajzu 1+ C.V T =u +KV—Sg Ecuacion 11
Cme +CSVS ﬁ g C Vm g Vm ﬂ

m

K del lado derecho de la Ecuacion 11 se definié en la Ecuacion 10. n se expresa como la relacion entre la
longitud de la columna L y el tiempo de retencion tr (L/tz) Y, Si se sustituye en la Ecuacion 11, producira la
Ecuacién 12, donde tzes el tiempo de retencion del pico y tu es el tiempo muerto, en la columna.

V, 0 V.0
ts :L§+ K—Si:tM§+K—Si Ecuacion 12
u Vi g Vi &

Reordenando la Ecuacion 13, es claro, que el tiempo de retencion ajustado (&x) es directamente proporcional
al valor deK [20]

V, i
te =tz - t, =K— Ecuacion 13
\
m

Puesto que Kp, como cualquier constante de equilibrio termodinamico es un cociente de actividades real del
analito en sistemas cromatograficos, normalmente, se encuentran soluciones que tienden hacia dilucion
infinita y; por lo tanto, el coeficiente de actividad es uno. La Ecuacién 10 supone que el analito esta presente
como s6lo una estructura molecular o ién, el cual no interactlia con otras moléculas de analito, cuando la
dilucion es infinita [34].

El equilibrio es dinamico. Por supuesto, la transferencia de masa en la columna toma lugar sélo en la fase
movil, via gas de arrastre. Asi, un valor alto de Ko implica un tiempo de residencia largo en la fase
estacionaria y por ende, una salida posterior del sistema de separaciéon. Esto envuelve un ndimero de
simplificaciones, tales como: los procesos de difusion se han menospreciado, la velocidad de la fase movil se
supone constante de principio a fin, se ha supuesto un réapido equilibrio infinito independiente de la
concentracion y no se han considerado diferencias a lo largo de la trayectoria debido a la estructura de la fase

polimérica de la columna [37-42].



2.15 Tiempos de retencion observado, ajustado y muerto. Durante el recorrido del soluto a través de la
columna, éste pasa una parte de su tiempo repartiéndose entre la fase estacionaria y la fase movil. Al
emerger el soluto a la fase movil es transportado hacia el detector con la misma velocidad del gas de arrastre.
El tiempo de residencia en la fase movil se determina cronometrando la elucion de un soluto no retenido [33].

El tiempo de residencia del analito no retenido se designa con el simbolo tv. El tiempo de retencién total es
igual al tiempo de residencia del soluto en la fase movil (ty mas el tiempo de residencia en la fase
estacionaria. Por lo tanto, el tiempo de residencia en la fase estacionaria o el “tiempo de retencién ajustado”
tx" se expresa segun la Ecuacion 13, donde tz es el tiempo de retencion observado, tu es el tiempo de

retencion de soluto no retenido y tr” es el tiempo de retencion ajustado.

2.1.6 Factor de capacidad, k. La relacién de particién?, k', se define como la cantidad (no concentracion) de
un soluto en la fase estacionaria comparada con la cantidad del soluto en la fase mavil, y es proporcional al

tiempo relativo que el soluto pasa entre las dos fases (estacionaria y movil) (Ecuaciones 14 y 15).

k= ti Ecuacion 14
tM
ty - t,, y
k= Ecuacién 15
tM

donde k es el factor de capacidad [33].

El factor de capacidad es independiente de la velocidad lineal del gas de arrastre, lo que significa que as
altas o bajas velocidades de flujo no afectan el tiempo relativo que pasa el analito entre las fases, sélo su
valor absoluto [39].

2.1.7 Relacién de fases, b. La relacién de fase en una columna es la relacién de vollimenes de las fases

mavil y estacionaria y esta dada por el simbolo b (Ecuacion 16).
R=—1 Ecuacion 16

donde Vw es el volumen de la fase movily Vs es el volumen de la fase estacionaria.

1 El término “relacion de particion” es preferida por la IUPAC, mientras que el término factor de capacidad” se
recomienda por ASTM.
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El &rea superficial interna de la columna capilar (donde el espesor de la pelicula polimérica es constante y
gobierna Vs) varia directamente con el didmetro de la columna; mientras que, el volumen de la columna (la
cual gobierna Vy) varfa directamente con el cuadrado del radio interno. Para las columnas cominmente
usadas, el rango de espesor (df) va desde 0.1 a 1.0 um y el diametro de la columna esta en el rango 200 -
530 um. En el caso de las columnas capilares, Vu y Vs se pueden establecer desde las dimensiones de la
columna y el espesor de la fase liquida. Para columnas con espesor delgado donde r. (radio de la columna)
es mucho mayor que d: (espesor de la fase estacionaria) la relacion de fase se puede expresar segin la
Ecuacion 17:
_ [p)e )
== Ecuacion 17
(rp)x>d, 2,

siendo L, la longitud de la columna [33,37].

2.1.8 Relacion entre k, by Ko. En cromatografia de particion, la concentracion esta expresada como
cantidad por volumen de las fases [37]. Tomando como referencia la Ecuacion 7, se puede observar que la
constante de distribucion Kp se puede definir asi:

_ Cantidad en fase estacionar ia/Volumen de la fase estacionar ia
P Cantidad en fase mévil /Volumen de la fase mévil

_ Cantidad en fase estacionaria,  Volumen de la fase movil
D Cantidad en fase mavil Volumen de la fase estacionar ia

La Gltima fraccién ha sido definida como la relacién de fases, b, y la primera fraccion es el mismo factor de

capacidad k. De esto surge una relacién Ecuacion 18), que se ha utilizado en la comprension de la
interrelacion de muchos pardmetros en las caracteristicas de retencion y separacion [33,40,41]

Kp =kB Ecuacion 18

Ko es un pardmetro especifico para cada sustancia, para una fase estacionaria y temperatura dadas, y es
independiente de otros pardmetros de operacion, tales como la cantidad de las dos fases en la columna.

Termodinamicamente, la constante de distribucion puede ser expresada como una funcién de la presion de
vapor saturado 0°) y el coeficiente de actividad (¢f) del analito, la densidad (r s) y la masa molecular (Ms) de

la fase estacionaria y la temperatura absoluta de la columna (Tc) (Ecuacion 19):
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donde R es la constante de los gases. La dependencia de la temperatura del coeficiente de particion se

D Ecuacion 19

puede expresar por laEcuacion 20:

logK, =—+B Ecuacion 20
T
c

donde Tc es latemperatura absoluta de la columnay A 'y B son constantes.

En otras palabras, a altas temperaturas el valor de K serd menor y el analito eluird mas pronto. De la
discusion anterior, se puede concluir que el proceso de separacién cromatografico es controlado por la
afinidad selectiva de bs componentes de la muestra por las fases estacionaria y mavil, asi como por la

temperatura del proceso [37 42].

2.2 ACEITES ESENCIALES

El aceite esencial es una mezcla de componentes volatiles, producto del metabolismo secundario de las
plantas [43] y comprende las esencias y las resinas. A menudo la planta los vierte al exterior por medio de los
canales excretores. Las esencias, que son volatiles, se difunden a través de la epidermis de las hojas y de
las flores expandiendo un olor muy pronunciado yson los compuestos que dan perfume a éstos [44,45]. Se
les llama aceites por su apariencia fisica y consistencia similar a los aceites vegetales (e.g. comestibles), pero
se distinguen de ellos porque al dejar caer unas gotas de esencia sobre el papel éstas se volatilizan
facilmente sin dejar ninguna huella, ni mancha grasosa [43,44].

Las esencias son mezclas mas o menos complejas en cuya composicion entra una porcion de hidrocarburos
de la serie isoprénica del grupo de los terpenos que responden a la Brmula (CsHs). (hemiterpenos, n=1;
monoterpenos, n=2; sesquiterpenos, n=3; diterpenos, n=4; etc.) (ver Figura 1), junto con otros compuestos
casi siempre oxigenados, que son los que transmiten a los AE’s el olor o la fragancia que los caracteriza
[43,45,46).
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Figura 1. Hidrocarburos de serie isoprénica. A. Monoterpenos (CsHs)z; B. Sesquiterpenos (CsHs)s

Los AE’s se clasifican en tres grandes grupos. El primer grupo son los monotemenas, los cuales han sido
conocidos por cientos de afios como componentes de AE’s. El segundo grupo estd constituido por
sesquiterpenos, diterpenos y un grupo residual que contiene acidos grasos, polimeros, etc. El tercer grupo es
el de mas interés y consiste en una variedad de compuestos oxigenados que van desde alcoholes, cetonas,
aldehidos, ésteres y éteres hasta complicadas lactonas macrociclicas. Estos compuestos poseen
caracteristicas odorantes y son los que mas a menudo se utilizan como ingredientes de sabor y fragancias [3].

Los AE’s se encuentran muy difundidos en el reino vegetal, especialmente, en las Fanerégamas, las cuales
se hallan repartidas en unas sesenta familias (Labiadas, Mirtceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc.). Se pueden
encontrar bcalizados en diferentes partes de la planta, por ejemplo: hojas (albahaca, menta, romero, etc.),
raices (valeriana, calamo, etc.), corteza (canela, cedro, sandalo, etc.), flores (jazmin, ylang-ylang, rosa, etc.),
cascara del fruto (limén, mandarina, naranja, etc.) y frutos (anis, cardamomo, eneldo, etc.). La cantidad y

composicion del aceite varian de una especie a otra, y dentro de los mismos géneros de la planta.

2.2.1 Composicion. Se conocen en la actualidad, mas de doscientos aceites esenciales de alto valor
comercial en los cuales se han identificado mas de quinientos componentes. Entre los compuestos
mayoritarios de los aceites esenciales figuran los terpenoides. Estos compuestos son las sustancias mas
abundantes en el mundo de los productos naturales y estan formados por varias unidades isoprénicas, cuyo
ndmero sirve como criterio para la clasificacion de los terpenos [43].

2.2.1.1 Terpenos Y terpenoides. Los terpenos estan entre los mas extensos grupos de productos naturales

de interés quimico. Sin embargo, debido a su diversidad estructural tienen una simple caracteristica

unificada, la cual se usara para su definicion. Compuestos terpenoides se puede definir como un grupo de
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productos naturales cuya estructura puede dividirse en unidades isoprénicas:  hemiterpenos, Cs;
monoterpenos, Cuo; sesquiterpenos, Cis, diterpenos, Cao; sesterterpenos, Cos; triterpenos, Ca; carotenoides,
Cao; resinas (Cs)n [46-49]. En la Figura 2, se presentan terpenos y algunos derivados oxigenados,

encontrados frecuentemente en la naturaleza.

Figura 2. Terpenos, derivados oxigenados y sesquiterpenos. A. Limoneno; B. Neral (Citral B); C. Geranial
(Citral A); D. Linaloly E. trans-b-Cariofileno

2.3 TECNICAS DE EXTRACCION

El aislamiento, la concentracion y la purificacion de los AE’s han sido procesos importantes por muchos afios
€Omo consecuencia de su extensouso. Los métodos ‘clasicos” empleados se basan en técnicas destilativas
y extractivas [50] junto con otras aproximaciones discontinuas, continuas e hibridos [4]. Entre las técnicas
destilativas se encuentran hidrodestilacion [51-53] y arrastre con vapor [48] (Figura 3), los cuales son los
procedimientos mas tradicionales para el aislamiento de AE’s. Asi mismo, existen otras técnicas para la
obtencidn de extractos de compuestos volatiles de la fase condensada (liquido y sélido) como extraccidn con

solvente y destilacion simultdnea (DES) p354]; destilacion al vacio p5]; métodos de extraccion directa:
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extracciones liquido-liquido (LLE), en fase solida (SPE) y con fluido supercritico (SFE) [56] y métodos para el
analisis de la fase vapor (fraccion volatil) de fases condensada y/o gaseosa conocidas como técnicas
headspace: headspace estético (S-HS) [B7], headspace dinamico (D-HS) [53,58], microextraccion en fase
solida en el modo headspace (HS-SPME) [1,59-61]. La extraccion asistida por la radiacion de microondas

[52], se considera como alternativa reciente para el aislamiento de AE"s de alto valor [4].
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Figura 3. Esquema del método convencional para la obtencion de aceites esenciales: arrastre con vapor p1].

2.3.1 Extraccion asistida por la radiacion de microondas. La extraccion asistida por la radiacion de
microondas (MAE) es un proceso que usa la energia de microondas para calentar solventes en contacto con
una muestra, permitiendo el reparto de los analitos desde la matriz al solvente. Una de sus ventajas es la
reduccion del tiempo de extraccion atribuido principalmente a las diferencias en la eficiencia del
calentamiento, comparado con el calentamiento convencional. En el calentamiento convencional se necesita
un periodo de tiempo finito para calentar el recipiente antes que el calor se transfiera a la solucion, mientras
que el calor, impartido por la radiacion de microondas, se transfiere directamente a la solucidn, manteniendo
el gradiente de temperatura al minimo y acelerando la velocidad de calentamiento [4,61].
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2.3.1.1 Principios bésicos. La radiacion de microondas es energia electromagnética no ionizante, que
causa incremento en elmovimiento molecular por conduccion o migracion de iones y rotacion de dipolos, pero
no genera ninglincambio en la estructura molecular. La energia de microondas tiene un rango de frecuencias
entre 300y 300,000 MHz. La frecuencia de 2450 MHz es la més utilizada en todas las unidades de hornos
microondas caseros, siendo la energia tipica de salida en el sistema 600-700W. Asi, en 5 min.
aproximadamente 43000 cal se suministran a la cavidad del microondas para el calentamiento de la muestra
[62].

En muchas aplicaciones estos dos mecanismos, i.e. conduccion iénica y rotacion de dipolo, suceden
simultineamente. La conduccion idnica es la migracion electroforética de iones cuando se aplica un campo
electromagnético. La resistencia de la solucién a este flujo de iones resultard en friccién y asi, en el
calentamiento de la solucién. La rotacidn del dipolo significa la alineacién de los dipolos con el campo
aplicado. A 2450 MHz, el alineamiento de las moléculas seguido por su retorno al desorden, ocurre 4.9 x 109

veces por segundo y este movimiento molec ular forzado resulta en un calentamiento muy rapido [61,62].

La habilidad de un solvente para absorber energia de microondas y transmitirla en forma de calor a otras
moléculas, parcialmente dependera del factor de disipacion (tan d). El factor de disipacion esta dad o por la

Ecuacion 21:

tan d=€"/¢ Ecuacion 21

donde €” es la pérdida dieléctrica (una medida de la eficiencia de conversién de la energia de microondas en
calor) y € es la constante dieléctrica (una medida de la polarizabilidad de una molécula en el campo
eléctrico). Moléculas polares y soluciones ionicas (usualmente acidas) absorberan fuertemente energia de
microondas porque tienen un momento dipolar permanente que serd afectado por las microondas. Sin

embargo, un solvente apolar, tal como el hexano, no se calentara cuando se exponga a las microondas [62].

El proceso de extraccion por calentamiento puede ocurrir por varios mecanismos: la muestra se sumerge en
un solvente 0 mezcla de solventes que absorben intensamente la energia de microondas (Mecanismo 1); la
muestra se sumerge en una combinacion de solventes que contienen tanto alta como baja pérdida dieléctrica,
mezclada en varias proporciones (Mecanismo Il) y las muestras que tienen una alta pérdida dieléctrica

pueden ser extraidas con un solvente transparente a la energia de microondas (Mecanismo Ill) [61,62].
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2.3.1.2 Hidrodestilacion asistida por la radiacion de microondas. Esta técnica utiliza el mismo montaje
para hidrodestilacién convencional [49], con la diferencia que la fuente de calor es un horno de microondas.
Es una técnica poco compleja, facil de implementar, que provee una nueva ruta para extraer productos
solubles en un fluido, ayudada por la radiacion de microondas [4]. La matriz a extraer se mezcla con agua en
un recipiente disponible acoplado a un condensador y mientras ebulle la mezcla, se recoge una fase
condensada. Después del proceso, una fraccién organica insoluble en agua (para material vegetal, AE) se
puede separar de ésta [1]. La extraccidn de AE’s asistida por la radiacién de microondas ha evolucionado de
manera gradual [52,63].

2.3.2 Microextraccién en fase solida. Es una técnica de preparacion de muestra que extrae, concentra e
introduce los analitos al sistema de separacién en un sélo paso [23,64,65]. Es un método sensible, rapido,
relativamente econdmico, libre de solvente y facilmente automatizado. La técnica emplea una pequefia fibra
de silice fundida, recubierta con una fase polimérica (fase extractora) y los analitos se ab(ad)sorben en la fibra
(dependiendo de la naturaleza del recubrimiento) hasta que el sistema alcanza el equilibrio termodinamico

[21] (Figura 4).

fguja para
perfarar &

sepum

Fibra de silica fundida
con & recubrimienio

expuUesta Muestra

Figura 4. Montaje para SPME

La eficencia de la extraccion depende del reparto del analito entre la matriz de la muestra y el recubrimiento
y, la particion obedece a las propiedades fisicoquimicas del analito, la matriz de la muestray la fase extractora
[66]. El dispositivo se introduce al puerto de inyeccion del instrumento analitico (GC) donde se efectia la
desorcion térmica de los compuestos. El recubrimiento “trabaja’ como una trampa de analitos, resultando en

una acumulacion de masa sobre la fibra[64,65,67,68].
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2.3.2.1 Modos de extraccion. El muestreo por SPME se lleva a cabo en tres modos basicos, a saber:
extraccion directa, indirecta headspace) y usando proteccion con membrana. La Figura 5 muestra las

diferencias entre estos modos.
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Figura5. Modos de extraccion por SPME: a Directo; b. Headspace;y, c. Con proteccion de

membrana

2.3.2.1.1 Modo headspace. Cuando la fibra esta en el HS, los analitos se remueven primero desde éste
dando lugar a una extraccion indirecta desde la matriz. Los analitos volatiles se extraen m &s rapidamente que
los semivolatiles p7,69]. Esta modificacion sirve principalmente para proteger el recubrimiento de dafios
causados por sustancias de alto peso molecular y otras interferencias no volatiles presentes en la matriz de la

muestra (e.g. acid os himicos o proteinas), reduciendo el efecto de matriz [70].

2.3.2.2 Termodinamica de la SPME. SPME es un proceso de equilibrio donde sélo se consideran 3 fases:
el recubrimiento de la fibra, la fase gaseosa o HS, y una fase condensada estimada homogeénea [66,67,71].
Durante la extraccion los analitos migran entre todas las tres fases hasta que se alcanza el equilibrio. Puesto
que la masa total del analito debe permanecer constante durante la extraccion, se tiene:

— ¥ ¥ ¥ .z
CoVs=CiV, +CV, +CJVq Ecuacion 22
¥
_C L
K =—— Ecuacion 23
C¥
h
cf, -
Khs = =1 Ecuacion 24
C¥
S

donde Co, es la concentracion inicial del analito en la fase condensada; C*;, C¥. C¥s, son las

concentraciones en el equilibrio del analito en el recubrimiento de la fibra, en el headspace y en la matriz,
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respectivamente. \, \, Vs son los volimenes del recubrimiento de la fibra, del headspace y de la matriz,
respectivamente. Ky Kis son los coeficientes de particion entre la fibra y el HS y entre el HS y la muestra,

respectivamente.

La masa del analito absorbido por el recubrimiento, n =C; V;, se expresa:

KfSVfCOVS

n= Ecuacion 25
KfSVf + KhSVh +VS

Como se observa de la Ecuacion 2, en el equilibrio la concentracion (o la cantidad) de analito en el
recubrimiento de la fibra es directamente proporcional a la concentracion en el HS y la constante depende del
analito, tipo de recubrimiento y temperatura [72,73]. Por otro lado, el proceso de particién en GC es analogo
al proceso de particion en SPME y hay una relacion bien definida entre la constante de distribucién y el tiempo
de retencion [56,67]. Se ha demostrado que la actividad del soluto en PDMS es ostensiblemente idéntica a la
actividad del soluto en la fase estacionaria PDMS de cromatografia, proveyendo un componente de
verificacion al concepto que los parametros usados en cromatografia, se pueden usar para describir
propiedades de SPME (PDMS) [20].

2.3.2.3 Recubrimientos para SPME La naturaleza quimica (polaridad y volatilidad) de los analitos
determina el tipo de recubrimiento a emplear y, la sensibilidad del método, junto con el tiempo de extraccidn,
estan determinados por el espesor del recubrimiento y K. En la Tabla 1, se encuentran registradas las

caracteristicas basicas de los diferentes recubrimientos disponibles para SPME [67].

Los recubrimientos para SPME presentan dos tipos de mecanismos de extraccién-concentracion; ab-y
adsorcion. PDMS y PA extraen los analitos via absorcion; mientras que, PDMS/DVB, Carbowax/DVB
(CWIDVB) y Carboxen/PDMS (CX/PDMS), siendo mezclas de recubrimientos (donde la principal fase
extractora es un solido poroso), extraen los analitos via adsorcion F4]. En el proceso de absorcion, los
analitos se disuelven en el recubrimiento y difunden dentro del volumen durante la extraccion; mientras que,
en la adsorcion ellos se quedan en la superficie del solido hasta que se encuentren en equilibrio 7]. La
Figura 6, ilustra el proceso de extraccion para las fibras para SPME tipo absorcidn y adsorcion.
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Tabla 1. Recubrimientos disponibles comercialmente para fibras de SPME.

Tipo de fase Espesor, Polaridad Tipo de . Co_l(_)r d?, Aplicaciones
m extraccion identificacion

PDMS 100 Apolar Absorcion Rojo Volatiles

PDMS 30 Apolar Absorcion Amarillo Semivolatiles apolares

PDMS 7 Apolar Absorcion Verde Volatiles, semivolatiles de
peso molecular mas alto

PA 85 Polar Absorcion Blanco Volatiles, semivolatiles
polares

PDMS/DVB 65 Bipolar Adsorcion Azul Volatiles, aminas y
compuestos nitroaromaticos

CX/PDMS 75 Bipolar Adsorcion Negro Gases y compuestos de bajo
peso molecular.

Cw/DVB 65 Polar Adsorcion Naranja Alcoholes 'y compuestos
polares

__.:iuly,:um‘t (fihre core)
./_// Coating 1 Analyte molecule

Adsorption

- large pores

Adsorption - small pores

Figura 6. Comparacion de los mecanismos de extraccion: absorcion Vs. adsorcion [74].

Independientemente de la naturaleza del recubrimiento, las moléculas de analito inicialmente se adhieren a la

superficie [67,68,74]. Si ellas migran al volumen del recubrimiento o permanecen en su superficie dependera

de la magnitud del coeficiente de difusion del analito en el recubrimiento. Los coeficientes de difusion de las

moléculas organicas en PDMS y PA son grandes (cercanos a la de los solventes organicos) comparados con
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los coeficientes de difusion (pequefios) de las moléculas orgénicas en los solidos porosos, que conducen a
que dentro del tiempo de muestreo de analisis SPME esencialmente todas las moléculas permanezcan sobre
la superficie del recubrimiento [74].

2.3.2.3.1 Teoria de extraccién de analitos para so6lidos porosos de las fibras para SPME. La teoria de
equilibrio desarrollada para el recubrimiento liquido PDMS, descrita en el Numeral 2.3.2.2, no se aplica a
estos tipos de recubrimientos. El nimero de sitios de la superficie de adsorcién es limitado y cuando estan
ocupados, ningln analito puede ser atrapado; lo que significa que la dependencia entre la concentracion de
analito en la muestra y la cantidad de analito extraido por el recubrimiento no sera lineal sobre un amplio
rango de concentraciones. Entonces, mientras que la absorcion es un proceso no competitivo, la adsorcion
es por definicién competitiva y una molécula con mayor afinidad por la superficie puede reemplazar a una
molécula con menor afinidad [74,75].

La dependencia entre la concentracion en el equilibrio de un compuesto asociado con el sorbente y su
concentracion en la solucion, cominmente esta referida a una isoterma de adsorcion. La isoterma de
adsorcion de Langmuir [74,75] describe la extraccion del analito en equilibrio para PDMS/DVB y se ha
empleado para desarrollar la descripcion tedrica del proceso. En este modelo, la superficie tiene un niimero
limitado de sitios de adsorcion que pueden ser ocupados por el sorbato. Se tiene en cuenta que: (@) la
molécula es adsorbida en un estado inmévil; (b) todos los sitios son equivalentes; (c) cada sitio puede
mantener al menos una molécula de adsorbato y; (d) no hay interacciones entre las moléculas de adsorbato
sobre los sitios adyacentes asi que, la constante de equilibrio es independiente del alcance de las especies
adsorbidas [74,76,77]. La adsorcion es tratada como una reaccién donde la molécula Areacciona con el sitio
vacio S para producir un complejo adsorbido Au.

A+SU A, Ecuacion 26

En el equilibrio, la concentracion de A (mol/cm? en la superficie [A«] eSta descrita por:
Ka[A]
=S, [—2== Ecuacion 27
nJ=b ) e
donde [S,] es la concentracion total de sitios activos sobre la superficie (concentracion méxima de analito en
la superficie, mollcm?), Ka es la constante de adsorcion en equilibrio y [A] es la concentracion de A en la
matriz. Se define la concentracion del analito sobre la fibra Cia. Se puede calcular la concentracidn méxima

de sitios activos Cmax Si Se reemplaza la concentracion en la superficie por la concentracion en el volumen,
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multiplicando ambos lados de la Ecuacion 27 por el término F /v, donde F es el area de la superficie (en
cm2);

Cp =[Ay ]Vi Ecuacion 28

f

Cf max — [So ]i Ecuacion 29
Vf

Se usa el simbolo Csa® y no [A] para denotar la concentracion del analito en la muestra, en el equilibrio. Se

define la concentracién del analito sobre la fibra C® segtin la Ecuacién 30:

vy C..K,C&

— Zfmax

T Ecuacion 30

A~ sA
Ci® noes proporcional a Cs® excepto cuando KaCsa® sea mucho menor que uno. Esto sucede cuando la
afinidad de un analito hacia la fibra es baja o su concentracion en la muestra es muy baja. La Ecuacién
anterior es dificil de utilizar en la practica, puesto que es necesario conocer la concentracion del analito en el
equilibrio. Es més practico determinar la dependencia entre la concentracion inicial del analito en la muestra

(Con) y la cantidad extraida.

C,V, =CLV, +CYV, +CpV, Ecuacion 31

La descripcion matematica del proceso de extraccion HS es mas compleja que la de la extraccion directa.
Con base en el modelo de Langmuir, la concentracion del analito en el equilibrio sobre el recubrimiento de la
fibra se puede definir como:

¥ _ Yfmax

C KAhC:A
" 1+KAhC:A

Ecuacioén 32

donde el subindice h en Ka denota que es la constante de equilibrio para adsorcion del analito desde la fase
gaseosa. La concentracién de analitos en el HS, en el equilibrio, esta determinada por la constante de la ley

de Henry, Kua:

Ch =KCl, Ecuacion 33

el producto Kua yKan Se denota como K'a. Sustituyendo las Ecuaciones 32y 33 en la 31, se obtiene:



K;ACOAVsz (Cf max Cfi)

n=CpV, = , ¥ Ecuacion 34
Vs +VhKHA + KAVf (Cf max " CfA)
La solucién analitica de la Ecuacién 34 produce:
n= Ci maxK;\Vf +C0AV5K;A +Vs +VhKHA +
2K, .
A Ecuacion 35

, ) . & Vv, 0 2
- KA (Cfmaxvf - COAVS) +2KAV5 gcfmaxvf +C0AV5 +VhAKHA V_Cfmax +VhKHAC 0A:+(Vs +VhKHA)
(%]

S

2K,

Usualmente el volumen del recipiente de muestra es constante. Se define a=Vi/Vs, y elimina Vi
sustituyéndolo por aVs

_CrKV, +CLVK, +V, (1+aK )

. +
2K, Ecuacion 36

B '\/KAZ (Cf mafo B CoAVs )2 + 2KAVs (Cf mafo +C0AVs +aK HAVf Clmax + aVSKHACOA )+Vsz (l+ aK HA )Z
x,

La dependencia n Vs. Con ¥ Gimax €S muy complicada, y cuando se mira la Ecuacion 36, no es muy claro
inmediatamente como los términos relevantes (Coa, Cimax, €tc.) afectan la cantidad extraida. Sin embargo, se
puede usar relativamente facil para modelar condiciones de extraccion en el equilibrio para varios conjuntos

de variables de entrada [74].

2.4 CROMATOGRAFIA DE GASES

GC es un método dinamico de separacion y deteccion de compuestos organicos en mezclas B4,78] y es una
técnica multiuso, que se emplea en las industrias ambiental, farmacéutica, de productos naturales,
petroquimica, asi como para monitorear procesos quimicos y para el analisis en quimica clinica, forense, de
alimentos, etc. [78]. GC involucra el reparto de solutos gaseosos entre la fase movil y una fase estacionaria
liquida o sdlida, donde la separacion sucede principalmente debido a las diferencias en la solubilidad o
adsorcion de los componentes de la muestra en la fase estacionaria [38,42]. La distribucion en el equilibrio
esta controlada por la presion de vapor de los componentes y su absorcion en la fase estacionaria liquida
[36,79]. Los componentes principales de un GC incluyen: (1) suministro de gases; (2) puerto de inyeccidn; (3)
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columna analitica; (4) detector y (5) sistema de adquisicion de datos compuesto por una interfase, un PCy el
software [36,42].

2.4.1 Sistemas de deteccion. El detector es un dispositivo que localiza, en dimensiones de espacio y
tiempo, la posicién de los componentes de una mezcla, después que éstos han sufrido un proceso
cromatografico y permite apreciar la naturaleza de la separacion que ha sido obtenida. La funcion basica de
un detector en GC es responder a la presencia de cantidades muy pequefias de vapor de un analitoen un gas
permanente O], los detectores pueden clasificarse como universales, selectivos o especificos [42,80]. La
selectividad es la capacidad del detector para reconocer y responder a los componentes de interés pero es
importante resaltar que no todos los detectores responden a todos los compuestos. La sensibilidad
formalmente se define como el cambio en la respuesta con el cambio en la cantidad detectada [78].

2.4.1.1 Detector de ionizacion en llama. La respuesta del FID resulta de la combustion de compuestos
orgénicos en ura pequefia llama (hidrégeno/aire) localizada en un mechero capilar [40], la cual genera
especies eléctricamente cargadas o iones [42]. Un electrodo colector cilindrico se instala a pocos milimetros
por encima de la llama y la corriente de los iones se mide al establecer un potencial entre la punta del
mechero y el electrodo colector [40,42]. La corriente es aproximadamente proporcional a la cantidad total de
carbono e hidrogeno en el analito B4,79]. La pequefia sefial de corriente es amplific ada por un electrémetro.
El FID es un detector casi universal para compuestos organicos, excepto agua y gases permanente, sensible,
estable, de facil operacion, volumen muerto bajo y amplio rango lineal de respuesta (hasta 107) [40,80].

2.4.1.2 Detector selectivo de masas. La cromatografia de gases — espectrometria de masas (GC-MS) es
una de las técnicas mas poderosas disponibles actualmente para analisis de sustancias volatiles
térmicamente estables, se destaca por su alta especificidad y sensibilidad; ademas, suministra informacion
cualitativa y cuantitativa [36,42]. Al acoplar el GC al espectrdmetro de masas, éste actlia como detector. En
el detector, i.e. cdmara de ionizacidn, la sustancia en fase vapor entra a la fuente de iones donde es ionizada
por electrones de alta energia o por otros métodos que induzcan ionizacion. Dependiendo de la energia
suministrada, la sustancia experimentad fragmentacion parcial. Los iones son acelerados por un campo
electrostatico y se separan de acuerdo con su relacién masa-carga, m/z [38]. La relacion de abundancia de
i6n y las especies especificas m/z presentes, son Unicas para cada compuesto. Con esta informacion se
puede establecer el peso molecular y la estructura quimica de la sustancia B6]. GC-MS es una técnica
fundamental para el analisis de mezclas complejas y ha conservado una posicidn principal en quimica

analitica debido a su combinacion de sensibilidad y amplio rango de aplicaciones [81].
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 OBTENCION Y ANALISIS CROMATOGRAFICOS DE LOS ACEITES ESENCIALES DE NARANJA Y
DE YLANG-YLANG

3.1.1 Hidrodestilacion asistida por la radiacién de microondas. Se seleccionaron dos aceites esenciales
de diferente composicion quimica (monoterpenos, terpenos oxigenados y sesquiterpenos), los cuales fueron
aislados de material vegetal de ylang-ylang (flores) y de naranja (cascaras). Para la obtencidn de los AE’s se
llevo a cabo MWHD de las flores maduras de ylang-ylang (Cananga odorata) y de las cascaras de naranja
(Citrus sinensis). Las flores de ylang-ylang (200 g) se introdujeron directamente a un balén de 1 L; mientras
que a las de naranja, antes de su extraccion, se les retird la cAscaramanualmente. La cascara se cortd en
partes pequefias rectangulares de aproximadamente 50 mm?2, tomandose 600-700 g, los cuales se colocaron
dentro del balon de 1 L. Inmediatamente, se realizd el montaje respectivo de hidrodestilacion.

Las flores y cascaras (200-700 g con 300 mL agua) se sometieron a MWHD en un equipo de destilacion tipo
Clevenger conreservorio de destilacion Dean-Stark. El calentamiento se efectu6 por medio de la radiacion de
microondas en un horno, marca Kendo, modelo MO-124 (potencia de consumo: 1200 W; potencia de salida:
700 W'y frecuencia de radiacion: 2450 MHz). Se ejecutaron 3 extracciones consecutivas por cada lote de

muestra con un tiempo de extraccion de 20 min, un pulso de 8 y volumen de agua de 300 mL.

3.1.2 HRGC-MSD. Elanélisis de los constituyentes de los AE’s se llevd a cabo en un cromatdgrafo de gases
modelo HP-5890A Series Il (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EE.UU.), equipado con un puerto de inyeccion
split/splitiess (relacion split 30:1), con inyector automatico HP 7683 Series. Para la separacion de los analitos
de interés se utilizd una columna capilar de silice fundida HP-5 de fase estacionaria
5%-fenilpoli(dimetilsiloxano) [60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 nm (f.e.)] (Hewlett-Packard, Little Falls, PA,
EE.UU). La programacion de temperatura para la columna fue desde 50°C mantenidos 5 min,, con una
rampa de calentamiento de 5°C/min hasta 250°C, mantenidos durante 10 min. El GC fue acoplado a un
detector selectivo de masas Hewlett-Packard modelo HP 5972 con sistema de ionizacién por impacto de
electrones (70 eV), temperatura de la cdmara de ionizacion de 180 °C y un analizador mésico cuadrupolar,

operado en el modo de barrido completo de radiofrecuencia full scan) desde 40 hasta 400 Daltons (m/z).
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Para la identificacion, se recurrio al sistema de datos HP Enhanced ChemStation G1701BA (version B.01.00),
con bases de datos NBS75K & Wiley 138.

3.2 MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA EN EL MODO HEADSPACE

Para determinar las mejores condiciones de extraccion para SPME de los compuestos volatiles presentes en
los AE’s se emplearon dos recubrimientos, patrones certificados de monoterpenos, terpenos oxigenados y
sesquiterpenos yse llevo a cabo anlisis por HRGC/FID.

3.21 Tipos de recubrimientos empleados. El dispositvo de SPME se adquirié de Supelco, Inc.
(Bellefonte, PA, EE.UU.) y se utilizaron dos recubrimiento para fibras: (1) PDMS de 100 pmy (2) PDMS/DVB
de 65 um. Las variables evaluadas fueron el tiempo y la temperatura de exposicion de la fibra. Para la
determinacion del tiempo, se expuso la fibra a los vapores de la muestra durante 5, 10, 20, 30, 40, 60 y 90
min, manteniendo constante la temperatura (22°C); la temperatura se vari6 asi: 22 (temperatura ambiente),
40y 60°C. Cada experimento se repiti0 tres veces. Las fracciones volatiles aisladas por HS-SPME se
analizaron por GC/FID.

3.2.2 Patrones de terpenoides empleados. Los patrones certificados empleados fueron de compuestos
presentes en los AE’s estudiados, tales como el limoneno, a-pineno, a-terpineno, eucaliptol, trans-b-
cariofileno, linalol, citral (neral y geranial), terpinen-4-ol y geraniol. En la Tabla 2 se registran su pureza y las
casas comerciales distribuidoras.

Tabla 2. Pureza de patrones certificados de monoterpenos, terpenos oxigenados y sesquiterpenos.

Compuesto Pureza, % Casadistribuidora
Limoneno 97 Aldrich Chemical
a-Pineno 97 Merck
a-Terpineno 89 Sigma
Eucaliptol (1,8-Cineol) 99 Aldrich Chemical
Linalol 95-97 Sigma
Citral cis—64; Sigma
trans — 32
Terpinen-4-ol 96 Aldrich Chemical
Geraniol 98 Sigma
trans-b-Cariofileno 98 Sigma
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3.2.2.1 Preparacion de las soluciones de patrones. Para inyeccion directa de las soluciones, se tomaron
50 uL de cada patron certificado de terpenos y se diluyé hasta 1 mL con metanol grado HPLC (J.T. Baker). 1
WL de estas soluciones se inyecté al equipo GC/FID, para su analisis cromatogréfico.

3.2.3 HRGCIFID. Se utilizaron dos cromatégrafos de gases: Agilent Technologies 6890N y Hewlett-Packard
HP 5890 Series Il (Palo Alto, CA, EE.UU.) equipados con puertos de inyeccidn split/splitiess (split 15:1)
[inyeccion manual para SPME einyeccién automatica para soluciones, HP 7683 Series Injector], con
detectores de ionizacion en llama operados a 250°C y con flujos de aire e hidrogeno de 300 y 30 mL/min,
respectivamente. Para los dos equipos se utilizé la columna capilar de silice fundida HP-5 de fase
estacionaria 5%-fenil-poli(dimetilsiloxano), 30 m x 032 mm (d.i.) x 0.25 um (f.e.). Como gas de arrastre se
uso helio (AGA Fano S.A., 99.995%) con presion de entrada de 152 kPa y velocidad lineal de 35.7 cm/s. Los
datos obtenidos en los analisis se procesaron usando el software ChemStation Rev. A.10.02 [1757] (Agilent
Techn.)y HP ChemStation Rev. A.03.06 [509] (Hewlett-Packard). La programacion de temperatura empleada

en los equipos fue la misma descrita en el Numeral 3.1.2 de este capitulo.

3.24 Seleccion del tiempo y temperatura de extraccion. Para la inyeccion por SPME se prepararon
soluciones patron de la misma forma como se describio para inyeccion directa. Sin embargo, para el
muestreo, 50 pL de cada solucion se transfirieron a un vial ambar estandar de 4 mL para SPME. El vial se
sell6 herméticamente con el septum blanco de silicona recubierto con Teflén blanco. Posteriormente, el
recipiente se colocd en un bafio de agua a la temperatura de prueba (22, 40 y 60°C), manteniendo constante
el tiempo (30 min). Cada recubrimiento de la fibra para SPME, se expuso a los vapores de la muestra durante
el tiempo estipulado (5, 10, 20, 30, 40, 60 y 90 min). La desorcién de los analitos de la fibra se realizé luego
en el puerto de inyeccion del cromatografo de gases, a una temperatura de 250°C durante 5 minutos.

3.3 DETERMINACION DE Kp POR GCPARA COMPUESTOS PATRON DE TERPENOIDES

Para la determinacion de Ko se emplearon condiciones isotérmicas para el horno cromatografico. Los
tiempos de retencion de los terpenos y los tiempos del soluto no retenido (tv) se hallaron a las diferentes
temperaturas trabajadas: 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130 y 140°C. Después de obtener 10s tz, tw y
con base en las Ecuaciones 15, 17 y 18 se calcularon los valores de Kp para cada uno de los compuestos

bajo estudio. Cada una de las mediciones se realizd por triplicado y los datos obtenidos se tabularon.
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k= Ecuacion 15
tM
r .
R=—— Ecuacion 17
2d
Kp =kB Ecuacion 18

3.4 DETERMINACION DE Ko POR HS-SPME/HRGC/FID DE COMPUESTOS PATRON DE TERPENOIDES
Y DE ACEITES ESENCIALES DE NARANJAY DE YLANG-YLANG

La constante de distribucion, la cual determina la sensibilidad del método SPME para una sustancia dada, se
puede estimar desde datos fisicoquimicos y parametros cromatograficos. Como se mencioné anteriormente
la constante de distribucion AE-PDMS (Kae-roms) €S el producto de dos constantes: la constante de reparto
fase condensada (AE)}headspace (Kaess) ¥ la constante de reparto PDMS-headspace (Keows+s). Para las
determinaciones de los coeficientes Kaens y Keoms-+s S€ emplearon los siguientes métodos:  inyeccion directa
de lamuestra, headspace estético (S-HS) y HS-SPME (PDMS-100 pum).

3.4.1 Inyeccion directa de los patrones de erpenoides y aceites esenciales. Una alicuota (50 L) de la
mezcla de patrones de terpenoides (21156 ppm) y de los aceites esenciales se transfirieron a viales conicos
de poli(propileno) (1.5 mL)y se diluyeron con metanol (1 mL). La solucion se transfirié a viales estandar (2

mL) para cromatografia. 1 L de cada solucion se introdujo al sistema cromatografico para su analisis.

3.4.2 Headspace estético de los patrones de terpenoides y aceites esenciales. Las soluciones (1 mL)
con los patrones de terpenoides y los AE’s se transfirieron a viales estandar (20 mL) para headspace. Los
viales se sellaron herméticamente con septum de butilo recubiertos con Teflén y agrafe metélico.

Posteriormente, se realiz6 el andlisis por S-HS/HRGC/FID.

3.4.2.1 Andlisis por S-HS. El equipo empleado fue un headspace sampler HP 7694E (Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA, EE.UU) equipado con un carrusel portamuestra de 12 unidades y unloop presurizado de 1 mL. Las
temperaturas empleadas para el horno, loop y linea de transferencia fueron 40, 60 y 80°C, respectivamente.
Los tiempos requeridos para el ciclo GC, equilibrio del vial, presurizacion, llenado del loop e inyeccion fueron
de 65y 30 minyde 2, 6y 30 s, respectivamente. Las fases vapor extraidas se analizaron por HRGC/FID,

bajo las condiciones operacionales descritas en el Numeral 3.2.3.
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Las condiciones de temperatura de equilibrio del vial y tiempo de extraccion se escogieron con base en las

mejores condiciones de extraccion, determinadas para SPME.

3.4.3 Microextraccion en fase sélida en el modo headspace de los patrones de terpenoides y de los
aceites esenciales. Con base en las mejores condiciones de extraccion determinadas previamente, segun el
Numeral 3.2.4, se realizaron las extracciones de los patrones de terpenoides y de los dos aceites esenciales
bajo estudio. Las soluciones (1 mL) con la mezcla de patrones de terpenoides y de los aceites esenciales de
ylang-ylang y naranja se transfirieron a frascos de vidrio estandar de 20 mL, para headspace. Los viales se
sellaron herméticamente con septum de butilo recubierto con Teflén y agrafe metalico. Posteriormente, cada
recipiente se colocé en un bafio de agua a 40°C. Una fibra de silice fundida recubierta con
poli(dimetilsiloxano) de 100 um de espesor (PDMS-100 um), se expuso a los vapores de la muestra durante
30 minutos. La desorcidn de los analitos de la fibra se realizd luego en el puerto de inyeccién del
cromatdgrafo de gases, a una temperatura de 250°C durante 5 minutos.

3.4.4 Calculos de Kaens, Keows+s Y Kaepwps. Con base en las &reas cromatogréficas obtenidas de cada uno
de los analitos presentes en la mezcla de terpenoides y de los aceites esenciales, junto con los valores de los
volimenes del recubrimiento PDMS y del HS, se calcularon las respectivas constantes de distribucion. Se

utilizaron las Ecuaciones 37, 38 y39 para la realizacion de estas determinaciones:

— CXE - (ATAEVV - AﬁSVHS)

Kag-Hs = Ecuacién 37
¥ ¥
Chs ArsVs
Cé’éDMS AppmVhs 2
KppmsHs = = Ecuacion 38
¥ ALV
HS, HSYPDMS
Kae-poms=Kaens  Kpomshs Ecuacion 39

donde;:

C ffE es la concentracion en el equilibrio, del analito contenido en la fase condensada (mezcla de terpenoides

ylo aceite esencial) y se calcula como la diferencia entre los productos del &rea cromatogréfica total del

analito (obtenida de la sustancia pura) por el volumen total de vial HS y del area cromatogréfica de la misma

especie, obtenida por SSHS/HRGCI/FID, por el volumen del HS (AT Vy - A,fSVHS);
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C,fs es la concentracion en el equilibrio, del analito presente en la mezcla de terpenoides y/o aceite esencial,
que se encuentra en el HS y se obtiene del producto del area cromatogréfica del analito, obtenida por S

HS/HRGCI/FID, por el volumen de la fase condensada ( A.fsVs )[82,83];

CS‘DMS es la concentracion en el equilibrio, del analito (mezcla de terpenoides y/o aceite esencial) atrapado
por el recubrimiento PDMS en el headspace y se calcula como el producto del area cromatogréfica del analito
(obtenida por HS-SPME/HRGC/FID) por el volumeninyectado del HS de lamuestray,

C,fsz es la concentracion en el equilibrio, del analito (mezcla de terpenoides y/o aceite esencial) que se

encuentra en el HS y se calcula como el producto del area cromatografica del analito (obtenida por
S-HS/HRGC/FID) por el volumen del recubrimiento de PDMS-100 pm [25,84,85].

35 DETERMINACION DE. FENOMENO DE COMPETENCIA EN EL RECUBRIMIENTO DE PDMS,
EMPLEANDO LOS PATRONES DE TERPENOIDES

Para determinar el fendmeno de competencia (que no es caracteristico para el mecanismo de extraccion-

concentracion, absorcion) en el recubrimiento de PDMS, se prepararon y utilizaron soluciones individuales de
cuatro patrones de terpenos (limoneno, a-pineno, linalol y trans-b-cariofileno), de concentracion conocida.

Para la realizacion de esta parte de la investigacion, se selecciond la solucién de limoneno (50 L) y se
expuso a la fibra de PDMS durante 30 min a 20°C. Seguidamente, la fibra saturada con los vapores del
limoneno se expuso aotro vial, el cual contenia solucién de a-pineno (50 L), en un intervalo de tiempo
comprendido entre 5 y 30 min. Los datos obtenidos se graficaron [tiempo de exposicion al a-pineno, previa
saturacion de la fibra con limoneno, Vs. respuesta del detector], para observar la tendencia encontrada.
Adicionalmente, este procedimiento se realizd para las soluciones individuales restantes (linalol y trans-b-
cariofileno) y para mezclas binarias y ternarias elaboradas con las soluciones individuales de terpenos (a-
pineno, linalol y trans-b-cariofileno), previa saturacion de la fibra con limoneno. Para comprobar el fenémeno
de competencia, el anterior procedimiento se llevé a cabo empleando el recubrimiento de PDMS/DVB de
65 um de espesor (el cual presenta el fenémeno de adsorcion), obteniéndose sus respectivas gréficas. Las

gréficas de los dos estudios se compararon para vislumbrar sus diferencias o similitudes.



4. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos se discutiran basados en: la identificacién de los componentes principales de los
aceites esenciales de ylang-ylang yde naranja; la obtencién de los perfiles de saturacién para SPME de
mezcla de terpenoides, empleando las dos fibras, i.e. PDMS (100 um) y PDMS/DVB (65 jum), en funcion del
tiempo y la temperatura; la determinacion de K empleando el método tradicional por GC, descrito en el
Numeral 3.3; determinacion de I para los componente de la mezcla de terpenoides y aceites esenciales
bajo estudio y, comportamiento de una mezcla de analitos en el mecanismo competitivo de extraccion,
usando fases de recubrimiento dePDMSy PDMS/DVB.

4.1 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES DE NARANJA Y
DE YLANG-YLANG

Los aceites esenciales de las flores de ylang-ylang y de las céscaras de naranja fueron obtenidos por MWHD

y analizados por HRGC-MSD, asi como se describié en elNumeral 3.1 de la Parte Experimental.

Al efectuar el analisis por HRGC-MSD se obtuvieron las corrientes ionicas btales reconstruidas (TIC's ©
cromatogramas) de los AE’s de naranja y de ylang-ylang, las cuales se ilustran en las Figuras 7y 8. En
cada una de estas Figuras se sefialan los componentes mayoritarios del respectivo aceite esencial, de
acuerdo con la identificacion registrada en las Tablas 3y 4. La identificacién de las sustancias aisladas se
realizo con base en sus espectros de masas, comparandolos con los de las bases de datos (Wiley 138 y NBS
75K) del equipo HRGC-MSD y con los espectros, reportados en el “Estudio comparativo de los aceites
esenciales de hojas y frutos de citricos colombianos” [86], “Obtencién y analisis de los metabolitos
secundarios volatiles de ylang-ylang (Cananga odorata, Hook fill et Thomson, forma genuina)’ [87] y
“Variacion composicional del aceite esencial de ilang-ilang, con la maduracion de la flor y el pH de extraccién”

[88],desarrollados en el Laboratorio de Cromatografia en 1995 y 1999, respectivamente.
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Figura 7. Corriente idnica total reconstruida (cromatograma) obtenida por HRGC-MSD, del aceite esencial de
cascara de naranja. Columna HP-5 [60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 um (f.e)]. Relacién split 1:30.
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Figura 8. Corriente iénica total reconstruida (cromatograma) obtenida por HRGC-MSD, del aceite esencial de

flores de ylang-ylang. Columna HP-5 [60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 um (f.e)]. Relacionsplit 1:30.
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Tabla 3. Identificacion por HRGCMSD y cantidad relativa (%) de los componentes principales (>0.01%),

presentes en el aceite esencial de cascara de naranja.

No. Pico* Compuesto lrexy  lrteor?  Cantidad relativa,
%
1 a-Pineno (CioHus, M* 136) 937 939 04
2 Sabineno (CioHzs, M* 136) 976 976 07
3 b-Mirceno (CioHis, M* 136) 990 991 14
4 Octanal (CsgH160, M+ 128) 1004 1001 10
5 Limoneno (CioHzs, M* 136) 1043 1031 88.3
6 b-Ocimeno (CioH1s, M* 136) 1049 1040 01
7 gTerpineno (CyoHis, M* 136) 1063 1062 04
8 Octanol (CsH1s0, M* 130) 1071 1070 06
9 a-Terpinoleno (C1oHie, M* 136) 1089 1088 01
10 Linalol (C1oH1s0, M* 154) 1102 1098 35
11 Nonanal (CgH1s0,M*142) 1105 1102 01
12 Verbenol! (C1Hi60, M* 152) 1127 1140 01
13 b-Terpineol (CioH1s0, M* 154) 1142 1144 01
14 Citronelal (C10H1s0, M* 154) 1153 1153 01
15 Terpinen-4-ol (CyoH180,M* 154) 1187 1177 02
16 a-Terpineol (CoH10, M* 154) 1201 1189 0.7
17 Decanal (CioH200, M+ 156) 1206 1204 05
18 Carveol (CioH160, M*+152) 1227 1229 0.2
19 Metil-timol-éter (C1:H10, M+ 164) 1231 1235 <01
20 Neral (C1oH10,M* 152) 1240 1240 02
21 Carvona (C1oH140, M+ 150) 1251 1242 01
22 Geranial (C1oH10, M*152) 1269 1270 02
23 Decanol (CioH2:0, M+ 158) 1272 1272 01
24 N.I. 1276 01
25 Terpinen-4-al* (CoH10, M* 150) 1284 1287 01
26 Butanoato de octilo! (C12H402, M* 200) 1386 01
27 Cubebeno (CisHzs, M* 204) 1397 1390 <01
28 Dodecanal (C12H40, M* 184) 1410 1407 <01
29 trans-b-Cariofileno (CisHz4, M+ 204) 1435 1418 01
30 b-Bisaboleno! (CisH2s, M+ 204) 1508 1509 0.2

*Figura 7 1ldentificado tentativamente 2 Indice de retencion (en columna HP-5) reportados en la literatura [89
g p

Los componentes mayoritarios identificados en el aceite esencial de naranja fueron el limoneno (88.3%),
linalol (3.5), b-mirceno (3.4%), octanal (1%), sabineno (0.7%), a-terpineol (0.7%) y octanol (0.6%), los

mismos encontrados en la publicacion de Blanco, Stashenko et al. [90]



Tabla 4. Identificacion por HRGCMSD y cantidad relativa (%) de los componentes mayoritarios encontrados

en el aceite esencial de las flores de ylang-ylang.

No. Pico* Compuesto lrexy  lrteor?  Cantidad relativa,
%
1 Acetato de pent4-en-1-ilo (C;H1.0;, M* 128) 884 01
2 Acetato de 3-metil-2-buten-1-ilo (C/H»02, M* 03
128) 921
3 a-Pineno (CioHus, M* 136) 937 939 05
4 b-Pineno (CioHzs, M* 136) 982 980 03
5 b-Mirceno (CoHis, M* 136) 990 991 01
6 Acetato de hex-3-en-1-ilo (CsH1402, M+ 142) 1004 1004 02
7 Acetato de hexilo (CgHis02, M* 144) 1011 1008 01
8 p-Metilanisol (CsH100, M+ 122) 1025 1019 116
9 Limoneno (CioHis, M* 136) + Felandreno 1033 1031 02
(CaoH1s, M+ 136)
10 Eucaliptol [1,8-Cineol] (C10H80, M* 154) 1037 1033 02
1 b-Ocimeno (CioH1s, M* 136) 1047 1040 02
12 Benzoato de metilo (CsHgO2, M+ 136) 1099 1091 92
13 Linalol (CioH1s0, M* 154) 1104 1098 279
14 Acetato de bencilo (CsH1002 M* 150) 1167 1163 13.9
15 Salicilato de metilo (CsHsO3, M+ 152) 1200 1190 02
16 Dimetoxitolueno (CeHi1202, M* 152) 1236 02
17 Acetato de b-feniletilo (C1oHi202, M* 164) 1257 1256 03
18 Anetol (CH120, M+ 148) 1292 1283 08
19 N.I. 1306 05
20 Acetato de geranilo (Ci2H2002, M+ 196)+ 1376 1383 32
Benzoato de butilo (Ci1H1402, M+ 178)
21 Copaeno (CisHa, M*204) 1387 1376 05
22 b-Burbuneno (CisHz4, M+ 204) + Calareno 1397 1384 05
(CasHas, M+ 204)
23 trans-b-Cariofileno (CisHzs, M* 204) 1436 1418 40
24 b-Gurgujeno (CisHas, M+ 204) 1444 1432 01
25 Acetato de cinamilo (Ci:H120,, M* 176) 1450 1443 39
26 a-Humuleno (CisHzs, M+ 204) 1472 1454 17
27 Germacreno-D (CisHx, M* 204) 1498 1480 10.6
28 a-Farneseno (CisHas, M+ 204) 1506 1508 19
29 g-Cadineno (CisHz4, M* 204) + g-Bisaboleno 1512 1515 08
(C1eHas, M+ 204)
30 d-Cadineno (CisHz4, M* 204) 1530 1524 08
31 Germacrenol* (CisH260, M*222) 1594 1574 03
32 Benzoato de bencilo (C14H1202, M+ 212) 1786 1762 33
3 Salicilato de bencilo (Ci4H1:03, M+ 228) 1894 1863 02

*Figura8  !ldentificado tentativamente 2 Indice de retencion (en columna HP-5) reportados en la literatura [89]



Como componentes principales en el aceite esencial de ylang-ylang se encontraron el linalol (27.9%), acetato
de bencilo (13.9%), p-metilanisol (11.6), germacreno-D (10.6%), benzoato de metilo (9.2%), trans-b-
cariofileno (4.0%), acetato de cinamilo (3.9%), benzoato de bencilo (3.3%), acetato de geranilo + benzoato de
butilo (3.2%), a farneseno (1.9%), a-humuleno (1.7%). Estos mismos compuestos fueron los componentes
mayoritarios del aceite esencial de ylang-ylang reportados en las publicaciones de Gaydou et al. [91]y
Stashenko et al.[92].

En las Figuras 9-12, se presentan los espectros de masas caracteristicos (El, 70eV), del componente més
abundante en los aceite s esenciales de naranja (limoneno) e ylang-ylang (linalol), junto con las posibles rutas

de su fragmentacion.
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Figura 9. Espectro de masas obtenido por HRGC-MSD (EI, 70 eV) del limoneno, componente mayoritario del

aceite esencial de cascara de naranja.
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Figura 10. Rutas de formacion de los principales iones fragmento del limoneno (El, 70eV).

En el espectro de masas del limoneno [Figura 9), se observa el ién molecular (m/z 136) con una intensidad
de 24%. Elion en m/z 68 (100%) es el pico de base y es el producto de una ruptura tipo retro Diels-Alder, a
partir del ion molecular (ver Figura 10). El fragmento m/z 121 se genera por la pérdida del radical CHs
proveniente de la ruptura simple del ibn molecular. La eliminacion de los radicales CHsCHy y (CHs).CH,
desde el i6n molecular, produce los cationes en m/z 93(61%) y m/z 107 (19%) a través de reordenamiento de
uno y dos hidrégenos, respectivamente. Finalmente, la salida de una molécula de propeno (CsHe) desde el
cation m/z 121 conduce a la generacion del fragmentom/z 79.
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Figura 11. Espectro de masas obtenido por HRGC-MSD (El, 70 eV) del linalol, componente mas abundante
en el aceite esencial de flores de ylang-ylang.

En el espectro de masas del linalol (Figura 11) la sefial correspondiente al ion molecular (M*, m/z 154) no se
registra debido a su gran inestabilidad y una rapida fragmentacién acompafiada de la formacién de iones en
m/z 139 (1%), 136 (6%), 71 (100%) y 69 (40%). Los fragmentos (M-CHs)*, (M-H20)* y (M-CHs- H,0)* en m/z
139, 136, 121 (20%), respectivamente, confirman la presencia de los grupos CHs y OH en la molécula. El
cation m/z 93 (69%), tipico para la gran mayoria de monoterpenoides, posiblemente tiene una estructura
ciclica y se puede originar del fragmento m/z 136 por pérdida del radical CH7. La presencia de dos enlaces
dobles en la molécula se confirma por las respectivas rupturas alilicas, que conducen a la formacién de los
fragmentos m/z 71 (100%) y m/z 69 (40%), asi como aparece en laFigura 12.

El ion, correspondiente al pico de base, en m/z 71 decae por la eliminacion de una molécula de etileno,

generando el fragmento CHLO* en m/z 43 de alta intensidad (87%). Elion en m/z 69, a través del proceso
de reordenamiento, produce sefial enm/z 41, CsHs*, tambien de intensidad alta (78%).

37



T "
0 .
i S

miz 136 % miz 121 0%

L. —I+'—b
- +
H Q HCTCH o,
|

miz 93 B39

™

‘ Rup*ur;)ail‘ica 1 rH f-sHs_I . CH=CH

i 41 (TRog
miz154 (4% H CHOO |+ CHeCH
mi'z 430879
oH " .
Fuptura alilica .
o | |
méz {10094

Figura 12. Rutas de formacion de los principales iones fragmento caracteristicos del linalol, a 70eV.

4.2 PERFILES DE SATURACION POR HS-SPME

Las condiciones experimentales de esta seccion se describieron detalladamente en el Numeral 3.2 de la
Parte Experimental. La eficiencia de extraccion de los diferentes tipos de recubrimientos estudiados (PDMS,
100 um y PDMS/DVB, 65 um) se relaciona a continuacion. Ademas, se presentan las estructuras quimicas

de los diez terpenos bajo estudio (Figura 13).

4.2.1 PDMS-100 um. Para la obtencion de los diferentes perfiles de saturacion se realizd un disefio
experimental (63 mediciones) teniendo como parametros diferentes tiempos (5, 10 20, 30, 40, 60 y 90 min)y
temperaturas 0, 40 y 60°C) de extraccion. Los datos obtenidos aparecen en el Anexo 1. Las Figuras 14-
17 presentan las tendencias encontradas en los perfiles de saturacién logrados para la mezcla de terpenoides
extraidos por el recubrimiento de PDMS-100pum.
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Figura 13. Estructuras de los diez patrones de terpenoides empleados en el presente trabajo. A. a-Pineno;

B. a-Terpineno; C. Limoneno; D. 1,8-Cineol (eucaliptol); E. Linalol; F. Terpinen-4-ol; G. Neral;

H. Geraniol; . Geranial y J. trans- b-Cariofileno.

La Figura 14 presenta el efecto del tiempo, medido desde 5 hasta 90 min, sobre la recuperacion por HS-
SPME de los 10 terpenoides (a-pineno, a-terpineno, limoneno, eucaliptol, linalol, terpinen-4-ol, neral,
geraniol, geranial y trans-b- cariofileno) a temperatura ambiente (22°C). Se observa que, para la mayoria de
los patrones de terpenoides, existié un tiempo de extraccion en el cual hubo un maximo de absorcion sobre el

recubrimiento con un decaimiento posterior de la cantidad atrapada por la fibra. Excepto para el linalol,
terpinen-4-0l, geranial y trans-b-cariofileno, que presentaron incremento de la absorcion con el aumento del

tiempo de exposicion.
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Asi mismo, se encontré que al comparar las areas cromatograficas de terpenos polares con los no polares,
los valores fueron muy bajos para los terpenos polares. Lo cual indica la baja afinidad del recubrimiento de
PDMS por sustancias de naturaleza quimica polar

El efecto del tiempo de exposicion sobre la eficiencia de extraccidn por HS-SPME de los terpenoides a 40°C
se ilustra en la Figura 15. Se ve que, para la mayoria de los terpenoides no se obtuvo un tiempo de
extraccion en el cual existiera saturacidn, sino que la absorcién sobre el recubrimiento, en el intervalo de
tiempos estudiados, siempre incrementé. Sin embargo, el linalol, terpinen-4-ol y geranial presentaron un

maximo (30 min) con posterior decaimiento de la cantidadatrapada por la fibra.

En la Figura 16 se exhibe el efecto del tiempo de exposicidon sobre la extracciéon por HS-SPME de los
terpenoides a 60°C. En esta Figura se vislumbra que, para todos los patrones de terpenoides no se encontrd
un tiempo de saturacion en el intervalo de tiempos estudiados.

Con base en el andlisis realizado alas Figuras 14y 15, se encontro que durante 30 min de exposicion de la
fibra, se logré un maximo de saturacion para tres compuestos terpénicos (a-terpineno, limoneno y eucaliptol)
a 22°C y para cinco compuestos (linalol, terpinen-4-ol, neral, geraniol y geranial) a 40°C. Por lo cual, se
escogi6 como tiempo de exposicién de la fibra, 30 min.

La Figura 17 presenta el efecto de la temperatura (°C) de extraccion por HS-SPME, de los 10 patrones de
terpenos, durante 30 min de exposicion del recubrimiento. Como se observa en esta Figura, la temperatura a
la cual, la mayoria de los terpenoides estudiados presenté un maximo de absorcién durante 30 min de
exposicion, fue 40°C. De acuerdo con estos resultados se escogieron como temperatura y tiempo de

extraccion 40°C y 30 min, respectivamente.
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Para efectuar el tratamiento estadistico de los datos obtenidos, se evalud la reproducibilidad de las areas

cromatograficas. Para ello, se calcularon el promedio (X ), la desviacion estandar (s) y el coeficiente de
variacion (CV) (Anexo 1), a partir de la mediciones realizadas por duplicado. Para la medicién efectuada a
22°C, los coeficientes de variacion obtenidos para las areas cromatogréaficas de los terpenoides, estuvieron
en su mayoria, entre 0.6-11%. Para la mediciénrealizada a 40°C, los CV's se encontraron entre 0.002-11% y
para la medicién hecha a 60°C, los CV's variaron entre 0.4-11%. Sin embargo, se presentaron algunas
desviaciones de los valores de CV's, anteriormente mencionados. Las variaciones encontradas en las
mediciones se deben a las fluctuaciones de la temperatura de muestreo HS-SPME, puesto que solo se podia
controlar + 1°C. Estas fluctuaciones repercutieron de alguna forma, aunque no significativamente, sobre la

reproducibilidad de la técnica

4.2.2 PDMS/DVB-65 um. Para este recubrimiento se realiz6 el mismo disefio experimental empleado para el
recubrimiento de PDMS. Los datos obtenidos se consignaron en el Anexo 1. Las Figuras 18-21 presentan
las tendencias encontradas en los perfiles de saturacion logrados para la mezcla de terpenoides extraidos por
el recubrimiento de PDMS/DVB, 65 um.

La Figura 18 presenta el efecto del tiempo (min) sobre la recuperacion por HS-SPME, de los 10 terpenoides,
a temperatura ambiente (22°C). En ella s observa que, para los tres primeros patrones de terpenoides
existio un tiempo de exposicion donde se alcanz6 un maximo de adsorcion sobre la fibra, seguido de una leve
disminucion de la cantidad atrapada por el recubrimiento en funcién del tiempo transcurrido. El resto de los
compuestos terpénicos presentaron un aumento en la adsorcién sobre la fibra a medida que transcurrieron los
tiempos de muestreo.

Cabe resaltar que, a diferencia de la baja afinidad que presenté PDMS por los componentes polares de la
mezcla de terpenoides, en PDMS/DVB, esta afinidad se incrementd notoriamente (aumento en areas
cromatogréaficas) debido a que este recubrimiento es de naturaleza dual (apolar y polar), gracias a las
moléculas de divinilbenceno embebidas en PDMS.

El efecto del tiempo (min) sobre la eficiencia de extraccion por HS-SPME delos patrones de terpenos a 40°C,
se expone en la Figura 19. En esta Figura se distingue que todos los patrones de terpenos estudiados no
obtuvieron un tiempo de saturacion en el rango de 5 a 90 min. Sin embargo, el geraniol presentd un maximo
de absorcion a los 30 min de exposicion de la fibra, con posterior decaimiento de la cantidad atrapada por la

fibra al transcurrir el tiempo de exposicion.
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En la Figura 20 se exhibe el efecto del tiempo (min) sobre la recuperacion por HS-SPME de los patrones de
terpenos, a 60°C. Se observa que para todos los patrones de terpenoides no se encontrd un tiempo de
equlibrio en el intervalo de tiempos estudiados.

Con base en el andlisis de las Figuras anteriores se encontré que a 22°C el a-terpineno, limoneno,
eucaliptol, encontraron su maximo de saturacién a 30 min. A 40°C, sblo el geraniol presentd un tiempo
maximo de adsorcion a los 30 min. Y finalmente a 60°C, ninguna de las sustancias bajo estudio en el rango
de tiempos ensayados, encontrd una adsorcidn maxima. Al graficar las areas cromatograficas obtenidas a 30
min (puesto que, cuatro de los terpenos presentaron un maximo en este tiempo) de los 10 terpenoides, no se

encontré un maximo de adsorcion.

La Figura 21 ilustra el efecto de la temperatura (°C) de extraccion por HS-SPME de los terpenoides, durante
30 min de exposicion del recubrimiento. Como se aprecia en esta Figura no se encontré una temperatura
donde se presentara una saturacion completa del recubrimiento empleado, para la mezcla de terpenos
durante los 30 min de extraccion. Puesto que con el recubrimiento de PDMS/DVB, no se alcanzd un maximo
de alsorcién en el estudio de tiempo y temperatura de extraccion, no se determinaron coeficientes de
particion con este recubrimiento, a pesar que su sensibilidad fue mayor que la del recubrimiento de PDMS.

El desempefio del recubrimiento de PDMS/DVB de 65 um de espesor en la recuperacion de los patrones de
terpenoides fue superior al recubrimiento de PDMS. La fibra de PDMS/DVB realiz6 una mas efectiva
extraccion por presentar un doble recubrimiento: uno que contiene PDMS (la fase liquida altamente viscosa
que favorece la absorcion de sustancias no-polares) y otra que contiene DVB (sélido poroso que favorece la
adsorcion de analitos mas polares). Al comparar las Figuras 14 y 18 se puede apreciar que existié poca
diferencia en la cantidad extraida de analitos no-polares (terpenos, aunque PDMS fue superior que
PDMS/DVB) entre los dos recubrimientos de PDMSy de PDMS/DVB. Sin embargo, los analogos oxigenados
de los terpenos, como aldehidos y alcoholes, fueron extraidos en promedio, 2 veces mas por PDMS/DVB que
por PDMS, con base en la medida del area cromatogréfica. Estos resultados fueron similares a lo encontrado
por Miller et al. [93] al comparar recubrimientos de diferente naturaleza quimica en la determinacién de

componentes volatiles de aromas.

Con base en los datos obtenidos para determinar las mejores condiciones de extraccion para SPME, se
puede suponer que el efecto de la temperatura sobre la cantidad de volatiles absorbidos parece ser el

resultado de un compromiso entre la solubilidad y volatilidad de los compuestos. Los compuestos



relativamente solubles (monoterpenos) y los compuestos solubles en el solvente (alcoholes y aldehidos
usados) mostraron un ligero incremento en la cantidad ab(ad)sorbida por los recubrimientos con el aumento
de la temperatura. Para estos compuestos el efecto de incrementar la temperatura fue méas efectivo sobre la
volatilidad que sobre su solubiidad. En general, el incremento de la cantidad de un compuesto en el
headspace resultd en la disminucion de la ab(ad)sorcion de otros compuestos, lo cual esta en concordancia

con lo publicado por Rochaet al. [94].

La reproducibilidad de las areas cromatogréficas obtenidas para los patrones de terpenos extraidos por este
recubrimiento se encuentra registrada en el Anexo 1. De la misma forma que para PDMS de 100 pm, los
patrones de terpenocides se extrajeron por duplicado. Las mediciones realizadas a 22°C, presentaron
coeficientes de variacion para la mayoria de los compuestos entre 0.1-10%, para los patrones de terpenoides.
Para la temperatura de extraccion de 40°C, los CV’s se encontraron entre 0.05-11% y para la extraccion
llevada a cabo a 60°C, los CV's estuvieron entre 0.1-11%. En estas mediciones también se presentaron
algunas desviaciones de los CV’s para algunos compuestos. Los valores que se desviaron del rango
permitido de los CV’s, son consecuencia de las fluctuaciones de la temperatura de muestreo para HS-SPME.

4.3 DETERMINACION DE Ko POR GC

Con base en las Ecuaciones 15, 17y 18 detalladas en el Numeral 3.3 de la Parte Experimental se
obtuvieron los Kp para cada uno de los terpenoides, empleando GC.

Como el coeficiente de particion es wa constante de equilibrio es usual someterla al tratamiento
termodinamico de los sistemas en equilibrio. Si se expresa Ko en términos de la energia libre estandar (DG°),
del intercambio de soluto entre las dos fases (movil y estacionaria), se puede entender la naturaleza de la
distribucion y la influencia de la temperatura. Sin embargo, el reparto de un soluto entre las dos fases se
puede considerar a nivel molecular. Es evidente que, si un soluto se distribuye preferentemente en una de las
fases, entonces las fuerzas interactivas que se presentan entre las moléculas del soluto y en la de la fase
preferida, serdn mayores que las fuerzas complementarias entre las moléculas de soluto y la de la otra fase.
Asi, la distribucion se puede considerar como el resultado de las diferencias entre las fuerzas moleculares y,
la magnitud y naturaleza de estas fuerzas determinara la magnitud del respectivo coeficiente de distribucion
[95].
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La termodin&mica clasica da una expresion que relaciona Ko con el cambio de la energia libre de un soluto
que se transfiere desde una fase a otra (Ecuacion 40).

RTINK =-?G° Ecuacion 40
donde, R, es la constante de los gases; T, es la temperatura absoluta (K) y DG°, es el cambio de energia libre

estandar.

A su vez, la termodinamica clasica descompone la energia libre estandar en dos términos: la entalpia libre
estandar (DH°®) y la entropia libre estandar (DS®) (Ecuacion 41).

?2G° =?H” - T?S Ecuacion 41
Reordenando las Ecuaciones 40y 41, tenemos la Ecuacion 42:
2H> 2?2S°
InK =- - H + : Ecuacion 42

Es claro de la Ecuacion anterior que al graficar In K Vs. 1/T se obtendré una linea recta. Esta linea recta
proporciona valores reales para la entalpia estandar CH®) y la entropia estandar [DS®), las cuales se
obtienen desde la pendiente e intercepto de la grafica, respectivamente [77,95]. Este tipo de curva se llama
Curva de van't Hoff y dentro de sus caracteristicas importantes esta la relacion lineal entre In Ky 1/T,y da
solo para sistemas establecidos y con distribucion invariable, donde la naturaleza de ambas fases no cambia
con la temperatura.

Los datos obtenidos para tz, t, k' y K se relacionan en el Anexo 2y con base en estos datos se
construyeron las graficas de In Ko Vs. 1/T (Figuras 22-31). La reproducibilidad determinada para &, tw, K" y
Ko de los patrones de terpenos analizados por HRGC/FID se registraron en el Anexo 2. Las mediciones
fueron llevadas a cabo por triplicado. Los coeficientes de variacidn calculados se estimaron entre 0.02- 0.5%,
para tw; 0-0.7%, para k; 0.006-0.8%, para k" y 0.006-0.8%, para Ko. Estos valores se encuentran dentro de
las variaciones recomendadas (maximo 2%, para inyeccién automatica) por las Buenas Précticas @
Laboratorio.
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Figura 22. Curva devan'tHoff para el a-pineno, rango de temperaturas 50-90°C.
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Figura 23. Curva de van't Hoff para el a-terpineno, rango de temperaturas 50-90°C.
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Figura 24. Curva devan'tHoff para el limoneno, rango de temperauras 50-90°C.
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Figura 25. Curva devan'tHoff para el eucaliptol, rango de temperaturas 50-90°C.
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Figura 27. Curva devan't Hoff para el terpinen-4-ol, rango de temperaturas 100-140°C.
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Figura 29. Curva de van't Hoff para el geraniol, rango de temperaturas 100-140°C.
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Figura 31. Curva de van'tHoff para el trans-b-cariofileno, rango de temperaturas 100-140°C.

Las Tablas 5 y 6 presentan los valores de entalpia (DH®) y entropia (DS°) estandar obtenidos de las curvas

de van't Hoff logradas por GC, en el rango de temperaturas 50-140°C.
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Tabla 5. Valores obtenidos de entalpia OH®) y entropia (DS°) estandar por GC (temperaturas entre 40-

90°C), para cada uno de los patrones de terpenos, con base en las curvas de van't Hoff.

No. Terpeno Compuesto DH° (kcal/mol) DS° (kcal/mol)
1 a-Pineno 9.2 -0.014
2 a-Terpineno -10.1 -0.015
3 Limoneno -10.2 -0.015
4 Eucaliptol (1,8-Cineol) -10.1 -0.015
5 Linalol -11.3 -0.018

Tabla 6. Valores obtenidos de entalpia (DH®) y entropia (OS°) estandar por GC (temperaturas entre 100-

140°C), para cada uno de los patrones de terpenos, con base en las curvas de van't Hoff.

No. Terpeno Compuesto DH? (kcal/mol) DS (kcal/mol)
6 Terpinen-4-ol -10.7 -0.015
7 Neral -115 -0.016
8 Geraniol -11.9 -0.017
9 Geranial -11.9 -0.017
10 trans-b- Cariofileno -12.4 -0.016

El término entalpia representa la energia involucrada cuando la molécula de soluto interactua, por fuerzas
electrostéticas, con la fase estacionaria. Asi, cuando el soluto interacttia con la fase estacionara sufre un
cambio en la libertad de movimiento y éste ya no puede moverse de la misma forma (aleatoriamente). Este
cambio en la entropia es mas visible a escala molecular cuando el reparto de un soluto entre un gas y un
liquido se considera, como en GC. En el gas, las moléculas de soluto tienen altas velocidades y pueden
viajar en cualquier direccién. Sin embargo, cuando se encuentran dentro de la fase liquida se enlazan por
fuerzas intermoleculares a las moléculas de la fase estacionaria y no pueden viajar a través de la fase a
grandes velocidades o con la misma libertad direccional del movimiento inicial. Esta nueva restriccion de
movimiento es la medida del cambio de entropia. Asi, el cambio en la energia libre esta constituido por un
cambio en la energia real resultante de las interacciones (fuerzas intermoleculares) entre el soluto y la fase
estacionaria y por el cambio en la entropia que refleja el movimiento restringido resultante (pérdida de la

aleatoriedad) del soluto mientras preferencialmente interacciona con la fase estacionaria.

Los datos de las entalpias y entropias estandar reportados en las dos Tablas anteriores, se presentan de
acuerdo con el orden de elusion de cada uno de los patrones de terpenos, bajo condiciones isotérmicas. Al
observar estos valores se encuentra una tendencia generalizada: a medida que el compuesto presento
mayor retencion, su entalpia disminuy6 y su entropia permanecio casi constante. El alto valor (valor absoluto)



de la entalpia DH°/R - pendiente de la curva) significa que la distribucion esta dominada por fuerzas
intermoleculares, a favor de la fase estacionaria. El soluto esté distribuido preferencialmente en la fase
estacionaria puesto que las interacciones de las moléculas del soluto con las de la fase estacionaria son
mayores que las fuerzas interactivas entre las moléculas del soluto y las de la fase mévil. Este cambio en la
entalpia estandar es la mayor contribucién al cambio en la energia libre estandar y asi, ‘a distribucién en
términos termodinamicos, se dice que esta gobernada por la energia”.

Los valores positivos de DH°/R (pendiente) y valores negativos de DS°/R (intercepto) de las curvas de van't
Hoff de los patrones de terpenos, concuerda con las caracteristicas de la mayoria de los sistemas de
distribucion hallados por GC. El valor negativo del intercepto indica que el cambio en la entropia estandar del
soluto resulta de la produccion de un sistema menos aleatorio a uno méas ordenado durante el proceso de

distribucion.

En resumen, se considera que a mayor las fuerzas interactivas entre las moléculas (soluto-fase estacionaria),
mayor sera la contribucion de la energia (entalpia), mayor el coeficiente de particion y mayor la retencion. Por
el contrario, cualquier reduccion en la naturaleza aleatoria de las moléculas o cualquier incremento en la

cantidad de orden en el sistema reducen el coeficiente de distribucion y atenda la retencién [95].

4.4 DETERMINACION DE Kp POR HS-SPME/HRGC/FID DE LOS CONSTITUYENTES DE LA MEZCLA
PATRON DE TERPENOS Y ACEITES ESENCIALES DE NARANJAY DE YLANG-YLANG

Con base en las Ecuaciones 37, 38 y 39y la descripcién detallada del Numeral 3.4 de la Parte Experimental,
se obtuvieron los Kp experimental para cada uno de los patrones de terpenos y componentes mayoritarios de
los aceites esenciales de cascara de naranja y de las flores de ylang-ylang. Los datos obtenidos de Kers,
Kroms+s, Kereoms S€ encuentran en la Tabla 7, los cuales seran los coeficientes de referencia para este
estudio. Para la comparacion de los datos, las condiciones de muestreo usados para S-HS (temperatura y
tiempo de extraccion, volumen del vial, cantidad de muestra empleados) fueron las mismas determinadas
para HS-SPME.
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Tabla 7. Kereous calculados para los componentes de la mezcla de patrones de terpenoides.

Compuesto KprHs KpowsHs Kpr-poms
a-Pineno 52 9938 515398
a-Terpineno 151 868 130953
Limoneno 106 22962 2443092
Eucaliptol 527 3030 1597910
Linalol 444 14638 6496554
Terpinen-4-ol 492 15054 7406282
Neral 16464 853532 14052179982
Geraniol 13546 37101 502554423
Geranial 3028 125615 380351364
trans-b-Cariofileno 534 40014 21383550

Segun lo publicado por Pawliszyn et al. [25] la cantidad de analito concentrado en la fibra a través HS-SPME
es el resultado de dos equilibrios distintos pero estrictamente relacionados: Kwarrizx-ts, la responsable de la
composicion del headspace, la cual depende de la volatilidad de cada analito y de las caracteristicas fisicas
de la matriz; y Kowsss, la cual esta relacionada con la difusién de los analitos desde la fase vapor al

recubrimiento y de la interaccion del analito con el recubrimiento polimérico [25,84].

Si se revisan los coeficientes de particion patrones de terpenoides-HS (Kerss), la tendencia requerida en los
valores obtenidos se presenta (entre mayor la volatilidad de la sustancia menor serd su Ker.s), con excepcion
del Kers para el geranial, donde su valor es muy pequefio comparado con su isémero, neral. Se menciona
nuevamente que estos patrones se encuentran disueltos en metanol, donde es posible que las interacciones
soluto-solvente puedan estar presentes. Asi, moléculas de naturaleza polar y polarizable tendran mayor

afinidad por la fase condensada que por la fase vapor y por lo tanto, su Ker-nsSerd alto.

Los coeficientes de particion obtenidos para los patrones de terpenos-recubrimiento de PDMS, presentaron
una discrepancia inesperada, la cual consistid en que los valores no fueron crecientes a medida que
aumentaron las temperaturas de ebullicion, los pesos moleculares y existieron cambios en la funcionalidad
quimica de los compuestos. Las concentraciones preparadas para cada uno de ellos, como se reporté en la
Parte Experimental (Numeral 3.4.1), en promedio fueron las mismas. Las sustancias que presentaron valores
no logicos fueron el a-terpineno, eucaliptol, neral y geranial. Como se observa de la Tabla anterior, para a-
terpineno y el eucaliptol el valor es menor si se compara con los del limoneno y linalol. Por otro lado, el valor
del neral fue extremadamente grande; mientras que, los valores entre los compuestos como geraniol, geranial

y trans-b-cariofileno, estuvieron cercanos.



En las Tablas 8-13, se presentan los datos obtenidos para 10s Kiens, Keows-hs, Kaeroms de los AE's de

cascara de naranja y de las flores de ylang-ylang. Cada una de las Tablas, contiene el tratamiento

estadistico (promedio, desviacion estandar muestral y el coeficiente de variacion) realizado a cada uno de los

coeficientes de particion obtenidos.

Tabla 8. Kae-ns calculados para los componentes mayoritarios del aceite esencial de cascara de naranja.

KAE-HS

i 0

Compuesto Réplical  Replica? Promedio S CV, %
a-Pineno 46 46 46.0 0.3 0.6
Sabineno 111 110 110 1 0.7
b-Mirceno 166 158 160 6 3.6
Octanal 1657 1531 1600 89 5.6
Limoneno 158 153 160 4 2.4
b-Ocimeno 81 71 80 7 8.9
gTerpineno 157 134 150 16 11.3
Octanol 5949 5670 5800 197 3.4
a-Terpinoleno 332 348 340 11 34
Linalol 29378 25362 27000 2840 10.4
Nonanal 65 41 50 17 31.3
Verbenol 54 40 50 10 20.3
b-Terpineol 110 100 100 7 6.7
Citronelal 7259 7259
Terpinen-4-ol 12764 18677 16000 4181 26.6
a-Terpineol 42885 43779 43000 633 15
Decanal 22766 21681 22000 767 35
Carveol 1430 1887 1700 323 195
Metil-timol-éter 7824 8885 8000 750 9.0
Neral 12318 11494 12000 583 49
Carvona 21192 21120 21200 51 0.2
Geranial 22907 20194 22000 1918 8.9
Decanol 12112 12112
N.I. 6076 6588 6000 362 5.7
Terpinen-4-al 5544 - 5544
Butanoato de octilo 1353 1312 1300 29 2.2
Cubebeno 5900 5256 5600 455 8.2
Dodecanal 11493 11493
trans-b-Cariofileno 602 587 600 10 1.8
b-Bisaboleno 1530 1448 1490 58 3.9
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Tabla 9. Kepwms-ns calculados para los componentes mayoritarios del aceite esencial de cascara de naranja.

Krows-Hs ; 0

Compuesto Réplical  Replica? Promedio S CV,%
a-Pineno 5438 4835 5000 426 8
Sabineno 5471 5519 5500 34 0.6
b-Mirceno 6264 5513 5900 531 9
Octanal 26163 18665 22000 5302 24
Limoneno 6741 6420 6600 227 3
b-Ocimeno 6571 6974 6800 285 4
gTerpineno 7200 5564 6000 1157 18
Octanol 129008 128515 128800 349 0.3
a-Terpinoleno 10173 11497 10900 936 9
Linalol 608956 531657 570000 54658 10
Nonanal 3351 2716 3000 449 15
Verbenol 1661 1360 1500 213 14
b-Terpineol 2395 2464 2400 48 2
Citronelal 137286 137286
Terpinen-4-ol 302005 423936 400000 86218 24
a-Terpineol 719936 846341 800000 89382 11
Decanal 504617 516314 510000 8271 2
Carveol 30441 41969 40000 8152 23
Metil-timol-éter 164119 188143 200000 16987 10
Neral 267794 223914 200000 31028 13
Carvona 192951 177831 200000 10691 6
Geranial 561382 427945 500000 94355 19
Decanol 218357 218357
N.1. 144283 126881 140000 12305 9
Terpinen-4-al 110056 110056
Butanoato de octilo 48501 46057 50000 1728 4
Cubebeno 256436 155254 200000 71546 35
Dodecanal 203555 203555
trans-b-Cariofileno 28099 27525 28000 406 1
b-Bisaboleno 90975 102642 100000 8250 9
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Tabla 10. Kaepoms calculados para los componentes mayoritarios del aceite esencial de cascara de naranja.

Compuesto Kae-poms ; 0

Réplica 1 Réplica 2 Promedio S CV. %
a-Pineno 251066 221444 240000 20946 9
Sabineno 609480 608517 609000 681 0.1
b-Mirceno 1041967 871538 1000000 120512 13
Octanal 43352356 28582873 40000000 10443602 29
Limoneno 1068241 983805 1030000 59705 6
b-Ocimeno 529171 495292 500000 23956 5
gTerpineno 1132189 745740 1000000 273261 29
Octanol 767494170 728698863 750000000 27432425 4
a-Terpinoleno 3373007 3997538 3700000 441610 12
Linalol 17889956827 13483938911 16000000000 3115525147 20
Nonanal 217846 112539 170000 74463 45
Verbenol 89714 55017 80000 24534 34
b-Terpineol 262885 245830 300000 12060 5
Citronelal 996584723 996584723
Terpinen-4-ol 3854851493 7917809020 6000000000 2872944818 49
a-Terpineol 30874216237 37052177591 34000000000 4368478367 13
Decanal 11487913080 11194098169 12000000000 207758516 2
Carveol 43542439 79216169 100000000 25225136 41
Metil-timol-éter 1284046110 1671556412 1500000000 274011162 19
Neral 3298716486 2573686558 3000000000 512673578 17
Carvona 4089011341 3755857445 4000000000 235575379 6
Geranial 12859462826 8641815298 11000000000 2982327167 28
Decanol 2644804473 2644804473
N.I. 876670092 835903195 860000000 28826550 3
Terpinen-4-al 610146655 610146655
Butanoato de octilo 65622606 60448851 64000000 3658397 6
Cubebeno 1512926741 815983520 1200000000 492813277 42
Dodecanal 2339543761 2339543761
trans-b-Cariofileno 16920033 16168074 16600000 531716 3
b-Bisaboleno 139178853 148618385 144000000 6674757 5




Tabla 11. Kae-uscalculados para los componentes principales del aceite esencial de flores de ylang-ylang.

Krens ; 0

Compuesto Réplical  Replica? Promedio S CV,%
Acetato de pent4-en-1-ilo 226 189 210 26 13
Acetato de 3-metil-2-buten-1-ilo 290 285 290 4 1
a-Pineno 467 450 460 12 3
b-Pineno
b-Mirceno 79 77 80 1 2
Acetato de hex-3-en-1-ilo 145 133 140 9 6
Acetato de etilo 810 761 790 34 4
p-Metilanisol 457 436 450 15 3
Limoneno + Felandreno 89 80 90 6 8
Eucaliptol
b-Ocimeno 240 228 240 8 4
Benzoato de metilo 1498 1453 1480 32 2
Linalol 1451 1456 1450 4 0.2
Acetato de bencilo 1984 1652 2000 235 13
Salicilato de metilo 543 586 600 30 5
Dimetoxitolueno 2777 2777 -
Acetato de b-feniletilo 3717 3753 3735 26 1
Anetol 2971 2564 2800 288 10
Acetato de geranilo + Benzoato de butilo 18589
Copaeno 688 669 680 13 2
b-Burbuneno + Calareno
trans-b -Cariofileno 780 834 810 38 5
b-Gurgujeno —
Acetato de cinamilo 36269 64194 60000 19746 39
a-Humuleno 2511 2605 2560 67 3
Germacreno-D 1768 1680 1730 62 4
a-Farneseno
g-Cadineno + g-Bisaboleno 14227 15087 15000 608 4
d-Cadineno 9411 9411
Germacrenol -
Benzoato de bencilo 61665

Salicilato de bencilo

54380 58000 5151




Tabla 12. Keous+s calculados para los componentes principales del aceite esencial de flores de ylang-ylang.

Krows-Hs ; 0

Compuesto Réplical  Replica? Promedio S CV,%
Acetato de pent4-en-1-ilo 740 721 730 13 2
Acetato de 3-metil-2-buten-1-lo 3898 3829 3900 49 1
a-Pineno 8990 8454 9000 379 4
b-Pineno
b-Mirceno 4975 4385 5000 417 9
Acetato de hex-3-en-14lo 10979 8681 10000 1625 17
Acetato de etilo 12365 9735 12000 1860 17
p-Metilanisol 7214 6875 7100 240 3
Limoneno + Felandreno 3359 4761 4100 991 24
Eucaliptol
b-Ocimeno 9705 6804 9000 2051 25
Benzoato de metilo 18881 18316 18600 399 2
Linalol 23324 23624 23500 212 1
Acetato de bencilo 29806 25210 28000 3250 12
Salicilato de metilo 8939 7008 8000 1366 17
Dimetoxitolueno 47358 47358
Acetato de b-feniletilo 89191 84349 87000 3423 4
Anetol 57626 47431 53000 7209 14
Acetato de geranilo + Benzoato de butilo 242710 242710
Copaeno 23619 21241 23000 1681 7
b-Burbuneno + Calareno
trans-b -Cariofileno 26528 28494 28000 1390 5
b-Gurgujeno
Acetato de cinamilo 187214 324965 260000 97405 38
a-Humuleno 34225 35394 34900 827 2
Germacreno-D 49259 46816 49000 1727 4
a-Farneseno
gCadineno + g-Bisaboleno 63408 56437 60000 4929 8
d-Cadineno 182684 182684
Germacrenol
Benzoato de bencilo 2443

Salicilato de bencilo

25451 21996 24000




Tabla 13. Kaepoms calculados para los componentes principales del aceite esencial de flores de ylang-ylang.

Kae-poms ; 0

Compuesto REplicaT REplica? Promedio S CV,%
Acetato de pent4-en-1-ilo 167134 136019 200000 22002 15
Acetato de 3-metil-2-buten-1-lo 1130113 1090042 1120000 28334 3
a-Pineno 4197561 3805495 4100000 277233 7
b-Pineno
b-Mirceno 392830 338884 400000 38146 10
Acetato de hex-3-en-14lo 1593759 1153336 1400000 311426 23
Acetato de etilo 10016397 7412813 10000000 1841012 21
p-Metilanisol 3299544 3000130 3200000 211718 7
Limoneno + Felandreno 298927 379997 340000 57325 17
Eucaliptol
b-Ocimeno 2330171 1553420 2000000 549246 28
Benzoato de metilo 28285704 26608774 30000000 1185768 4
Linalol 33833115 34388360 34200000 392618 1
Acetato de bencilo 59139082 41652759 50000000 12364698 25
Salicilato de metilo 4855101 4103433 4500000 531510 12
Dimetoxitolueno -- 131521280 131521280
Acetato de b-feniletilo 331489613 316585067 330000000 10539105 3
Anetol 171181369 121601640 150000000 35058163 24
Acetato de geranilo + Benzoato
de butilo -- 4511711440 4511711440
Copaeno 16247429 14213820 20000000 1437979 9
b-Burbuneno + Calareno
trans-b -Cariofileno 20702727 23752019 23000000 2156175 10
b-Gurgujeno
Acetato de cinamilo 6789968558 20860828414 14000000000 9949600421 72
a-Humuleno 85933913 92215825 90000000 4441983 5
Germacreno-D 87086864 78653708 83000000 5963142 7
a-Farneseno
g-Cadineno + g-Bisaboleno 902094342 851471110 900000000 35796030 4
d-Cadineno 1719287563 1719287563
Germacrenol
Benzoato de bencilo 1569453775 1196161167 1400000000 263957734 19

Salicilato de bencilo

En cada una de las Tablas anteriores, se resaltan los compuestos encontrados en los AE’s bajo estudio, que

fueron utilizados como patrones de referencia. Se hace esta diferenciacion para poder comparar los valores

de bs Kaens, Keoms+s, Kaepoms de estos compuestos en la mezcla de terpenos y en los dos aceites

esenciales.



Las reproducibilidades de los valores de Kaess, Krows+s, Kaepows calculados para los componentes
principales de los aceites esenciales, analizados por HRGC/FID, se registran en las Tablas anteriores,
teniendo en cuenta que las mediciones se efectuaron por duplicado. Los coeficientes de variacion
determinados para los Kiess, Keowsss, Kaeroms, de los componentes mayoritarios del aceite esencial de
cascara de naranja, se estimaron en su mayoria entre 0.2-10, 0.3-11 y 0.1-12%, respectivamente. Ademas,
se encontraron algunos valores por fuera del intervalo de variacién mencionado. Asi mismo los coeficientes
de variacion obtenidos para l0s Kee+s, Keous-rs, Kaepoms, de los componentes principales del aceite esencial
de flores de ylang-ylang, se encontraron principalmente en el rango 0.2-13, 1-12 y 1-12%, respectivamente,
con algunas desviaciones del rango indicado. Las variaciones mas altas se encontraron sélo en algunos

componentes.

Al observar las Tablas, se encuentra que 10S Kaess, Keous-Hs, Kae-poms Calculados presentaron variaciones
entre componentes dentro del mismo AE y de un AE a otro. A su vez, existieron diferencias al comparar los

valores de Kae+s, Keows-+s, Kae-poms de componentes presentes en ambos AE’s.

Se debe tener claro que Kp es una constante fisicoquimica y su valor no puede variar bajo ciertas condiciones
establecidas. Esta constante depende de la naturaleza quimica [peso molecular, polaridad, presion de vapor
(representa la volatilidad del compuesto puro) y temperatura de ebullicion] de la sustancia y de las fases
implicadas, de la presién y de la temperatura. Ko es independiente de la concentracién siempre y cuando la
solucion se considere dilucién infinita gconstante) [7,26,82]. La limitacion del alcance anterior (dilucidn
infinita) es que se cree que no hay ninguna interaccion significativa soluto-soluto como tampoco ninguna
interaccion fuerte especifica soluto-solvente [6]

Con base en la premisa anterior, se encuentra reportado en la literatura Guitart et al. [12] y Chaintreau et al.
[96]) que si se llegan a presentar cambios en la determinacion de coeficientes de particion para sustancias
volatiles, éstos no serian significativos. El trabajo de Guitart et al. [12] indic 6 que la composicidn de la mezcla
volatil tiene muy poca influencia sobre la particion de sus constituyentes. Asi mismo, Chaintreau et al. [96]
demostraron que la influencia de otros volatiles en la mezcla modelo de aromas sobre la concentracion de los
componentes individuales en la fase gaseosa no fue perceptible. Sin embargo, Baltes et al. [26] investigaron
la influencia de las interacciones entre sustancias sobre el HS-GC y encontraron que adn pequefios cambios
en la composicion de la muestra puede causar cambios en la composicion resultante del headspace.
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Por otro lado, los resultados obtenidos para Kaens en este trabajo, fueron similares a los resultados
publicados en el trabajo de Keymeulen et al. [7], en el cual determinaron coeficientes de particion para
hidrocarburos monociclicos aromaticos entre el aceite esencial de hojas y aire, empleando HS-GC. El
parecido encontrado entre los trabajos, radica en que existieron diferencias entre los alores de K para un
mismo componente, en funcion del tipo de AE y en el incremento moderado del valor de Kae+s, @ medida que
disminuia la volatilidad entre aquellos compuestos que presentaban funcionalidad quimica similar e
incremento en la longitud de la cadena carbonada [7,97].

En el trabajo de Keymeulen et al. se determinaron los Ky para los BTEX's [Benceno, tolueno, etilbenceno y
los tres isémeros del xileno (0-, m-y p-)] entre el AE de material vegetal (hojas) de 9 especies de planta y su
headspace. Los valores de Ko determinados para BTEX's variaron entre las plantas estudiadas. A pesar de
la existencia de publicaciones que coinciden con los resultados logrados en este trabajo, no es acertado que
los coeficientes de particion Kaess, Keomsns, Kaepoms Cambien tan drasticamente, si las soluciones con AE se

llevaron bajo condiciones de dilucion infinita.

Las alteraciones en los valores de Kaeroms posiblemente se centran en la determinacion del Kaws. Las
causas probables que con llevaron a los valores no esperados de este coeficiente de particion pueden estar
relacionados en primer lugar, por las “interacciones del aroma” (interacciones presentes entre componentes
de aromas 0 entre componentes del aroma y su matriz y su ambiente [98]): interaccidn soluto-soluto
(sinergismo o realce, aditividad y antagonismo) entre los componentes de los AE’s y baja cantidad de
componentes en el headspace (interacciones soluto-solvente, generando disminucién en la presién de vapor
de los analitos); en segundo lugar, por la fluctuacion de la temperatura de muestreo para SPME y en tercer
lugar, por la influencia de la naturaleza quimica de los componentes y el recubrimiento de SPME.

El argumento de la interaccién soluto-soluto (sinergismo o realce, aditividad y antagonismo) entre los
diferentes componentes dentro del mismo aceite esencial se basa enlos trabajos realizados por Baltes et al.
[26], Franzen et al. [99], Jelen et al. [100], van Ruth et al. [101] y Meilgaard [102]. El propésito del trabajo de
Baltes et al. estuvo centrado en determinar cdmo la composicién final en el headspace de una solucion
modelo era influida por la interaccién de los compuestos volatiles con otros componentes y con la matriz de la
muestra. Encontrd que al adicionar un componente vo latil a una mezcla volatil inicial condujo a la disminucion
drastica de dichos componentes (disminucion de las areas de los picos cromatograficos), en especial, de los

compuestos menos volatiles. Algunas de las sustancias fueron detectadas s6lo a nivel de trazas, y si un gran



exceso de un nuevo compuesto se adicionaba, desaparecian. Este comportamiento fue atribuido a las
posibles interacciones entre los compuestos en el headspace.

Por el contrario, la adicion de compuestos menos volatiles influyé muy poco en la composicién del headspace.
Este resultado indicé que hay una fuerte interaccion entre los componentes en el headspace de una matriz
compleja. Ademas, pequefios cambios en la composicion de la muestra pueden causar cambios drasticos en
la composicién resultante en el headspace, pero los efectos varian dependiendo de las cantidades y
caracteristica del compuesto investigado. Por lo tanto, no se pueden dar reglas generales para las
interacciones de diferentes componentes en la fase vapor de muestras complejas puesto que factores
diversos y desconocidos influyen en su composicion.

Baltes et al. ademas, evaluaron el efecto de la matriz sobre el enriquecimiento del headspace. Fue evidente
que, dependiendo de la naturaleza quimica de la matriz se presentaron desplazamientos de algunos
componentes, conduciendo a la disminucion o el incremento en las areas cromatogréaficas obtenidas. Por
ejemplo, al adicionar terpenos no polares en modelo de matrices polares, se presentaron debiles
interacciones soluto-matriz permitiendo un incremento de la cantidad de estos analitos en el headspace. Por
el contrario, sila matriz era no polar, la interaccion entre el terpeno y la matriz era fuerte (mejor solubilidad del
terpeno en la matriz) y resultaba en una disminucion o ausencia de la cantidad de dicha sustancia en la fase

vapor. Asi mismo, sustancias polares fueron menos influida por la matriz no polar.

Las posibles interacciones (efectos de sinergismo o realce, aditividad, enmascaramiento (antagonismo) y
compensacion independiente [LOQ]) presentes entre compuestos del aroma, se han estudiado desde otro
punto de vista por Meilgaard [102]. En su experimento, 250 compuestos fueron purificados y adicionados a la
cerveza como componentes individuales y grupales para la determinacidn de valores umbrales del aroma.
Los resultados se usaron para proponer un conjunto de hipétesis y formulas para determinar cudles
compuestos son ingredientes activos y como interacttan para producir la totalidad del aroma de la cerveza y
como se puede predecir diferencias entre cervezas.

Para comprender el efecto de las interacciones, Meilgaard utilizd una relacién denominada “grado de
interaccion del aroma (din)", que consisti6 en la medicion de la intensidad observada del componente del olor
de la mezcla dividida por la suma de las intensidades de los componentes. Entonces, sidin: = 1, la interaccion
fue aditiva; si @& > 1, la interaccion fue de sinergismo; si dw < 1, la interaccion fue independiente
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(compensacion) o de antagonism o (supresion, enmascaramiento). Finalmente, si din: = 0, los compuestos del

aroma producirian una mezcla “flavorless” (cancelacion, extincion).

Meilgaard encontrd que compuestos de notas similares son aproximadamente aditivas, mientras que
compuestos de diferentes notas muestran independencia parcial. Por ejemplo, encontrd efecto sinergista en
dos compuestos de serie homoéloga (ésteres) con diferencia en un carbono (acetato de isobutilo y acetato de
isoamilo) los cuales tienen notas similares. Un caso muy parecido fue el de otros dos compuestos de serie
homéloga (también ésteres) pero con diferencia en dos carbonos (hexanoato de etilo y octanoato de etilo), los
cuales presentaron s6lo un pequefio grado de aparente sinergismo. Si la interaccidon es entre dos
compuestos con notas diferentes (Acido octanoico y acetato de etilo) estos fueron casi independientes. Estos
resultados se pueden explicar si se supone que la similitud de la nota en el olor es el factor predominante
sobre la similitud en la estructura quimica. Otros ejemplos a considerar son el acido butanoico y el 2,3-
butanodiona, un &cido carboxilico volatil y un compuesto carbonilico, son aditivos porque tienen notas

similares; en contraste, los &cidos acético y octanoico son independiente debido asu aroma diferente [102].

Con base en todas las observaciones propuestas por Baltes et al. y Meilgaard, quienes sugieren con su
resultados la explicacion del “sinergismo” entre aromas (lo cual es afirmado por los flavouristas), se extiende
este argumento a lo obtenido en este trabajo: las fuertes interacciones entre los componentes de los AE’s en
el headspace y entre estos mismos componentes y la matriz de la muestra causaron cambios drasticos en la

composicion resultante en el headspace.

No se investigd el comportamiento de los patrones individuales debido a que estos datos s6lo serian de
interés tedrico, puesto que no tienen relevancia para la interpretacion del comportamiento de mezclas
complejas, siendo el caso que concierne. En tales sistemas (mezclas complejas — AE) hay fuertes
interacciones entre los compuestos en fase gaseosa, como lo demostrd el experimento realizado por Baltes et

al. [26]. Por lo tanto, los datos individuales no son de utilidad para la interpretacion de estos resultados.

Por otro lado, existen otros factores que influyen los resultados obtenidos por HS-GC. Estos factores son
presion de vapor y temperatura, tipo de medio, grado de solubilidad (interacciones de los compuestos volatiles
con la matriz), concentracion, miscibilidad con otros compuestos organicos, etc. [26,100,103]. Estas
propiedades especificas estan correlacionadas con el coeficiente de actividad (g), el cual depende de la
presion parcial de la sustancia [26]. Puesto que los AE's usados son mezclas complejas, debido a la

diversidad de su composicién (diferente naturaleza quimica de los componentes), diferentes tipos de
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interacciones (dipolo-dipolo inducido, puente de hidrogeno, enlace hidrofébico, etc.) posiblemente se
produciran con la matriz (solvente). Estas interacciones conduciran a diferentes grados de retencion de los
componentes (afinidad por las diferentes fases), repercutiendo sobre su volatilidad (aumento o disminucién de
la presion de vapor) y con llevando a favorecer o no, a la liberacion del componente en la fase gaseosa
[24,104]. Asi, la particion de los componentes de los AE"s depende principalmente de su hidrofobicidad [104].
La comprension de las interacciones entre componentes de AE’s es muy complicado por el nimero de
compuestos disponibles para participar en ellos [98].

Para entender mejor lo complejo de las interacciones entre componentes de AE, se presenta el ejemplo de las
posibles interacciones (dipolo-dipolo inducido) entre el geraniol y el eucaliptol en una matriz polar (solvente).
El geraniol es mas hidrofilico que el eucaliptol; por lo tanto, las interacciones entre los dos compuestos
aumentaran la solubilidad del eucaliptol en un ambiente hidrofilico. La influencia de la posible interaccién de
compuestos sobre la solubilidad se puede ilustrar como sigue. Un compuesto hidrofébico si se adiciona
directamente a una solucion acuosa de etanol al 5% es insoluble; sin embargo, si este compuesto se adiciona
primero a una solucion acuosa de mayor concentracion de etanol (50%) y posteriormente, se diluye a una
concentracion de etanol al 5%, dicho compuesto permanecera en la solucion.  El incremento de las
interacciones con el etanol en altas concentraciones facilita la formacion de estructuras coloide y altera las
propiedades termodinamicas de la solucién. Este tipo de interaccion molecular seria esperado para reducir la

volatilidad (liberacién) de ambos compuestos segun lo expuesto por Peterson et al. [105]

La segunda posible causa para que el valor de Kaeroms no fuera el esperado, se atribuye a la fluctuacion de la
temperatura de muestreo para HS-SPME. El control preciso de la temperatura del bafio de agua estatico,
durante el muestreo SPME, no fue eficiente puesto que sélo se pudo mantener la temperatura + 1°C. El
gradiente de temperatura es significativo al momento de efectuarse la medicién, debido a que la variacion de
la temperatura de muestreo afecta la masa del soluto extraido por el recubrimiento.

La absorcién (PDMS) es un proceso exotérmico: con el incremento de la temperatura mas moléculas se
absorben sobre la fase estacionaria de la fibra por su difusion a la fase gaseosa desde la matriz, lo cual
disminuye inversamente el coeficiente de particion [94].

La cantidad de un analito absorbido por la fibra y la sensibilidad resultante, esta determinada tanto por la

cinética de absorcion y por el coeficiente de distribucién del compuesto entre la superficie de la fibra y la

matriz. Cualquier cambio en la temperatura o en cualquiera de los pardmetros experimentales, afecta’ la
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distribucion, la velocidad de absorcion, la cantidad absorbida por la fibra y la correspondiente reproducibilidad
[106].

Finalmente, la tercera causa es la influencia de la naturaleza quimica de los componentes y el recubrimiento
de SPME. La naturaleza quimica de PDMS es no polar, los analitos de esta misma naturaleza tendran mayor
afinidad por esta fase, siendo absorbidos eficientemente y presentando bajos valores de Ko. Asi mismo, los
compuestos de naturaleza quimica diferente a la del recubrimiento tienen menos afinidad y altos valores de
Kb.

El fendmeno de absorcion PDMS-analito, se puede explicar a través de las interacciones soluto-solvente.
Cuando un vapor de soluto se disuelve en un solvente, el calor molar de solucion (DHs) generado se puede

relacionar con el calor molar de evaporacion (DHY) del soluto a través de DHs + CHY = DHe, donde DHe es la

entalpia molar en exceso de la mezcla en el proceso de disolucion. Si la solucion final es una solucion ideal,

obedeceré estrictamente la ley de Raoult, DHe=0 [107,108]

Asi que, DHe puede ser positivo 0 negativo dependiendo de la naturaleza de la solucion. Si es negativo,
sugiere que la disolucién del vapor del soluto en un solvente genera mas calor que su condensacion a liquido
puro. Esto implica que la interaccidn soluto-solvente es mas fuerte que la interaccién soluto-soluto cuando el
soluto esta en estado liquido. La solucion tiene una energia interna total menor que la del soluto puro y el
solvente adicionado. Por otro parte, si DHe es positivo, significa que la interaccion soluto-solvente no es
favorable comparado con la interaccion soluto-soluto. Si la solucion se forma desde la mezcla del soluto
liquido puro y el solvente, la solucion necesita absorber calor desde el ambiente y la estabilidad de la solucién
es principalmente atribuida a la entropfa incrementada.

La dependencia de la temperatura se puede explicar considerando las interacciones intermoleculares entre
los solutos y la fase polimérica. La naturaleza no polar de PDMS con sus grupos metilo ricos en electrones
sugiere que la interaccion con algin componente que no presente ningtn momento dipolar no seria muy
atractiva. Por otro lado, si los compuestos tienen estructuras con cadenas lineales con grupos alquilicos ricos
en electrones por un lado y al otro lado atomos electronegativos, tales como oxigeno, se pueden involucrar en
una interaccion dipolodipolo inducido con los grupos metilos electrodonantes del recubrimiento. Sin
embargo, los electrones p en C=0 estan localizados. Como un resultado la interaccién polimero-soluto es

poco probable que disminuya la energia total del sistema [107].
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4.5 COMPETENCIA DE TERPENOS POR RECUBRIMIENTO: COMPARACION PDMS Vs. PDMS/DVB

El fendmeno de competencia o de desplazamiento en los materiales poliméricos es caracteristico para solidos
porosos donde el mecanismo de extraccion-concentracion es a través de la adsorcion y esta relacionado
directamente con el nimero de sitios activos disponibles para el atrapamiento. Para la obtencidn de los
perfiles competitivos por PDMS y PDMS/DVB se ejecutaron las condiciones experimentales registradas en el
Numeral 3.5 de la Parte Experimental. En las Figuras 32-45 se dan a conocer las tendencias obtenidas para

los dos recubrimientos.

Competencia del limoneno y a-pineno por el recubrimiento
PDMS
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Figura 32. Desplazamiento del limoneno (previa saturacion de la fibra, durante 30 min) por ela pineno en el

recubrimiento de PDMS, en funcion del tiempo de extraccion.
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Competencia del limonena y linalol por el recubrimiento PDMS

Respuesta del detector (Cuentas)

—— Limoneno
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Figura 33. Desplazamiento del limoneno (previa saturacién de la fibra, durante 30 min) por el linalol en el

recubrimiento de PDMS, en funcion del tiempo de extraccion.

Competencia del limoneno ytrans-B-cariofileno por el
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Figura 34. Desplazamiento del limoneno (previa saturacion de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofileno en el recubrimiento de PDMS, en funcion del tiempo de extraccion.
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Competencia del limoneno, a-pinena y linalol por el
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Figura 35. Desplazamiento del limoneno (previa saturacion de la fibra, durante 30 min) por el a-pinenoy

linalol en el recubrimiento de PDMS, en funcién del tiempo de extraccién.
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Figura 36. Desplazamiento del limoneno (previa saturacién de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofileno y linalol en el recubrimiento de PDMS, en funcién del tiempo de extraccion.
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Competencia del limoneno, a-pinena y trans-p-cariofilena por
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Figura 37. Desplazamiento del limoneno (previa saturacién de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofileno y a -pineno en el recubrimiento de PDMS, en funcion del tiempo de extraccion.

Competencia del limoneno, a-pineno, linalol y trans-p-
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Figura 38. Desplazamiento del limoneno (previa saturacién de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofileno, a -pineno y linalol en el recubrimiento de PDMS, en funcion del tiempo de extraccion.
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Competencia del limoneno y a-pineno por el recubrimiento
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Figura 39. Desplazamiento del limoneno (previa saturacion de la fibra, durante 30 min) por ela-pineno en el

recubrimiento de PDMS/DVB, en funcidn del tiempo de extraccion.
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Figura 40. Desplazamiento del limoneno (previa saturacion de la fibra, durante 30 min) por el linalol en el

recubrimiento de PDMS/DVB, en funcién del tiempo de extraccion.



Competencia del limoneno y trans-g-cariofileno por el
recubrimiento PDMSIDVE
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Figura 41. Desplazamiento del limoneno (previa saturacién de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofileno en el recubrimiento de PDMS/DVB, en funcion del tiempo de extraccion.
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Figura 42. Desplazamiento del limoneno (previa saturacion de la fibra, durante 30 min) por el a-pinenoy

linalol en el recubrimiento de PDMS/DVB, en funcion del tiempo de extraccion.
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Figura 43. Desplazamiento del limoneno (previa saturacién de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofileno y linalol en el recubrimiento de PDMS/DVB, en funcidn del tiempo de extraccion.
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Figura 44. Desplazamiento del limoneno (previa saturacién de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofilenoy a pineno en el recubrimiento de PDMS/DVB, en funcién del tiempo de extraccion.
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Competencia del limoneno, a-pineno, linalol y trans-p-
cariofileno por el recubrimiento PDMSIDVE
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Figura 45. Desplazamiento del limoneno (previa saturacion de la fibra, durante 30 min) por el trans-b-

cariofileno, a-pineno y linalol en el recubrimiento de PDMS/DVB, en funcion del tiempo de extraccion.

Las concentraciones preparadas para el limoneno, a-pineno, linalol y trans-b-cariofileno, las cuatro

sustancias evaluadas en esta parte del trabajo, fueron 12600, 12467, 11800 y 11333 ppm, respectivamente.
Sin embargo, de cada solucién se tomd una alicuota de 50 pL, la cual se expuso a HS-SPME.

De acuerdo con las Figuras 32-38, obtenidas para PDMS-100 um, existi6 una tendencia generalizada: el
componente con maxima saturacion en el recubrimiento (en este caso el limoneno, saturado previamente
durante 30 min) al exponerse a ofra sustancia con caracteristicas y propiedades similares (isémeros -
monoterpenos) o diferentes (terpeno oxigenado y sesquiterpeno) a ella, presentd una disminucién en la
cantidad absorhida por la fibra, en funcién del tiempo de exposicidn al otro componente.

Ademas de presentarse el desplazamiento de la sustancia con méxima absorcion, el otro compuesto que
compite logré la saturacion en un corto periodo de tiempo (aproximadamente, 10 min); sin embargo, al
extenderse el tiempo de extraccién para el segundo componente, las cantidades absorbidas del primer

compuesto se minimiz6 al maximo.

Al saturar la fibra con el limoneno y exponerla a un componente individual &-pineno, linalol o trans-b-

cariofileno) la tendencia fue la misma descrita en los parrafos anteriores. S6lo que la fibra de PDMS presentd



una baja absorcion por el linalol, comparado con ela-pineno y trans-b-cariofileno. Asi mismo, al exponer la
fibra, previa saturacién con limoneno a mezclas binarias &-pineno-linalol; linalol- trans-b-cariofileno y a-
pineno-trans-b-cariofileno), el comportamiento en el desplazamiento fue el mismo. La absorcién de los
componentes fue superior para la sustancia menos polar @-pinenoy trans-b-cariofileno) en el caso de las
dos primeras mezclas binarias; pero en la mezcla binaria, a-pineno-trans-b-cariofileno, predominé la
volatilidad de la sustancia, siendo absorbido en mayor proporcion el a-pineno. Finalmente, se realizé el
mismo experimento pero esta vez, exponiendo la fibra pre-saturada a una mezcla ternaria (a ineno, linalol y
trans-b-cariofileno). El desplazamiento del limoneno siguié efectudndose hasta su minimo, como en los
casos anteriores pero el linalol encontré su absorcion maxima en 20 minutos con posterior desplazamiento.
Nuevamente, para el a-pinenoy trans-b-cariofileno, predoming la volatilidad de la sustancia en la cantidad

absorbida.

Para comprobar si realmente el fendmeno que se presenta en el recubrimiento de PDMS es de competencia o
desplazamiento, en una mezcla heterogénea donde uno de sus componentes alcanza la absorcion maxima
primero que los otros compuestos presentes, se llevd a cabo nuevamente cada uno de los experimentos
anteriores pero utilizando un recubrimiento que debido a sus caracteristicas fisicas presentara el fenémeno
de adsorcion (solido poroso). Por esta razon, se empleé el recubrimiento de PDMS/DVB. Las tendencias
encontradas en estos experimentos se presentan en las Figuras 39-45.

El comportamiento encontrado en los experimentos con el recubrimiento de PDMS/DVB fue muy similar a los
realizados con el recubrimiento de PDMS. Con lo cual se ratifica que seguida a la &sorcion maxima del
primer componente de una mezcla heterogénea, se presentara el desplazamiento de dicho compuesto por las
otras sustancias, en funcion del tiempo de extraccién.  Posiblemente, existe una relacion en el
desplazamiento con el valor de kows.s. Si los componentes de la mezcla presentan un alto valor de

Keoms+s, €stos desplazaran a aquellos con bajos valores de Keows.+s.

Algunos investigadores sobre este tema, tienen varios argumentos del por qué el fenémeno de competencia
se presenta en el tipo de recubrimiento PDMS, donde el fenémeno de extracciénconcentracion es la
absorcion.  Pawliszyn et al. [109] argumentan que @ fendmeno de competencia aparece cuando la
concentracion de un analito excede el limite superior del rango lineal del recubrimiento. Una de las formas de
reducir la posibilidad de sobrecarga de la fibra y desviaciones resultantes, especialmente cuando se analizan
compuestos con haja y alta afinidad por la fibra, es empleando tiempos cortos de muestreo.
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De acuerdo con Roberts et al. [110] efectos de competencia resultaran en desviaciones si un compuesto con
un alto Keows+s €St presente en grandes cantidades. Si los valores relativos se miden, la concentracion de
los compuestos debe estar dentro del rango lineal. La alta sensibilidad de la fibra de SPME, para la mayoria
de com puestos, conduce a un rango lineal que usualmente esta por debajo de 1 ppm. Lo que significa que
para el andlisis de productos naturales, donde los compuestos tienen diferente afinidad por la fibra y estéan

presentes en varias concentraciones, no todos los compuestos pueden estar dentro del rango lineal.

Pawliszyn et al. y Roberts et al. atribuyen d fenémeno de competencia a las grandes cantidades de un
analito, que exceden el limite superior del rango lineal de la fibra de SPME. Por otro lado, Bicchi et al. [85]
citaron que la principal desventaja que presenta SPME para el analisis de compuestos volatiles es su limitada
capacidad para albergar grandes cantidades de sustancia, cuando ésta se encuentra en altas
concentraciones en el headspace, casi atribuible probablemente al pequefio volumen del recubrimiento
polimérico de la fibra, el cual se encuentra entre 0.4y 0.6 pL.
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5. CONCLUSIONES

1. Se determinaron las mejores condiciones de extraccion para HS-SPME, empleando los dos
recubrimientos, PDMS100 um y PDMS/DVB-65 um. Debido a que con PDMS se lograron maximos de
saturacion, tanto en funcion del tiempo como de la temperatura de exposicion, éste se seleccionéd como
recubrimiento de trabajo. Para PDMS/DVB-65 um, a pesar que extrajo una mayor cantidad de componentes
no se logré un maximo de adsorcién al evaluar el efecto de la temperatura. Las reproducibilidades (CV, %)
obtenidas en las areas de la mayoria de los patrones de terpenos estuvieron dentro de las variaciones
aceptadas (max. 10%), al efectuar las mediciones con los dos recubrimientos. Los valores calculados se
encontraron en el rango de 0.002-12%; sin embargo, se presentaron algunos valores de CV's que se
desviaron de los intervalos obtenidos. Las mejores condiciones obtenidas para PDMS-100 pum fueron:
tiempo de equilibrio 30 mina 40°C.

2. La utilizacion de la cromatografia de gases como una herramienta adecuada para establecer pardmetros
fisicoquimicos, se evidenci6 al obtener los Kp del a-pineno, a -terpineno, limoneno, eucaliptol, linalol, terpinen-
4-ol, neral, geraniol, geranial y trans-b-cariofileno, por el método clasico. Los Ko se determinaron en el rango
de temperaturas entre 40 y 140°C, bajo condiciones isotérmicas para el GC. Con los valores obtenidos se
construyeron las curvas de van't Hoff, las cuales alcanzaron valores de R2 entre 0.99980 y 0.9999, logrando
la proporcionalidad adecuada entre In K'y 1/T. Con base en estas curvas se adquirieron los valores de DH®y
DS°, las cuales aportan informacion sobre la energia involucrada y el cambio en la libertad de movimiento
(pérdida de aleatoriedad) en las interacciones soluto-fase estacionaria, respectivamente. La reproducibilidad
obtenida en las determinaciones de Ko, medida con los coeficientes de variacion, se encontraron dentro de
las variaciones aceptadas por las Buenas Précticas de Laboratorio. Los CV variaron entre 0.006 -0.8%.

3. Seobtuvieron los Kae-ns, Keoms-ts, Kaepoms para cada uno de los componentes de los patrones de terpenos
y aceites esenciales de cascara de naranja y de las flores de ylang-ylang, empleando inyeccion convencional
(relacidn split 15:1), SHS y HS-SPME. Las condiciones de muestreo usados para SHS [T (40°C) y t (30
min) de extraccion, v/n del vial (20 mL), cantidad de muestra (1 mL)] fueron las mismas que se usaron para
HS-SPME, para poder comparar los datos. Los coeficientes de variacion determinados para Kuess, Keomsas,



Kae-roms, €N 10S componentes principales del aceite esencial de cascara de naranja se estimaron entre 0.2-
10, 0.3-11y 0.1-12%, respectivamente. Asi mismo los CV's obtenidos para los mismos coeficientes, pero de
los componentes mayoritarios del aceite esencial de las flores de ylang-ylang, se encontraron en el rango 0.2-
13, 1-12 y 1-12%, respectivamente. Se encontré en general, que las variaciones mas marcadas de los CV's

solo estuvieron presentes en algunos componentes.

4. Al hacer las determinaciones de Kaens, Keoms+s, Kae-rows para los componentes de los AE’s se hallaron
variaciones de estos valores entre los compuestos presentes en un mismo AE y entre los compuestos
comunes de un AE a otro. Con base en los trabajos y argumentos de varios investigadores [26, 93-96] se
postuld que la variacién de los valores obtenidos (no esperados) se originaron en la determinacion de Kaens
como consecuencia de: las posibles interacciones (sinergismo o realce, aditividad, enmascaramiento, etc.)
muy fuertes que pueden aparecer entre los componentes de una mezcla compleja (AE) en el headspace y la
baja cantidad de componentes en el headspace debido a posibles interacciones soluto-matriz (dipolo-dipolo
inducido, puente de hidrégeno, enlace hidrofobico, etc...), lo cual repercutié significativamente sobre su
volatilidad (disminucion de su presion de vapor) y en la no liberacion del componente en la fase gaseosa. La
comprension de las interacciones entre componentes de AE’s es muy complejo debido al nimero de
compuestos disponibles para participar en ellas.

5. La fluctuacién de la temperatura de muestreo ¢ 1°C) fue, probablemente, otro factor que incidié
drasticamente en los valores de Kaepoms. El control de la temperatura durante la determinacion de Keows+s
s6lo se pudo mantener £ 1°C por defecto del montaje utilizado. Este gradiente fue significativo porque varié

la masa del soluto atrapado por la fibra.

6. Se encontro y demostrd el efecto de desplazamiento (disminucion de cantidad retenida en la fibra) en el
recubrimiento de PDMS al realizar experimentos de saturacion del limoneno (previamente) en mezclas con el
a-pineno, linalol y trans-b-cariofileno. La verificacidn de este fendmeno se llevd a cabo utilizando el
recubrimiento de PDMS/DVB (el cual presenta una fase con un sélido poroso y donde el mecanismo de
extraccion-concentracion es la adsorcion). Los resultados obtenidos fueron muy similares para los dos
recubrimientos empleados y se ha arglido que las causas de este efecto para PDMS se centran en las altas
concentraciones de los compuestos, que superan el rango lineal de la fibra y la limitada capacidad de
albergue de grandes cantidades de analito, del recubrimiento de PDMS, atribuible a su pequefio volumen (0.6

pL).



6. RECOMENDACIONES

Puesto que se encontraron diferencias marcadas en los Kae+s, Keous-+s, Kaeroms calculados para las mezclas
de los aceites esenciales y considerando que las alteraciones presentes en dichos valores estan centradas,
posiblemente en la determinacion de Kae+s, Se propone la utilizacion de un nuevo método basado en la
combinacion del muestreo headspace y trampas de headspace dinamico desarrollado por Chaintreau et al.
[96]. El dispositivo (Figura 46) consta de una celda para muestreo formada por un tubo de vidrio de 5 cm x
15 cm (d); las piezas al final del fondo (e) y de la parte final del piston (f) estan hechas con sello de Teflén y
Viton. Un receptor de vidrio removible (g), que puede albergar hasta 2 mL de la solucién ha equilibrar con el

b

.y
%

BRE]

headspace, se inserta en (e).

kT

[ 9

Figura 46. Celda headspace: combinacién del muestreo S-HS y trampa D-HS [96].



Todas las piezas de vidrio de la jeringa modificada deben ser silanizadas para evitar cualquier efecto de
adsorcion sobre las paredes de vidrio. Los volatiles se equilibran entre la celda de la muestra (a) y la cAmara
headspace (b). Presionando el pistén se empuja el gas a través del tubo (h) hasta llegar al cartucho Tenax (c)
donde los volatiles son atrapados. La trampa cargada se desorbe en una unidad de desorcién térmica y se

analiza por cromatografia de gases.

Chaintreau et al. encontraron las siguientes ventajas en la utilizacién de este dispositivo: la determinacion de
los coeficientes de particidn no requiere calibracion; la cuantificacion se logra sin adicion de patron interno; el
método es exacto, de acuerdo con la estimacién de la varianza; la combinacion de S-HS con trampas permite
que componentes con baja concentracion en fase vapor sean analizados y que pequefios cambios en el perfil
del aroma, debido a constituyentes no volatiles, se puedan investigar. Ademas, reportaron que la cantidad de
uno de los componentes de la mezcla del aroma no influyd el coeficiente de particion de los otros
componentes presentes. Como consecuencia, el empleo de este método posibilita medir coeficientes de
particion individual en una mezcla de aromas [96], siendo de gran utilidad en mezclas complejas como lo son

los aceites esenciales.

Por causa de la fluctuacion presentada de + 1°C en la temperatura de muestreo para HS-SPME, la cual
influyd en la masa de soluto extraido por la fibra (reflejandose en la reproducibilidad), la precision de los datos
se puede mejorar en el futuro si se utiliza un termostato en vez de un bafio de agua estético. Con el
termostato se puede reducir la variacion de la temperatura hasta+ 0.1 °C.
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ANEXO 1

Datos obtenidos para la determinacion de las mejores
condiciones de extraccion (tiempo y temperatura) para los
dos recubrimientos de PDMS-100um y PDMS/DVB-65um



DATOS OBTENIDOS PARA LA DETERMINACION DEL TIEMPO DE EXTRACCION, DE LOS 10
TERPENOS, POR EL RECUBRIMIENTO DE PDM S-100pm

Tabla 1A. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 5 minutos de exposicion a la
fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .
min Compuesto Medicion1  Medicién 2 Promedio S v
11.11 a-Pineno 6433 5976 6000 323 5
13.94 a-Terpineno 3428 2919 3200 360 11
14.37  Limoneno 4907 4637 4800 191 4
14.44  Eucaliptol 1088 858 1000 163 17
16.57 Linalol 89 97 90 6 6
18.98  Terpinen-4-ol 104 113 110 7 6
20.78 Neral 8 10 10 1 11
20.90 Geraniol 50 20 40 21 61
21.11  Geranial 1 13 10 1 9
25.66 trans-b-Cariofileno 822 725 780 69 9

Tabla 1B. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 10 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .
min Compuesto Vedicon T VEdician? Promedio S CV,%
11.12 a-Pineno 6743 6394 6600 247 4
13.95 a-Terpineno 3727 3506 3600 157 4
14.39  Limoneno 5848 5710 5780 97 2
14.46  Eucaliptol 1378 1336 1360 30 2
16.58 Linalol 273 278 280 3 1
18.98  Terpinen-4-ol 330 337 330 5 2
20.78 Neral 25 30 30 4 14
20.90 Geraniol 9 8 8.5 0.7 6
2111 Geranial 64 48 60 12 21
25.67 trans-b-Cariofileno 2119 2243 2180 88 4

Tabla 1C. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 um, durante 20 minutos de exposicién a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .
min Compuesto MedicionT  Wedicignz ~ Lromedio s Cv.%
11.12 a-Pineno 6954 6864 6910 64 0.9
13.95 a-Terpineno 4053 4019 4040 24 0.6
14.39 Limoneno 6521 6905 6700 271 4
14.45 Eucaliptol 1328 1519 1400 135 10
16.58 Linalol 295 388 340 65 19
18.99 Terpinen-4-ol 381 488 440 76 18
20.78 Neral 28 45 40 11 31
20.90 Geraniol 12 14 10 1 11
21.11 Geranial 16 93 80 13 15
25.69 trans-b-Cariofileno 3179 3483 3300 215 6
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Tabla 1D. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS100 pm, durante 30 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas . ;
min Compuesto Medicion1  Medicion 2 Promedio S CVi%
11.12 a-Pineno 7540 7008 7300 376 5
13.96 a-Terpineno 4905 3942 4400 681 15
14.40 Limoneno 7509 6798 7200 503 7
14.46  Eucaliptol 1810 1449 1600 255 16
16.59 Linalol 517 301 400 153 37
19.00 Terpinen-4-ol 635 386 500 176 34
20.78 Neral 44 36 40 6 16
20.90 Geraniol 49 23 40 19 52
21.12  Geranial 9% 93 100 2 2
25.71 trans-b-Cariofileno 4359 3770 4100 416 10

Tabla 1E. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 40 minutos de exposicién a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .
min Compuesto Medicion T Medicionz ~ | romedio s v
11.12 a-Pineno 7358 7030 7200 231 3
13.96 a-Terpineno 4766 4217 4500 388 9
14.40  Limoneno 74145 6897 7200 365 5
14.46  Eucaliptol 1686 1457 1600 162 10
16.58 Linalol 433 398 420 25 6
18.99  Terpinen-4-ol 516 512 510 3 0.6
20.78 Neral 31 39 40 5 15
20.90 Geraniol 15 15 15.0 04 2
2111 Geranial 143 136 140 5 4
25.69 trans-b-Cariofileno 3034 4703 4000 1180 30

Tabla 1F. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 60 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .

min Compuesto Medicion T Medicionz ~ | romedio s v
11.11 a-Pineno 7748 7118 7400 446 6
13.95 a-Terpineno 4806 4312 4600 349 8
14.39 Limoneno 7452 7122 7300 233 3
14.45  Eucaliptol 1453 1605 1500 108 7
16.58 Linalol 478 485 480 5 1
18.99  Terpinen-4-ol 613 619 620 4 0.6
20.78 Neral 41 49 50 6 12
20.89  Geraniol 22 20 20 1 6
2111 Geranial 128 160 140 23 16
25.71 trans-b-Cariofileno 4100 5734 5000 1155 23
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Tabla 1G. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 90 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas

i 0
min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk
11.11 a-Pineno 7433 7269 7400 116 2
13.95 a-Terpineno 4659 3639 4200 722 17
14.39  Limoneno 7290 7152 7220 97 1
14.45  Eucaliptol 1564 1313 1400 178 12
16.58 Linalol 491 493 490 2 0.3
18.99  Terpinen-4-ol 626 650 640 17 3
20.78 Neral 43 59 50 11 22
20.90 Geraniol 21 34 30 9 32
21.12  Geranial 252 205 230 33 14
25.72  trans-b-Cariofileno 5572 6913 6200 948 15

Tabla 2A. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pm, durante 5 minutos de exposicién a la
fase vapord e los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas .
min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S v
11.11 a-Pineno 6062 5850 6000 150 2
13.94 a-Terpineno 3267 3360 3300 66 2
14.37  Limoneno 6553 7158 6900 428 6
14.44  Eucaliptol 2089 2603 2300 363 16
16.57 Linalol 1750 1878 1800 90 5
18.98  Terpinen-4-ol 1982 2116 2100 95 5
20.78 Neral 141 165 150 17 11
20.90 Geraniol 164 191 180 19 11
21.11  Geranial 336 336 336.25 0.01 0.002
25.66 trans-b-Cariofileno 4600 5439 5000 593 12

Tabla 2B. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 um, durante 10 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

i 0,
min Compuesto Medicion1  Medicignz  romedio s cv%
11.12 a-Pineno 6356 5995 6200 255 4
13.95 a-Terpineno 3576 3320 3500 181 5
14.39  Limoneno 7388 6984 7200 286 4
14.46  Eucaliptol 2344 2379 2400 25 1
16.58 Linalol 2575 2013 2300 397 17
18.98  Terpinen-4-ol 2970 2402 2700 402 15
20.78 Neral 232 204 220 20 9
20.90 Geraniol 2608 223 240 26 10
2111 Geranial 599 512 560 62 11
25.67 trans-b-Cariofileno 7745 7681 7700 45 0.6
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Tabla 2C. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS100 pm, durante 20 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

i 0,
min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk

11.12 a-Pineno 7824 6832 7300 701 10
13.95 a-Terpineno 4653 3368 4000 909 23
14.39 Limoneno 9927 7627 9000 1627 18
14.45  Eucaliptol 2910 2672 2800 168 6
16.58 Linalol 2090 1926 2000 116 6
18.99  Terpinen-4-ol 2530 2228 2400 213 9
20.78 Neral 205 198 200 5 2
20.90 Geraniol 275 294 280 14 5
21.11  Geranial 587 368 500 154 32
25.69 trans-b-Cariofileno 10100 9878 10000 157 2

Tabla 2D. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 30 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S v
11.12 a-Pineno 6944 8017 7500 759 10
13.96 a-Terpineno 4534 4155 4300 268 6
14.40 Limoneno 10147 10171 10160 17 0.2
14.46  Eucaliptol 3335 3291 3300 31 0.9
16.59 Linalol 2676 2590 2600 60 2
19.00 Terpinen-4-ol 3194 3035 3100 112 4
20.78 Neral 273 282 280 6 2
20.90 Geraniol 382 406 400 17 4
21.12  Geranial 807 567 700 170 25
25.71 trans-b-Cariofileno 12914 13020 12970 76 0.6

Tabla 2E. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 um, durante 40 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

i 0,
min Compuesto Medicion1  Medicignz  romedio s cv%

11.12 a-Pineno 7845 7748 7800 69 0.9
13.96 a-Terpineno 4811 4743 4780 48 1
14.40 Limoneno 10482 10638 10600 110 1
14.46  Eucaliptol 3244 3945 3600 496 14
16.58 Linalol 2732 3096 3000 257 9
18.99  Terpinen-4-ol 3220 3436 3400 153 5
20.78 Neral 280 298 290 13 4
20.90 Geraniol 342 396 370 38 10
2111 Geranial 848 755 800 66 8
25.69 trans-b-Cariofileno 13001 11471 1200 1082 9
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Tabla 2F. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 um, durante 60 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

i 0
min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk

11.11 a-Pineno 8709 8732 8720 16 0.2
13.95 a-Terpineno 4236 4400 4300 116 3
14.39  Limoneno 12929 13367 13200 310 2
14.45  Eucaliptol 3320 3619 3500 211 6
16.58 Linalol 3234 2102 2700 800 30
18.99  Terpinen-4-ol 1541 2360 2000 579 30
20.78 Neral 158 224 200 47 24
20.89  Geraniol 354 371 400 12 3
21.11  Geranial 250 299 300 34 12
25.70 trans-b-Cariofileno 15701 14157 15000 1092 7

Tabla 2G. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pm, durante 90 minutos de exposicién a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas .
min Compuesto Medicion T Medicionz ~ | romedio s v
11.11 a-Pineno 8523 8746 9000 157 2
13.95 a-Terpineno 6631 7128 7000 352 5
14.39  Limoneno 15845 11287 14000 3223 24
14.45 Eucaliptol 4312 5463 5000 814 17
16.58 Linalol 1904 1552 2000 2495 14
18.99  Terpinen-4-ol 2102 1818 2000 201 10
20.78 Neral 199 166 200 24 13
20.90 Geraniol 411 420 420 6 2
21.12  Geranial 320 197 260 87 34
25.72  trans-b-Cariofileno 15607 16028 16000 298 2

Tabla 3A. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 um, durante 5 minutos de exposicién a la
fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas : 0
min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S CV.%

11.11 a-Pineno 6547 6318 6400 162 2
13.94 a-Terpineno 3319 3749 3500 304 9
14.37 Limoneno 8739 7914 8300 583 7
14.44  Eucaliptol 3374 3010 3200 258 8
16.57 Linalol 3288 2889 3100 282 9
18.98  Terpinen-4-ol 3697 3203 3500 350 10
20.78 Neral 278 293 290 11 4
20.90 Geraniol 289 306 300 12 4
21.11 Geranial 698 695 700 3 0.4
25.66 trans-b-Cariofileno 9157 9684 9400 373 4
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Tabla 3B. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS100 pm, durante 10 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas

i 0
min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk

11.12 a-Pineno 7602 7311 7500 206 3
13.95 a-Terpineno 3800 3607 3700 136 4
14.39  Limoneno 11193 11283 11240 63 0.6
14.46  Eucaliptol 3779 4039 4000 184 5
16.58 Linalol 4263 4054 4200 148 4
18.99  Terpinen-4-ol 4704 4576 4600 90 2
20.78 Neral 405 388 400 12 3
20.90 Geraniol 422 403 410 14 3
21.11  Geranial 951 1002 1000 36 4
25.67  trans-b-Cariofileno 12269 13531 13000 892 7

Tabla 3C. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 20 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas .
min Compuesto Medicion T Medicionz ~ | romedio s v
11.12 a-Pineno 8639 8691 8670 36 0.4
13.95 a-Terpineno 4125 4769 4500 456 10
14.39  Limoneno 15161 19921 18000 3366 19
14.45 Eucaliptol 3954 4012 4000 41 1
16.58 Linalol 2178 1932 2100 175 8
18.99  Terpinen-4-ol 2295 2192 2250 73 3
20.78 Neral 192 296 240 74 30
20.90 Geraniol 248 277 300 20 8
21.11  Geranial 290 292 290 1 0.4
25.69 trans-b-Cariofileno 16783 12851 15000 2780 19

Tabla 3D. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 30 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas . 0
min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S CV.%

11.12 a-Pineno 7518 7892 7800 264 3
13.96 a-Terpineno 4467 4756 5000 205 4
14.40 Limoneno 14114 16683 16000 1817 12
14.46  Eucaliptol 3244 3821 3600 408 12
16.59 Linalol 1023 1639 1300 436 33
19.00 Terpinen-4-ol 1147 1851 1500 498 33
20.78 Neral 126 276 200 107 53
20.90 Geraniol 186 237 210 36 17
21.12  Geranial 115 235 180 85 48
25.71 trans-b-Cariofileno 12522 15511 14000 2113 15
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Tabla 3E. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 um, durante 40 minutos de exposicion a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas

i 0
min Compuesto Medicion1  Medicion 2 Promedio S vk

11.12 a-Pineno 9139 9884 10000 527 6
13.96 a-Terpineno 9293 8016 9000 903 10
14.40  Limoneno 37327 39581 40000 1593 4
14.46  Eucaliptol 6091 9043 8000 2088 28
16.58 Linalol 5843 12090 9000 4418 49
18.99  Terpinen-4-ol 5399 12754 9000 5201 57
20.78 Neral 504 263 400 170 44
20.90 Geraniol 302 262 300 29 10
21.11  Geranial 762 248 500 364 72
25.69 trans-b-Cariofileno 8870 13465 11000 3249 29

Tabla 3F. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS-100 pum, durante 60 minutos de exposicién a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas .
min Compuesto Medicion T Medicionz ~ | romedio s v
11.11 a-Pineno 9158 8379 9000 551 6
13.95 a-Terpineno 5740 6579 6200 593 10
14.39  Limoneno 19039 32147 26000 9268 36
14.45  Eucaliptol 10312 7497 9000 1991 22
16.58 Linalol 36495 10662 23000 18267 78
18.99  Terpinen-4-ol 34928 11153 23000 16811 73
20.78 Neral 4210 1420 3000 1973 70
20.89  Geraniol 7991 2455 5200 3914 75
21.11  Geranial 6217 2228 4200 2821 67
25.70 trans-b-Cariofileno 40072 22583 31000 12366 40

Tabla 3G. Eficiencia de extraccidn del recubrimiento de PDMS-100 pm, durante 90 minutos de exposicién a
la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas

min Compuesto Vedicon T Vedicon? Promedio S CV,%
11.11  a-Pineno 10241 11242 11000 708 7
13.95 a-Terpineno 8791 9462 9100 475 5
14.39  Limoneno 47457 52604 50000 3639 7
14.45  Eucaliptol 9872 8490 9200 977 11
16.58 Linalol 11699 11384 11600 223 2
18.99  Terpinen-4-ol 12651 11368 12000 907 8
20.78  Neral 1604 1261 1400 242 17
20.90  Geraniol 9612 23538 20000 9847 59
21.11  Geranial 3083 1960 2500 794 32
25.72  trans-b-Cariofileno 21532 24496 23000 2096 9
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Tabla 4. Seleccion de la temperatura maxima de absorcion de los 10 terpenoides, durante 30 minutos de
exposicion de la fibra de PDMS-100 pum al headspace (los datos tabulados son el promedio de dos réplicas).

tr, Min Compuesto Temperaturas de muestreo, °C
22 40 60
11.12  a-Pineno 7300 7500 7800
13.96 a-Terpineno 4400 4300 5000
14.40  Limoneno 7200 10160 16000
14.46  Eucaliptol 1600 3300 3600
16.58  Linalol 400 2600 1300
18.99  Terpinen-4-ol 500 3100 1500
20.78  Neral 40 280 200
2090  Geraniol 40 400 210
2111  Geranial 100 700 180
25.69 trans-b-Cariofileno 4100 12970 14000
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DATOS OBTENIDOS PARA LA DETERMINACION DEL TIEMPO DE EXTRACCION, DE LOS 10

TERPENOS, POR EL RECUBRIMIENTO DE PDMS/DVB-65um

Tabla 5A. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pum, durante 5 minutos de exposicion

ala fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas

min Compuesto Medicion1  Medicién 2 Promedio S v
10.92 a-Pineno 4394 4439 1400 11 0.8
13.74 a-Terpineno 1382 1398 4830 6 0.1
14.20  Limoneno 4824 4833 1340 41 3
14.26  Eucaliptol 1311 1368 60 10 17
16.42 Linalol 64 50 70 11 16
18.82  Terpinen-4-ol 74 59 9 1 8
20.61 Neral 10 9 40 6 17
20.74  Geraniol 41 33 10 3 31
20.95 Geranial 12 7 610 18 3
25.50 trans-b-Cariofileno 627 602 1400 11 0.8

Tabla 5B. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

10 minutos de

tr, Areas

min Compuesto Vedicon T VEdician? Promedio S CV,%
10.92 a-Pineno 4526 4605 4570 56 1
13.74 a-Terpineno 1540 1405 1500 96 6
14.20 Limoneno 5574 5065 5500 360 7
14.26  Eucaliptol 1004 1050 1030 33 3
16.42 Linalol 126 124 130 2 1
18.82  Terpinen-4-ol 150 148 150 2 1
20.61 Neral 21 22 20 1 4
20.74  Geraniol 87 83 90 3 3
20.95 Geranial 17 18 17.6 0.3. 1
25.50 trans-b-Cariofileno 1291 1182 1240 77 6
Tabla 5C. Eficiencia de extraccidon del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 20 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .

min Compuesto MedicionT  Wedicignz ~ Lromedio s Cv.%
10.92 a-Pineno 4625 4576 4600 35 0.8
13.74 a-Terpineno 1516 1500 1510 11 0.7
14.20 Limoneno 5605 5595 5600 7 0.1
14.26  Eucaliptol 1246 1196 1200 35 3
16.42 Linalol 232 280 260 34 13
18.82  Terpinen-4-ol 284 335 310 36 12
20.61 Neral 44 51 50 5 10
20.74  Geraniol 176 185 180 6 4
20.95 Geranial 55 41 50 10 21
25.50 trans-b-Cariofileno 2117 2362 2300 173 8
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Tabla 5D. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 30 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas . ;
min Compuesto Medicion1  Medicion 2 Promedio S CVi%

10.92 a-Pineno 4589 4574 4600 11 0.2
13.74 a-Terpineno 1532 1548 1500 11 0.7
14.20 Limoneno 5361 5476 5400 81 2
14.26  Eucaliptol 1148 1236 1200 62 5
16.42 Linalol 369 351 360 13 4
18.82  Terpinen-4-ol 451 416 430 24 6
20.61 Neral 65 63 60 2 3
20.74  Geranid 159 190 180 22 12
20.95 Geranial 85 60 70 17 24
25.50 trans-b-Cariofileno 2985 2716 3000 190 7

Tabla 5E. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 40 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .

min Compuesto Medicion T Medicionz ~ | romedio s v
10.92 a-Pineno 4597 4587 4600 7 0.2
13.74 a-Terpineno 1642 1664 1700 15 0.9
14.20 Limoneno 5585 5769 6000 130 2
14.26  Eucaliptol 1165 1258 1200 66 5
16.42 Linalol 368 359 360 6 2
18.82  Terpinen-4-ol 459 442 450 12 3
20.61 Neral 62 67 70 4 6
20.74  Geraniol 295 274 290 15 6
20.95 Geranial 89 92 90 2 2
25.50 trans-b-Cariofileno 3014 3093 3100 56 2
Tabla 5F. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 60 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas .

min Compuesto Medicion T Medicionz ~ | romedio s v
10.92 a-Pineno 4604 4593 4600 8 0.2
13.74 a-Terpineno 1634 1628 1630 4 0.3
14.20 Limoneno 5590 5647 5600 40 0.7
14.26  Eucaliptol 1193 1269 1200 54 4
16.42 Linalol 458 484 500 18 4
18.82 Terpinen-4-ol 581 586 580 4 0.7
20.61 Neral 88 95 90 5 5
20.74  Geraniol 295 297 300 1 04
20.95 Geranial 74 93 80 14 17
25,50 trans-b-Cariofileno 3363 3811 3600 317 9
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Tabla 5G. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 90 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a temperatura ambiente (22°C).

tr, Areas

i 0
min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk

10.92 a-Pineno 4608 4615 4610 5 0.1
13.74 a-Terpineno 1478 1468 1480 8 05
14.20  Limoneno 5626 5786 5800 113 2
14.26  Eucaliptol 1248 1194 1200 38 3
16.42 Linalol 471 456 470 10 2
18.82  Terpinen-4-ol 594 558 580 25 4
20.61 Neral 89 83 90 4 5
20.74  Geraniol 318 363 340 32 10
20.95 Geranial 136 156 150 14 10
25.50  trans-b-Cariofileno 4298 4257 4280 29 0.7

Tabla 6A. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 5 minutos de exposicion
ala fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S v
11.11 a-Pineno 4596 3954 4300 454 11
13.94 a-Terpineno 1327 1112 1200 152 12
14.37 Limoneno 5463 4991 5200 334 6
14.44  Eucaliptol 1974 1652 1900 228 13
16.57 Linalol 1918 2150 2100 164 8
18.98  Terpinen-4-ol 2113 2383 2300 191 8
20.78 Neral 252 284 270 22 8
20.90 Geraniol 550 523 540 19 4
2111 Geranial 349 401 380 37 10
25.66 trans-b-Cariofileno 4740 4344 4800 73 1

Tabla 6B. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 10 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

i 0,
min Compuesto Medicion1  Medicignz  romedio s cv%

11.12 a-Pineno 7291 5597 7000 1198 19
13.95 a-Terpineno 1634 1142 1400 348 25
14.39  Limoneno 7246 5242 6500 1417 23
14.46  Eucaliptol 2504 2019 2300 343 15
16.58 Linalol 2909 3185 3100 196 6
18.98  Terpinen-4-ol 3243 3554 3400 220 6
20.78 Neral 508 510 510 1 0.2
20.90 Geraniol 677 678 680 1 0.2
2111 Geranial 677 647 700 21 3
25.67 trans-b-Cariofileno 7484 7226 7400 182 2

11C



Tabla 6C. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 20 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

i 0
min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk

11.12 a-Pineno 5012 4186 5000 584 13
13.95 a-Terpineno 1624 1344 1500 198 13
14.39  Limoneno 7551 6533 7000 720 10
14.45  Eucaliptol 2691 2385 3000 216 9
16.58 Linalol 4366 4686 5000 226 5
18.99  Terpinen-4-ol 4698 5167 5000 332 7
20.78 Neral 729 664 700 46 7
20.90 Geraniol 895 835 900 42 5
21.11 Geranial 1360 1095 1200 188 15
25.69 trans-b-Cariofileno 10705 10329 11000 266 2

Tabla 6D. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 30 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S v
11.12 a-Pineno 5578 5584 5580 5 0.1
13.96 a-Terpineno 1907 1702 2000 146 8
14.40 Limoneno 8646 8612 8630 24 0.3
14.46  Eucaliptol 3067 3269 3200 143 4
16.59 Linalol 4488 5418 5000 658 13
19.00 Terpinen-4-ol 4870 5902 5400 730 14
20.78 Neral 946 916 930 21 2
20.90 Geraniol 888 887 890 1 0.1
2112 Geranial 1557 1422 1500 95 6
25.71 trans-b-Cariofileno 13798 12992 14000 570 4

Tabla 6E. Eficiencia de extraccién del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 40 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas

i 0,
min Compuesto Medicion1  Medicignz  romedio s cv%
112 a-Pieno 5667 5637 5700 71 03
1396  a-Terpineno 2053 2178 2100 88 4
1440 Limoneno 9510 8864 9200 457 5
1446 Eucaliptol 3614 3843 4000 162 4
1658  Linalol 6247 6806 7000 395 6
1899 Terpinen-4-ol 6685 7158 7000 334 5
2078 Neral %01 946 920 31 3
2090  Geraniol 1073 1005 1040 48 5
2111 Geranial 1716 1778 1800 43 2
25.69 trans-b-Cariofileno 13327 13056 13200 192 2

111



Tabla 6F. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 60 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas . 0
min Compuesto Medicion1  Medicion 2 Promedio S vk
11.11 a-Pineno 6632 6636 6630 3 0.05
13.95 a-Terpineno 2660 2643 2700 12 05
14.39  Limoneno 15145 17073 16000 1363 8
14.45  Eucaliptol 4967 5860 5400 632 12
16.58 Linalol 9144 8329 9000 577 7
18.99  Terpinen-4-ol 9623 8871 9200 531 6
20.78 Neral 1611 1567 1600 31 2
20.89  Geraniol 970 994 1000 17 2
21.11  Geranial 2874 2493 2700 269 10
25.70 trans-b-Cariofileno 17620 18418 18000 564 3

Tabla 6G. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 90 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 40°C.

tr, Areas ;
min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S v
11.11 a-Pineno 6561 6876 7000 223 3
13.95 a-Terpineno 2695 2641 2700 38 1
14.39  Limoneno 16506 16593 16600 62 0.4
14.45  Eucaliptol 5123 5153 5140 21 04
16.58 Linalol 7965 7233 7600 518 7
18.99  Terpinen-4-ol 8496 7581 8100 647 8
20.78 Neral 1650 1362 1500 204 14
20.90 Geraniol 924 945 940 15 2
21.12  Geranial 2799 2290 2600 360 14
25.72  trans-b-Cariofileno 17714 16269 17000 1021 6

Tabla 7A. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 5 minutos de exposicion
a lafase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas . 0
min Compuesto Medicion T WMedicienz | omedio s Cv.%

11.11 a-Pineno 4769 4689 4700 56 1
13.94 a-Terpineno 1527 1659 1600 93 6
14.37  Limoneno 8715 10777 10000 1458 15
14.44  Eucaliptol 3607 3105 3400 355 11
16.57 Linalol 3131 3166 3150 25 0.8
18.98  Terpinen-4-ol 3537 3268 3400 191 6
20.78 Neral 743 646 700 68 10
20.90 Geraniol 471 418 450 38 8
2111 Geranial 845 762 800 58 7
25.66 trans-b-Cariofileno 6958 6266 7000 489 7
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Tabla 7B.

Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 10 minutos de

exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr,

Areas

i 0

min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk
11.12 a-Pineno 5057 5275 5200 154 3
13.95 a-Terpineno 1895 1843 1900 37 2
14.39  Limoneno 12037 11879 11958 112 0.9
14.46  Eucaliptol 4408 4583 4500 123 3
16.58 Linalol 8093 6754 7400 947 13
18.98  Terpinen-4-ol 8600 7068 8000 1084 14
20.78 Neral 1390 1305 1400 60 4
20.90 Geraniol 672 602 640 50 8
21.11  Geranial 2168 1621 1900 387 20
25.67 trans-b-Cariofileno 12781 11449 12100 942 8
Tabla 7C. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 20 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas ;

min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S v
11.12 a-Pineno 5749 5509 6000 170 3
13.95 a-Terpineno 2082 2115 2100 24 1
14.39  Limoneno 14302 15539 15000 875 6
14.45  Eucaliptol 5231 5300 5300 49 0.9
16.58 Linalol 7213 7025 7100 133 2
18.99  Terpinen-4-ol 7533 7370 7500 115 2
20.78 Neral 1502 1474 1500 20 1
20.90 Geraniol 580 626 600 33 6
2111  Geranial 1120 1170 1200 35 3
25.69 trans-b-Cariofileno 14862 16126 15500 893 6
Tabla 7D. Eficiencia de extraccidn del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 30 minutos de

exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas . 0
min Compuesto Medicion1  Medicignz  romedio s cv%

11.12 a-Pineno 5801 4973 5400 586 11
13.96 a-Terpineno 2003 2106 2100 73 4
14.40 Limoneno 13977 19285 17000 3753 23
14.46  Eucaliptol 8101 6563 10000 1087 15
16.59 Linalol 5995 7149 6600 817 12
19.00 Terpinen-4-ol 6369 7413 7000 738 11
20.78 Neral 1407 1680 2000 193 12
20.90 Geraniol 619 547 600 51 9
21.12 Geranial 1004 982 1000 15 2
25.71 trans-b-Cariofileno 14832 15171 15000 240 2
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Tabla 7E. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 pm, durante 40 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas

i 0
min Compuesto Medicion1 ~ Medicién 2 Promedio S vk

11.12 a-Pineno 6586 6246 6500 241 4
13.96 a-Terpineno 2431 2316 2400 81 3
14.40  Limoneno 19658 21220 21000 1105 5
14.46  Eucaliptol 9419 7950 10000 1039 12
16.58 Linalol 8746 10640 10000 1340 14
18.99  Terpinen-4-ol 9058 10950 10000 1338 13
20.78 Neral 1749 2366 2100 436 21
20.90 Geraniol 663 691 680 20 3
21.11 Geranial 6256 3491 5000 1955 40
25.69 trans-b-Cariofileno 16072 17685 17000 1141 7

Tabla 7F. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 60 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas

min Compuesto Medicibn 1~ Medicién 2 Promedio S v
11.12 a-Pineno 7593 7435 7500 112 2
13.95 a-Terpineno 3004 2391 3000 434 16
14.39  Limoneno 45958 33544 40000 8778 22
14.45  Eucaliptol 9070 9056 9100 10 0.1
16.58 Linalol 36293 31648 34000 3285 10
18.99  Terpinen-4-ol 36118 33003 35000 2203 6
20.78 Neral 8405 8627 9000 157 2
20.89  Geraniol 10753 22690 20000 8441 50
21.11  Geranial 11592 14192 13000 1838 14
25.70 trans-b-Cariofileno 37388 44002 41000 4677 12

Tabla 7G. Eficiencia de extraccion del recubrimiento de PDMS/DVB-65 um, durante 90 minutos de
exposicion a la fase vapor de los 10 terpenoides, a 60°C.

tr, Areas . 0
min Compuesto Medicion1  Medicignz  romedio s cv%

11.11 a-Pineno 8887 7351 9000 1086 13
13.95 a-Terpineno 4659 2875 4000 1261 34
14.39  Limoneno 64703 43290 60000 15141 28
14.45 Eucaliptol 10995 9769 11000 867 8
16.58 Linalol 31857 48125 40000 11503 29
18.99  Terpinen-4-ol 29127 49216 40000 14205 36
20.78 Neral 6112 11723 10000 3968 44
20.90 Geraniol 843 239 600 427 79
21.12 Geranial 7317 17650 13000 7307 58
25.72 trans-b-Cariofileno 26840 49930 40000 16327 42
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Tabla 8. Determinacion de la temperatura de saturacion maxima de los 10 terpenoides, durante 30 minutos
de exposicion de la fiora de PDMS/DVB 65 um al headspace (los datos tabulados son el promedio de dos
replicas).

tr, Min Compuesto Temperaturas de muestreo, °C
22 40 60
11.12  a-Pineno 4600 5580 5400
13.96  a-Terpineno 1500 2000 2100
14.40  Limoneno 5400 8630 17000
14.46  Eucaliptol 1200 3200 10000
16.58  Linalol 360 5000 6600
18.99  Terpinen-4-ol 430 5400 7000
20.78  Neral 60 930 2000
2090  Geraniol 180 890 600
2111  Geranial 70 1500 1000
25.69 trans-b-Cariofileno 3000 14000 15000
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ANEXO 2

Datos obtenidos para tw, tr, Ky Kp de los 10 patrones de
terpenoides, por el método convencional de GC
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TABLA A. Tiempos del soluto no retenido (tw) determinado para el rango de temperaturas de 50-140°C.

tw, min.

o 1 0
Temperatura, °C Medicion 1 | Medicién2 | Medicion 3 Promedio S V. %
50 2.660 2.661 2.660 2.660 0.001 0.02
60 2.587 2.579 2.577 2.581 0.005 0.2
70 2.524 2.516 2517 2.519 0.004 0.2
80 2.458 2.450 2451 2.453 0.004 0.2
90 2.385 2.415 2.386 2.40 0.02 0.7
100 2.326 2.326 2.325 2.326 0.001 0.02
110 2.279 2.284 2.279 2.281 0.003 0.1
120 2.251 2.229 2.237 2.24 0.01 0.50
130 2.194 2.194 2.190 2.193 0.002 0.1
140 2.155 2.153 2.154 2.154 0.001 0.05

TABLA 1A. Tiempos de retencién obtenidos para el a pineno, en el rango de temperaturas de 50-90°C

o tr min. . 0
Temperatura, °C Medicion 1 | Medicién 2 | Medicion 3 Promedio S CV.%
50 16.046 16.046 16.059 16.050 0.008 0.05
60 10.946 10.949 10.947 10.947 0.002 0.01
70 7.929 7.926 7.924 7.926 0.003 0.03
80 6.058 6.054 6.054 6.055 0.002 0.04
90 4.861 4.86 4.86 4.860 0.001 0.01

TABLA 1B. Factor de capacidad (k") obtenidos para ela-pineno, en el rango de temperaturas de 5090°C

7

Temperatura, °C -y g T T Medicion 2 | Medicign3 | omedio s V%
50 5,032 5,032 5,035 5,033 0002 003
50 3208 3005 3732 3242 0009 03
70 2150 2 141 2150 2147 0.005 03
80 1.472 1.463 1471 1.469 0.005 0.3
30 037 1038 1075 1033 0007 07

TABLA 1C. Constante de distribucién (K) obtenidas para el a-pineno, en el rango de temperaturas de 50-

90°C
o K .
Temperatura, °C -y qregn T T Medicion 2 | Medicien3 | omedio s CV%
50 6103 | 16103 | 16112 T610.6 05 003
50 10392 | 10385 | 10341 1040 3 03
70 588.1 5853 588.1 590 2 02
50 7709 7682 2707 70 2 03
%0 19 721 81 70 2 07
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TABLA 2A. Tiempos de retencion obtenidos para el a -terpineno, en el rango de temperaturas de 50-90°C

tr, Min.

o 1 0
Temperatura, °C Medicién 1 | Medicién 2 | Medicién 3 Promedio S cv.%
50 29.803 29.786 29.807 29.80 0.01 0.04
60 18.825 18.832 18.814 18.82 0.01 0.05
70 12.61 12.61 12.61 12.610 0.000 0.0
80 8.942 8.943 8.944 8.943 0.001 0.01
90 6.69 6.69 6.69 6.690 0.000 0.0

TABLA 2B. Factor de capacidad (k) obtenidos para ela-terpine

no, en el rango de temperaturas de 50-90°C

7

o 1 0,
Temperata, °C e ren 1] Medicion2 | Mediciona | | omedie s Cu%
50 10.204 10.198 10.201 10.201 0.003 0.03
60 6.305 6.302 6.273 6.29 0.02 0.3
70 4,010 3.996 4,012 4.006 0.009 0.2
80 2.648 2.638 2.651 2.646 0.007 0.247
90 1.804 1.805 1.792 1.800 0.007 0.4
TABLA 2C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el a -terpineno, en el rango de temperaturas de 50-
90°C
o K : )
Temperatura, °C Medicién 1 | Medicién 2 | Medicion 3 Promedio S V. %
50 3265.32 3263.28 3264.46 3260 1 0.03
60 2017.6 2016.7 2007.2 2010 6 0.3
70 1283.2 1278.7 1283.8 1280 3 0.2
80 8475 844.3 848.2 850 2 0.2
90 577.2 577.6 573.6 580 2 0.4

TABLA 3A. Tiempos de retencion obtenidos para el limoneno, en el rango de temperaturas de 50-90°C

tr, Min.

o H 0
Temperatura, °C - g T T Wedicion 2 | Wedicien3 | romedio S CV,%
50 32721 32725 | 32716 32721 0005 001
50 20481 20481 | 20.485 20482 0002 001
70 13.603 13597 | 13.601 13.600 0003 0.02
80 955 9.551 9553 9551 0002 002
30 7071 7.073 7074 7073 0002 002

TABLA 3B. Factor de capacidad (k') obtenidos para el limoneno, en el rango de temperaturas de 50-90°C

o k 1
Temperatura, °C Medicion 1 | Medicion2 | Medicion 3 Promedio S CV.%
50 11.301 11.303 11.295 11.299 0.004 0.04
60 6.948 6.941 6.918 6.94 0.02 0.2
70 4.404 4.389 4.404 4.399 0.009 0.2
80 2.896 2.886 2.899 2.894 0.007 0.2
90 1.964 1.966 1.953 1.961 0.007 0.3
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TABLA 3C. Constante de distribucién (K) obtenidas para el limoneno, en el rango de temperaturas de 50-

90°C
o K )

Temperatura, °C Medicion 1 | Medicion2 | Medicion 3 Promedio S CV.%
50 3616.36 3616.84 3614.28 3620 1 0.04
60 2223.2 22213 2213.9 2220 5 0.2
70 1409.4 1404.6 1409.3 1410 3 0.2
80 926.8 923.4 927.7 930 2 0.2
90 628.3 629.0 625.1 630 2 0.3

TABLA 4A. Tiempos de retencion obtenidos para el eucaliptol, en el rango de temperaturas de 50-90°C

[} tR, min. . 0
Temperatura, °C et T T Wedicion 2 | Wedicion3| | omed s vk
50 33001 | 32993 | 33.008 33,000 001 0.03
50 2072 | 20717 | 20721 20.719 0002 001
70 3788 | 13.7% | 1379 3.792 0004 003
80 9.700 9.702 9,702 9.702 0000 00
%0 719 7192 7193 7192 0001 001

TABLA 4B. Factor de capacidad (k") obtenidos para el eucaliptol

, en el rango de temperaturas de 50-90°C

o kK -

Temperatura, °C - -pr g T [ Medicion 2 | Medicien3 | omedio s V%
50 11.410 11.403 11.404 11.406 0.004 0.03
60 7.040 7.033 7.010 7.03 0.02 0.2
70 4.478 4.463 4.483 4.48 0.01 0.2
80 2.958 2.947 2.960 2.955 0.007 0.2
90 2.014 2.016 2.003 2.011 0.007 0.3
TABLA 4C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el eucaliptol, en el rango de temperaturas de 50-
90°C

0 K .

Temperatura, °C - e icien 1 | Medicion 2 | Medicign3 | | romedio s vk
50 3651.2 3649.1 3649.4 3650 1 0.03
60 2252.9 2250.5 2243.1 2250 5 0.2
70 1432.9 1428.1 14345 1430 3 0.2
80 946.7 943.1 947.2 950 2 0.2
90 644.6 645.0 641.1 640 2 0.3
TABLA 5A. Tiempos de retencion obtenidos para el linalol, en el rango de temperaturas de 50-90°C

o tr, min. .

Temperatura, °C Medicion 1 | Medicion 2 | Medicion 3 Promedio S cv.%
50 61.111 61.126 61.12 61.119 0.008 0.01
60 35.551 35.573 35.555 35.560 0.01 0.03
70 21.922 21915 21.914 21.917 0.004 0.02
80 14.325 14.317 14.314 14.319 0.006 0.04
90 9.897 9.894 9.891 9.894 0.003 0.03
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TABLA 5B. Factor de capacidad (k') obtenidos para el linalol, en el rango de temperaturas de 50-90°C

o k M 0
Temperatura, °C Medicién 1 | Medicion 2 | Medicion 3 Promedio S CV.%
50 21.974 21.980 21.969 21.974 0.005 0.025
60 12.795 12.793 12.744 12.78 0.03 0.2
70 7.710 7.685 7.710 7.70 0.01 0.2
80 4.845 4,825 4.842 484 0.01 0.2
90 3.148 3.148 3.135 3.144 0.008 0.2

TABLA5C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el linalol, en el rango de temperaturas de 50-90°C

K

o H 0
Temperatura, °C - - e T | Wedicion 2 | Medicign3 | romedio s vk
50 703170 | 703350 | 703002 7030 2 0.02
50 20046 | 40939 | 40780 2090 g 02
70 20671 | 24593 | 24673 2470 7 02
80 5503 | 15439 | 15496 T550 5 02
%0 10073 | 10075 | 10031 1010 2 02

TABLA 6A. Tiempos de retencidn obtenidos para el terpinen-4-o

|, en el rango de temperaturas de 100-140°C

o tr, MIN. . 0
Temperatura, °C | e dicion 1 [ Wedicion2 | Medicion3 | oo S o
100 10644 | 10647 | 10645 10,645 0002 001
110 7833 | 7834 | 7834 78331 0.0006___0.007
120 6038 | 6036 | 6038 6.037 0001 0.02
30 7858 | 4857 | 4856 7857 0001 002
140 307 207 207 307 000 00

TABLA 6B. Factor
140°C

de capacidad (k') obtenidos para el terpinen-4-ol, en el rango de temperaturas de 100-

o k ; 0

Temperatura, °C Medicién 1 | Medicién 2 | Medicion 3 Promedio S V. %
100 3.578 3.577 3.576 3.5773 0.0008 0.02
110 2.437 2.437 2.430 2.435 0.004 0.2
120 1.699 1.682 1.708 1.70 0.01 0.8
130 1218 1.214 1213 1.215 0.003 0.2
140 0.890 0.889 0.890 0.8895 0.0009 0.1
TABLA 6C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el terpinen-4-ol, en el rango de temperaturas de
100-140°C

o K :

Temperatura, °C Medicion 1 | Medicion2 | Medicion 3 Promedio S cv.%
100 1145.0 11448 11445 1144.7 0.2 0.02
110 779.9 780.0 777.6 780 1 0.2
120 543.7 5384 546.5 540 4 0.8
130 389.8 388.4 388.3 388.8 0.9 0.2
140 284.6 284.4 284.9 284.6 0.3 0.1
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TABLA 7A. Tiempos de retencion obtenidos para el neral, en el rango de temperaturas de 100-140°C

tr, MiN.

o 1 0
Temperatura, °C Medicion 1 | Medicion 2 | Medicién 3 Promedio S cv.%
100 14.175 14.175 14.176 14.175 0.001 0.004
110 9.946 9.946 9.947 9.9463 0.0006 0.006
120 7.341 7.341 7.34 7.341 0.001 0.01
130 5.682 5.683 5.681 5.682 0.001 0.02
140 4.609 4.603 4.604 4.605 0.003 0.07

TABLA 7B. Factor de capacidad (k") obtenidos para el neral, en el rango de temperaturas de 100-140°C

k

o H 0
Temperatura, °C - - e T T Wedicion 2 | Medicign3 | | romedio s vk
100 5,097 5,094 5,005 5,005 0001 0.03
110 3,364 3.364 3355 3361 0005 02
120 2282 2261 2293 778 002 07
130 1595 1590 1589 1501 0003 02
120 1140 1136 1138 1138 0002 02

TABLA 7C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el nerd

, en el rango de temp

eraturas de 100-140°C

K

o 1 0
Temperatura, °C Medicion 1 | Medicion 2 | Medicién 3 Promedio S cv.%
100 1631.0 1630.1 1630.3 1630.4 0.4 0.03
110 1076.5 1076.5 1073.6 1080 2 0.2
120 730.1 723.6 733.9 730 5 0.7
130 510.2 508.9 508.6 509.2 0.9 0.2
140 364.7 363.5 364.3 364.2 0.6 0.2

TABLA 8A. Tiempos de retencién obtenidos para el geraniol, en

el rango de temperat

uras de 100-140°C

° 1R, min. .

Temperatura, °C Medicién 1 | Medicion2 | Medicion 3 Promedio S Cv. %
100 15.638 15.654 15.647 15.646 0.008 0.05
110 10.769 10.774 10.770 10.771 0.003 0.02
120 7.808 7.805 7.805 7.806 0.002 0.02
130 5.954 5.955 5.955 5.955 0.001 0.01
140 4,762 4,761 4.76 4761 0.001 0.02
TABLA 8B. Factor de capacidad (k) obtenidos para el geraniol, en el rango de temperaturas de 100-140°C

[e] H 0,

Temperara, °C |y g gn T [ Medicion2 | Medigong | o ed s CU%
100 5.726 5.730 5.727 5.728 0.002 0.04
110 3.725 3.728 3.715 3.723 0.006 0.2
120 2.490 2.469 2.502 2.49 0.02 0.7
130 1.719 1.714 1.714 1.716 0.003 0.2
140 1.211 1.209 1.211 1.2103 0.0009 0.07
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TABLA 8C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el geraniol, en el rango de temperaturas de 100-

140°C
0 K .

Temperatura, °C Medicion 1 | Medicién2 | Medicion 3 Promedio S V. %
100 1832.3 1833.6 18326 1832.9 0.7 0.04
110 1192.1 1192.8 1188.9 1190 2 0.2
120 796.9 790.0 800.5 800 5 0.7
130 550.0 548.6 548.6 549.0 0.8 0.2
140 387.4 387.0 387.5 387.3 0.3 0.07

TABLA 9A. Tiempos de retencidn obtenidos para el geranial, en

el rango de temperat

uras de 100-140°C

° tr, Min. : 0

Temperara, °C - -y SieiGn T T Medicion 2 | Vediong | o eu s GV
100 16.644 16.64 16.642 16.642 0.002 0.01
110 11.413 11.413 11.414 11.4133 0.0006 0.005
120 8.241 8.241 8.24 8.241 0.001 0.01
130 6.247 6.248 6.247 6.247 0.001 0.01
140 4.969 4.968 497 4,969 0.001 0.02
TABLA 9B. Factor de capacidad (k") obtenidos para el geranial, en el rango de temperaturas de 100-140°C

o K -

Temperatura, °C - -pr g T [ Medicion 2 | Medicien3 | omedio s V%
100 6.159 6.157 6.158 6.1578 0.0009 0.01
110 4.008 4.008 4,008 4.0080 0.0003 0.006
120 2.684 2.684 2.684 2.6838 0.0003 0.01
130 1.852 1.853 1.852 1.8527 0.0003 0.01
140 1.307 1.306 1.307 1.3069 0.0005 0.04
TABLA 9C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el geranial, en el rango de temperaturas de 100-
140°C

o K H 0,

Temperaua, °C e 6n 1] Medicion2 | Medicion3 | | o medl s Cuw
100 1970.8 1970.2 1970.5 1970.5 0.3 0.01
110 1282.5 1282.5 1282.7 1282.57 0.08 0.006
120 858.9 858.9 858.7 858.82 0.08 0.01
130 592.8 593.0 592.8 592.85 0.08 0.01
140 418.2 418.0 418.4 418.2 0.2 0.04
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TABLA 10A. Tiempos de retencion obtenidos para el trans-b-cariofileno, en el rango de temperaturas de

100-140°C
Temperatura, °C — & min. — Promedio S CV,%
Medicion 1 | Medicion 2 | Medicion 3

100 38.016 38.016 38.018 38.017 0.001 0.003
110 24.716 24.717 24.719 24717 0.002 0.006
120 16.742 16.742 16.741 16.7417 0.0006 0.003
130 11.827 11.827 11.832 11.829 0.003 0.02
140 8.715 8.714 8.714 8.714 0.001 0.01
TABLA 10B. Factor de capacidad (k) obtenidos para el trans-b-cariofileno, en el rango de temperaturas de
100-140°C

o kK i 0
Temperara, °C |y gn T [ Medicion2 | Medigong | o ed s CVe
100 15.351 15.344 15.345 15.347 0.004 0.02
110 9.845 9.846 9.823 9.84 0.01 0.1
120 6.484 6.438 6.511 6.48 0.04 0.6
130 4.400 4.391 4.393 4.395 0.005 0.1
140 3.046 3.044 3.047 3.046 0.002 0.06

TABLA 10C. Constante de distribucion (K) obtenidas para el trans-b-cariofileno, en el rango de temperaturas

de 100-140°C

o K ; 0
Temperatura, °C - - e T T Wedicion 2 | Medicign3 | romedio s vk
100 29123 49101 | 49103 7910 i 002
110 31504 | 31506 | 31433 3150 7 01
120 2074920600 | 20835 2100 V) 06
130 4081 14050 | 14057 1410 2 01
140 9727|9740 9752 9726 06 0.06
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