ESTANDARIZACION DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL DE
Lippia origanoides, A PARTIR DE DESTILACION FRACCIONADA A PRESION
REDUCIDA

LUZ STELLA DIAZ PADILLA

SERGIO JOSE RINCON SOLANO

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA

2015



ESTANDARIZACION DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL DE
Lippia origanoides, A PARTIR DE DESTILACION FRACCIONADA A PRESION
REDUCIDA

LUZ STELLA DIAZ PADILLA

SERGIO JOSE RINCON SOLANO

Trabajo de grado para optar al titulo de ingeniero quimico

Director
JAIRO RENE MARTINEZ MORALES

Quimico. Ph.D

Codirector
Ing. ANDERSON JULIAN ARIAS VELANDIA

Estudiante Doctorado

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA

2015



Dedicatoria

A mis Padrcs:

]gnacio Ramén Diaz Meza
[ uz E _sther Padilla Montes

FOquC con ]a aguda dC DiOS me han &ac}o ]a ijOI’ hcrencia ClUC sE PUCda

anhelary recibir, la educacion.
A mis hermanos Keincl David, Santiago y [ stefania.

Ya mi queri&a abuela [Jortensia.

A Sergio Kincén porsu amory compaﬁia.

| uz Stc"a Diaz Padilla



Dedicatoria

A Dios por ser mi guia, mi a]egria y mi fuente de esperanza.

A mis Padres, José Alvenis Rincén y / oraida Solano, por su apoyo

incondicional, amor y Pacicncia durante mi formacion Progcsional.

A mis hermanos Andrés Fclipc y Adriana | _ucia, porser el cjc Principa] de

motivacion.

A mis abuelos que desde el cielo me cuidan.

A mi abuela Niclia Quintcro, mi segunc{a madre.

A mis tias, en cspccia] Aidé Rincon y Nimia Rincoén.
A |uz Stc“a Diaz, por su amor y compafiia.

A mis amigos y compafieros de universidad.

A la musica mi fiel amiga, acompafante e inspiradora de buenas ideas.

5crgio José Rincon HSolano



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Industrial de Santander, a la escuela de Ingenieria Quimica, al
grupo de investigacion CIBIMOL, CENIVAM, CROM-MASS, por permitirnos

desarrollar esta etapa tan importante de nuestra carrera.
Al profesor Jairo Rene Martinez y a la profesora Helena Stashenko.

A todos los comparieros de CENIVAM que siempre estuvieron dispuestos a brindar
su ayuda, compartir sus conocimientos y ocios. Julian Arias, Lady Sierra, Yuri
Cérdoba, Fausto Prada, Cristian Oliveros, Gustavo Rodriguez, Andrés Gonzales,
Andres Ramirez, Samir Torrenegra, Las comadres: Leydé K. Gualteros y Karol
Carrillo, Juan camilo Henriquez, Leonardo Nifio, Rogerio Saavedra, Anderson
Paipa, Jeffer Correa, Luis Miguel Diaz, Diego Castiblanco, Andreita Gdémez,
Eduardo Nuafez, Camilo Duran, Giocarlo Vasquez, Felipe Solano, Andrea Morales,
Jesica Mejia.



CONTENIDO

Pag.
INTRODUGCCION ......ooiviieieiteeteee e ete et ettt e et easeteeaeeteeeeeteeaeeaeseeeaeeae e 17
1. MARCO TEORICO ..ottt ettt et e e 19
1.1 ACEITES ESENCIALES, AES. ... et 19
O Y [T o7 To (o I 0 [N [ Lo PSRRI 19
1.2 Lippia origanoides (LO)......ccooiiiiiiiiiie e 20
L1.3.QUIMIOTIPO. L.t e et e e e e e e e e e e e nna e aeees 21
1.4 ACEITE ESENCIAL DE LO.. ittt 21
1.5 DESTILACION FRACCIONADA. .....coeitiieecee e eae s 23
1.5.1. Destilacion a presion redUCIda..........cuuvveieiieeeeniiiiiieieee e e e 23
1.5.2. Destilacion fraccionada de aceites esenciales............ccccceeviiiiiiiiienneeennnns 24
1.5.3. Spinning Band Distillation, SBD ..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 25
2. METODOLOGIA .....oviiee ettt ettt ettt 26
2.1 EQUIPO DE FRACCIONAMIENTO. ..ottt 26
2.2 PRUEBAS PRELIMINARES. ... . e 26
2.3 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE LO. ...coeiviieeceeceeee e 26
2.4 DESTILACION FRACCIONADA DEL AE DE LO.....ooovivecieceececeeeeeee e, 27
A 3 R @do] g o | (el o] g =130 [3o] 01T = Tod [ ] o N 27
2.4.2 Pruebas de reproduCibilidad. .................uuuumiimmiiiiiiiiiiiiii e 28
2.5 DISENO EXPERIMENTAL. .....ooviiiiiieeeeeeeeeeee et 28



2.6. MODELAMIENTO. ...ttt e e enenes 29

2.6.1 Validacion y caliDraCion...............uuuuueuuuuriiiiiiiieiiiiieieeinenenreee——.. 29
2.7 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR GC-MS Y GC-FID. .................. 30
3. RESULTADOS Y ANALISIS .....ooiiiiteceeecee ettt eveaneas 32
3.1 PRUEBAS PRELIMINARES ... e 32
3.2 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE LO. ...oooveoveeeeeeceeeeeeeeee e, 33
3.2.1 Composicion de los AEs de LO quimiotipos timol y carvacrol....................... 33
3.3 DESTILACION FRACCIONADA DEL AE DE LO.....oooviieeecieeeeceeeeeee e, 34
3.3.1. Pruebas de reproducibilidad. ...............coeoiiiiiiiiiii e 34

3.3.2 Determinacion de la reproducibilidad y repetibilidad del sistema de medicion

............................................................................................................................... 36
3.4 DISENO EXPERIMENTAL......ooiiiiieieieeieeteeee ettt 37
3.4.1 ANAIISIS U@ VAIANZA. ...eeieiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e as 37
3.5. MODELOS DE REGRESION.......cooiiiiiie ettt ee et sae s 38
IR T0 AY£- T F= Tox o o RO 40
3.6 EFECTO DE LOS PARAMETROS DE DESTILACION FRACCIONADA. ....... 43
3.6.1 Efecto de 1a PreSiON. ........ovvuiiiiie e 43
3.6.2 Efecto de la concentracion inicial de timol y de carvacrol en el AE............... 43
4. CONCLUSIONES ... e e eeaans 45
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .......oooiiiceecieeeeeeeee e 46
AN X O S . et e e e e eaaans 54

10



LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS

AE aceite esencial

AEs aceites esenciales

LO Lippia origanoides

SBD spinning band distillation (destilacion con banda rotatoria)
DANE Departamento Administrativo Nacional de Estadistica

CENIVAM  Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de
Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales

MV Material vegetal

T1 Temperatura del fondo de la columna
T2 Temperatura del tope de la columna
r Repetibilidad

R Reproducibilidad

I Interaccion operador/medicion

(r&R) Relacién entre la repetibilidad y reproducibilidad

LOO Leave one out (dejando uno por fuera)

R? Coeficiente de determinacion

R? 5 Coeficiente de determinacion ajustado

Cir Concentracion inicial de timol en el AE

Cic Concentracion inicial de carvacrol en el AE

GC-MS Cromatografia de gases acoplado a un detector selectivo de masas

11



GC-FID Cromatografia de gases acoplado a un detector de ionizacion de llama

IR indice de retencion

EPDM (Etileno Propileno Dieno tipo M ASTM)
F1 Fraccion 1

F2 Fraccién 2

F3 Fraccion 3

FF Fraccion de fondo

12



LISTA DE TABLAS

Pag.
Tabla 1. Lotes de LO utilizados para la obtencidn de AE. ...........ccccoeveeeevveveennnnnnnn. 27
Tabla 2. Rendimiento de obtencidn de AE de LO........cccooeeieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen, 33

Tabla 3. Composicion tipica del AE de LO quimiotipos timol y carvacrol,
componentes con MAS del 1% €N PESO. ..cceeiiiiiiiiiiiiiee et 34
Tabla 4. Resultados de la composicion del AE de LO timol y fracciones obtenidas
por destilacion fraccionada. Condiciones: 7 Torr, 10 g de alimentacion. Total
EXPEMMENTOS: B. .eeevviiiiie e e e ee et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e ae e e e e eeeeeeessaanaeeaeeeeeennnns 35
Tabla 5. Reproducibilidad y repetibilidad del sistema de medicion del
fraccionamiento dE LO. ....oouuuiiiiie e 36
Tabla 6. Andlisis de varianza sobre la respuesta de la destilacion fraccionada de AE
(o [U YT a1 o) €70 Yo I8 {12 o ] RSP 37
Tabla 7. Analisis de varianza sobre la respuesta de la destilacién fraccionada de AE
QUIMIOLIPO CANVACTOL. ...ttt 38

Tabla 8. Resultados experimentales y predichos para la respuesta de AE quimiotipo

HMIOL. 39
Tabla 9. Resultados experimentales y predichos para la respuesta de AE quimiotipo
(032 1 Y= To o] PPN 39
Tabla 10. Modelos de respuesta propuESIOS. ..........cuvveiiiiiieeiiieiiiiiee e 40

Tabla 11. Valores 6ptimos de presidn para la destilacion fraccionada del AE de LO

qQUIMIOtIPOS tIMOI Y CANVACIOL. .......uuiiiiiiiiiiiiiiii e 42

13



LISTA DE FIGURAS
Péag.

Figura 1. Promedio de la cantidad en % peso de hexano y heptano en cada fraccion,
a presion atmosférica, CoN Y SiN SBD. .......cooiiiiiiiiiii e 32
Figura 2. Distribucion de la composicion en las fracciones colectadas para AE de
LO quiMiotipo tIMOl @ 7 TOIT. ....ccceeeeeeeeee e e e e e 35
Figura 3. Superficie de respuesta del observable combinado Y del proceso de
destilacion fraccionada de AE de LO quimiotipo timol. ............ccceeeeeeeiiiiiiiiiienennn. 41
Figura 4. Superficie de respuesta del observable combinado Y del proceso de

destilacién fraccionada de AE de LO quimiotipo carvacrol. .........cccccccceeeiieieerennnnnn, 42

14



RESUMEN

TITULO: ESTANDARIZACION DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL
DE Lippia origanoides, A PARTIR DE DESTILACION FRACCIONADA A PRESION
REDUCIDAL

AUTORES:
Luz Stella Diaz Padilla

Sergio José Rincon Solano?

PALABRAS CLAVE: Aceite esencial, Lippia origanoides, estandarizacién, columna

rotatoria, quimiotipo.

DESCRIPCION:

El objetivo de este trabajo fue estudiar las condiciones de operacién de la destilacion fraccionada de
aceite esencial (AE) de Lippia origanoides (LO), con el propésito de obtener fracciones reproducibles
enriquecidas en timol y carvacrol, que permitieran la estandarizacion de la concentracién del AE,
debido a que la industria requiere AEs con rangos de composiciones estrechos, exigidos en la
formulacién de los productos. Se utilizé un equipo de destilacion fraccionada a escala de laboratorio
de columna rotatoria, con el cual se lograron obtener 3 fracciones mas la fracciéon de fondo. Los AEs
obtenidos y las fracciones colectadas se analizaron con GC-MS y FID. Se construyé una respuesta
combinada (Y) para la destilacion fraccionada de AE de LO para cada quimiotipo. Se realizaron
modelos de regresién a partir de los resultados experimentales con el propésito de generar
superficies de respuesta con las cuales se identificaran las regiones 6ptimas de fraccionamiento de
cada uno de los quimiotipos de AE. Se logré la separacion del timol a partir de la tercera fraccion
colectada y se obtuvo con mayor concentracion en la fraccién de fondo. La mayor concentracion de
timol alcanzada en la fraccién de fondo fue de 81% en peso a una presion de 5 Torr. Para el AE
guimiotipo carvacrol se enriqueci6 solo la fraccién de fondos en carvacrol y la mayor concentracion
fue de 62% en peso, a una presién de 10 Torr.

! Trabajo de grado

2 Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Jairo Rene
Martinez Morales, Quimico PhD. Codirector: Anderson Julian Arias Velandia.

15



ABSTRACT

TITLE: STANDARDIZATION OF THE COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL Lippia
origanoides, FROM FRACTIONAL DISTILLATION UNDER REDUCED
PRESSURES.

AUTHORS:

Luz Stella Diaz Padilla

Sergio José Rincén Solano*

KEYWORDS: Essential Oil, Lippia origanoides, standardization, rotating column,

chemotype.

DESCRIPTION:

The objective of this work was to study the operating conditions of the fractional distillation of essential
oil (AE) of Lippia origanoides (LO), in order to obtain reproducible fractions enriched in thymol and
carvacrol, which allow the standardization of the concentration of the AE because the industry
requires AEs with narrow ranges compositions required in the formulation of the products. Fractional
distillation equipment was used on a laboratory scale rotating column, with which they were able to
obtain three fractions over the bottom fraction. EAs obtained and the collected fractions were
analyzed with MS and GC-FID. A combined response (Y) for the fractional distillation of LO AE was
constructed for each chemotype. Regression models were made from the experimental results in
order to generate response surfaces with which the optimum fractionation regions each AE
chemotypes were identified. Thymol separation was achieved from the third and collected fraction
was obtained with the highest concentration in the bottom fraction. The highest concentration of
thymol achieved in the bottom fraction was 81% by weight at a pressure of 5 Torr. For AE carvacrol
chemotype enriched bottoms fraction only carvacrol and the highest concentration was 62% by
weight, at a pressure of 10 Torr.

8 Graduation Project.

4 Physicochemical Engineering Department. Chemical Engineering. Director: Jairo Rene Martinez
Morales, Chemist PhD. Codirector: Anderson Julian Arias Velandia.
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INTRODUCCION

Las nuevas tendencias de consumo hacia los productos de caracter organico y
natural han despertado interés por aprovechar sosteniblemente la biodiversidad
como fuente primaria en la industria [1]. A pesar de que en todo el territorio nacional
hay mas de 200 especies de plantas aromaticas con potencial aplicacién en la
industria de aceites esenciales (AEs) [2], la produccion del pais es casi nula, y los
AEs demandados son en su mayoria importados [3]. Sin embargo, segun
Procolombia para el afio 2014 los AEs (incluyendo aceites puros, extractos
naturales, agentes colorantes naturales, cosméticos y perfumeria) representaron el
0,88% de los productos principales de exportacion en el pais, alcanzando los $483
millones de délares [4], por lo que es una industria con pequefa participacion pero

con mucho potencial.

Los AEs pueden presentar ciertos atributos tanto curativos como de actividad
biolégica. Debido a estas propiedades se han convertido en materias primas e
insumos de las industrias de fragancias, de aromas y sabores, alimentos,
agrobioldgicos y productos farmacéuticos, etc. [5]. Una de las razones por la cual
se busca obtener un AE de alguna especie aromatica o medicinal, se debe a que
puede ser la fuente de uno o varios compuestos quimicos que faciliten la sintesis
de nuevas moléculas para la fabricacion de productos bioactivos [6]. Es el caso de
los fenilpropanos timol y carvacrol, cuyas fuentes naturales méas conocidas
comercialmente son el tomillo (Thymus zygis) y el orégano (Origanum vulgare),
ambas de origen euroasiatico [7]. Algunas especies nativas de América también
poseen un importante contenido de estos dos componentes en su AE,
destacandose la Lippia origanoides (LO), una especie perteneciente a la familia
Verbenaceae [8], que dependiendo de su quimiotipo es capaz de producir AE
selectivamente enriguecido de alguna de estas moléculas, las cuales le confieren
las actividades antigenotéxicas [9], antimicrobianas [10], antifingicas y citotoxicas
[11]; y antioxidante [12]. La elevada bioactividad del timol y del carvacrol en el AE
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de LO, explica su uso en las industrias farmacéutica y alimentaria como

conservantes, al evitar la proliferacion de hongos [13].

Los AEs pueden ser sometidos a diferentes procesos industriales con el fin de
mejorar su calidad o aumentar la concentracion de sus componentes [14]. La
destilacion fraccionada a presion reducida, es la operacidbn mas comuan, la cual
permite aumentar el grado de pureza de los componentes del AE, lo que incrementa
su valor econémico [15]. Por ejemplo, el AE de ylang ylang, usado en la industria de
la perfumeria y en el cuidado de la piel, tiene un precio de 255 délares por litro en
su estado crudo y luego de someterse a un proceso de fraccionamiento su precio
alcanza un valor de 516 délares por litro [16]. Este valor agregado se debe a que
esta técnica de separacion logra obtener fracciones con composiciones
reproducibles, para ofrecer al mercado de AEs una materia prima estandarizada
que facilita la formulacion en la fabricacion de productos.

La gran mayoria de las investigaciones publicadas, utilizan columnas de destilacion
fraccionada de platos o rellenas con empaques (anillos Rasching, anillos Pall,
empaques estructurados, etc.) para facilitar el contacto vapor-liquido [15]. Una
alternativa para lograr una separacion eficiente de algun componente en especial
en los AEs, es la columna rotatoria o columna Spinning Band Distillation (SBD),
disefio que permite alcanzar un mayor nimero de platos tedricos en una columna
de menor dimension que las que se usan convencionalmente. Ademas la SBD crea
un contacto intimo entre vapor y reflujo que favorece la eficiencia del proceso, logra
una baja caida de presion y disminuye la cantidad de pérdidas de material valioso
[17].

El objetivo de este trabajo fue estudiar las condiciones de operacion de la destilacién
fraccionada de AE de LO, con el propdsito de obtener fracciones reproducibles
enriguecidas en timol y carvacrol, que permitieran la estandarizacion de la
concentracion del AE, debido a que la industria requiere AEs con rangos de

composiciones estrechos, exigidos en la formulacién de los productos.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ACEITES ESENCIALES, AEs.

Los AEs, son fracciones liquidas volatiles, que conforman mezclas homogéneas de
hasta 300 y mas compuestos quimicos organicos, distribuidos en diferentes partes
de las plantas (raiz, tallo, hojas, frutos y flores), especialmente las aromaticas [18].
Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas por lo que un
mayor metabolismo se asocia con una mayor produccion de AE [19]. Son liquidos
aceitosos o balsamicos liberados cuando la planta presenta algun tipo de estrés o
lesion [20]. Son necesarios para la polinizacion, reproduccion, y demas funciones
fisiolégicas [21]. Los AEs se obtienen del material vegetal, a nivel industrial, por
diferentes meétodos destilativos: hidrodestilacion, destilacion con agua-vapor y

destilaciéon por arrastre con vapor [22].

Los AEs pueden ser atractivos para su obtencién y comercializacion a diferentes
escalas industriales, ya sea por un alto rendimiento de extraccion, por sus
agradables propiedades sensoriales o0 algunas caracteristicas de actividad biologica
aprovechables en diferentes productos terminados (repelente de insectos, jabon
antifangico, crema antibacteriana, etc.) [6]. Los AEs también pueden ser la fuente
de algin compuesto quimico deseable que se encuentra en altas concentraciones
y que puede servir como precursor en la sintesis de nuevas moléculas de interés,
como por ejemplo el citral que se emplea para obtener iononas, valiosos

ingredientes en perfumes finos [22].

1.1.1 Mercado de los AEs

El mercado de los AEs se ha mantenido en constante crecimiento a nivel mundial,
con una produccién aproximada de 110.000 toneladas métricas de AE por afio,
alcanzando un valor de 1.300 millones de délares. Solo 10 empresas en el mundo
controlan mas del 70% de la venta y distribucion de los AEs, aromatizantes, sabores

y fragancias [22].
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Colombia a pesar de ser un pais que cuenta aproximadamente con 28.000 especies
de plantas y con condiciones favorables para el desarrollo de esta industria (clima,
tierra, varias cosechas al afilo y mano de obra), no hace parte de los paises
productores de AEs y es un importador neto [22]. Segun el DANE, para el afio 2014
Colombia importé 364 toneladas de AEs por un valor de 11 millones de dolares; los
méas demandados son el AE de naranja y demas citricos, seguido por AEs
desterpenados, y de plantas aromaticas como el eucalipto, menta, anis, AEs agrios,
oleorresinas y otros. Los principales paises proveedores de estos AEs fueron:
Brasil, Estados Unidos, Alemania, Espafa, Italia y China. Por otro lado, para ese
mismo afio se exportaron 14 toneladas de AE, especialmente de citricos y eucalipto,
a paises como Aruba, Antillas Holandesas, China, Estados Unidos y México,
alcanzando un valor de 179 mil dolares [23] por cuanto existe un déficit comercial

negativo para este producto de 10.821.000 USD.

1.2 Lippia origanoides (LO).

La planta LO, es una especie nativa de algunos paises de América Central (México,
Guatemala, Cuba) y el norte de América del sur, principalmente en la regién
amazobnica (Guayana, Venezuela, Brasil y Colombia) [8]. En Colombia se encuentra
en forma silvestre en ambientes secos y semidesérticos en altitudes entre 400 y
2500 msnm, en los departamentos de la Guajira, Magdalena, Santander, Norte de
Santander y Cauca; en este pais se le conoce como “orégano de monte” y “orégano
cimarrén” [24]. Tradicionalmente, las hojas de esta planta son utilizadas para
preparar infusiones contra enfermedades respiratorias, como: la gripe, bronquitis,
tos y asma; en el tratamiento de trastornos gastrointestinales como: dolor de
estbmago, nauseas, acidez, diarrea; asi como carminativo para la evacuacion de
gases intestinales, padecimiento de los rifiones, antiséptico para la boca y
emenagogo, término que se refiere a los remedios caseros para tratar problemas
menstruales [25]. Hay otros estudios importantes sobre LO, por ejemplo el de

Guevara et al. [26] que evalla el potencial de especies nativas de la region Guayana

20



para repoblar terrenos degradados por la mineria. El estudio demostré que especies
como LO, sirven para ser sembradas en estas zonas, ya que ademas de ser nativas,
toleran gran cantidad de metales pesados en los suelos y con esto disminuyen el

impacto ambiental generado por el sector minero.

1.3QUIMIOTIPO.

El término quimiotipo se refiere a los individuos de una misma especie que se
diferencian entre si por su composicion quimica [27]. Las plantas pueden presentar
variaciones en su metabolismo secundario, lo que genera ciertas diferencias en el
aceite esencial obtenido (e.g., en su aroma y color). Por esto, en apariencia se ve
la misma planta, pero se percibe un olor diferente. Una especie con diferentes
quimiotipos es, Thymus vulgaris (Tomillo), de la cual se han encontrado hasta seis

quimiotipos en el sur de Francia [28].

1.4 ACEITE ESENCIAL DE LO.

Sobre la base de los principales componentes que se encuentran en el AE de LO,
se han reportado diferentes quimotipos en Brasil, Venezuela y Colombia [29].
Aunque se ha demostrado que los métodos de extraccion [30] y los factores
ambientales [31] pueden afectar la produccion de metabolitos secundarios en
especies de Lippia; al menos tres quimiotipos pueden diferenciarse para LO; dos
guimiotipos cuyos compuestos mayoritarios son carvacrol y timol, y otro
caracterizado por la ausencia de estos compuestos y una alta concentracién de
felandrenos [26]. Los principales componentes del AE de LO son, carvacrol y timol,
los cuales son terpenos fendlicos que pertenecen al grupo de los monoterpenos
oxigenados; seguido del p-cimeno y y-terpineno que pertenecen al de los
monoterpenos [8]. El p-cimeno y y-terpineno, son los precursores biogenéticos (a
través de la hidroxilacion enzimatica) del timol y carvacrol; apoyando la asociacion
bioldgica y funcional de estos componentes [21]. Esto justifica segun Burt et al. [32],

gue la suma de las cantidades de estos cuatro compuestos presentes en el AE de
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una especie de orégano griego resultara ser casi igual en muestras procedentes de
diferentes regiones geogréficas y se mantuvieran estables en diferentes
temporadas de cosecha.

El AE de LO, presenta actividad bioldégica como: antigenotoxica [9], antimicrobiana
[10], antifangica y citotdxica [11]. También presentan actividad repelente util en la
elaboracion de bioinsecticidas que pueden ser degradados con mayor rapidez en el
ambiente que los sintéticos [33]. El AE de LO posee actividad antioxidante cercana
o superior a la de los antioxidantes sintéticos BHA (hidroxibutilanisol) y BHT (butil
hidroxitolueno), antioxidantes ampliamente usados en la industria cosmética y

relacionados con efectos cancerigenos de piel [12].

Timol y Carvacrol.

El timol es un solido cristalino, de olor pungente, el carvacrol tiene sabor picante y
produce el olor del orégano. Son compuestos fendlicos o fenilpropanos, conocidos
por ser antifingicos y antibacteriales. Por su potencial capacidad antioxidante, estas
moléculas pueden ser empleadas en alimentos como conservantes, remplazando a
los de origen sintético [7,34], también pueden usarse como antitumorales, por sus
efectos anti-proliferativos en células con cancer de mama metastasico en humanos
[35], como suplemento dietético de origen vegetal, para animales [36] y como
antimicrobiano potente contra microorganismos como: E. Coli [37]. Entre los usos
cotidianos de estas moléculas se encuentran los enjuagues bucales a los cuales
confieren las propiedades antibacteriana, antiinflamatoria y aséptica [38].

Debido a la relacion que existe entre estos dos compuestos, y sus potenciales
activos, se ha incrementado el estudio de las especies que los contienen. Las
especies vegetales mas usadas a nivel comercial como fuentes naturales del timol
y el carvacrol son el tomillo (Thymus zygis) y el orégano (Origanum vulgare). Estas
plantas de origen euroasiatico, presentan en sus AEs composiciones entre 37 - 55%
de timol y 0,5 - 55 % de carvacrol para tomillo (ISO 14715:2010) y
aproximadamente 22% de timol y 18% de carvacrol para el orégano [7, 39]. Una

fuente alternativa de estas dos moléculas es LO, especie que se encuentra
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distribuida en diferentes regiones de Colombia, cuyo AE logra enriquecerse
selectivamente en timol y carvacrol a composiciones mas altas que las especies

comerciales.
1.5 DESTILACION FRACCIONADA.

La destilacion es un proceso de separacion de mezclas, por diferencia en la presion
de vapor de cada uno de sus componentes. Existen dos tipos: continua y
discontinua. La primera se da cuando el sistema trabaja con una alimentacion
constante; mientras que en la segunda, la composicién del alimento varia en el
tiempo, debido a la remocion constante, de los componentes volatiles. En el sistema
mas sencillo, el vapor que sale del destilador es pasado directamente a un
condensador, obteniéndose asi el destilado rico en el componente con menor
presion de vapor (mas volatil). La destilacion discontinua Unicamente con una
columna simple de destilacion, no conduce a una buena separacién a menos que
los compuestos tengan puntos de ebullicion muy alejados. Por tal razén, se emplean
columnas fraccionadoras, para mejorar la eficiencia de separacion [40]. La
destilacion fraccionada se basa en el retorno de una parte del condensado a la
columna de destilacion conocido como reflujo, permitiendo el contacto intimo entre
el liquido que retorna y el vapor que asciende por la columna. La base fundamental

de la destilacion es el equilibrio fisico entre las fases liquido y vapor del sistema [41].

1.5.1. Destilacion a presién reducida

La mayoria de las sustancias organicas, son afectadas por las altas temperaturas
ya que se tienden a descomponer quimicamente, inclusive a temperaturas cercanas
a su punto de ebullicién. Por tal razén, se hace necesario separarlas a temperaturas
y presiones reducidas. Al reducir la presion de destilacion, la temperatura de
ebullicién también disminuye como es sabido debido a la relaciéon de transicion de
fase de primer orden que tiene lugar en un sistema monocomponente. El tiempo de
destilacion también juega un papel importante ya que debe ser pequefio para tratar

de evitar la descomposicion térmica de las moléculas [41].
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1.5.2. Destilacion fraccionada de aceites esenciales

La destilacion fraccionada de AE, es un método de separacion que permite obtener
fracciones o particiones, concentradas en algunos componentes del AE. Esto facilita
la estandarizacion de la composicion y su comercializacion. Se debe garantizar una
baja presion de operacion, debido a que varios de los componentes que conforman
a los AEs tienen puntos de ebullicion por encima de 200 °C y asi se evita su

polimerizacién y descomposicion [42].

La aplicacion mas importante a nivel comercial es la desterpenacion de aceites
citricos [43]. La desterpenacion logra mejorar la calidad organoléptica del AE al
concentrar los compuestos oxigenados (aldehidos, alcoholes, ésteres y cetonas).
Entre mas destilados o fracciones se obtengan, mayor cantidad de terpenos son
removidos, lo que resulta en un producto mas estable y soluble en agua [44].
Estudios realizados al AE de naranja dulce, en una columna rellena de anillos
Rasching a 80 °C y con una relacion de reflujo de 0,25-0,75, tuvieron sus mejores
condiciones de operacion a presiones de 7 y 15 mmHg, para lograr fracciones de
menor concentracidbn de monoterpenos y con un alto contenido de monoterpenos
oxigenados [45]. En la destilacion fraccionada al vacio, por lotes, del AE de bayas
de enebro en una columna de 36 platos tedricos, se obtuvieron 14 fracciones, donde
las seis primeras fueron enriquecidas en mas del 98,3 % en masa de a-pineno y las
otras fracciones aumentaron su contenido en sabineno, mirceno y limoneno [46].
Con las fracciones de mayor concentracién de a-pineno, lograron aumentar la
actividad antiinflamatoria, antiséptica y antibacterial de productos bioactivos en la
industria farmacéutica [47]. Asi mismo, se ha comprobado que utilizando la
destilacion fraccionada, la tasa de recuperaciéon de pachulol en el AE de pachuli
(sesquiterpeno triciclico utilizado en la perfumeria), ha superado el rendimiento
logrado con métodos tradicionales los cuales generan mayor impacto ambiental. La
destilacidn fraccionada es un proceso de separacion altamente eficiente y libre de

disolventes [48].
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1.5.3. Spinning Band Distillation, SBD

Es un tipo especifico de columna de destilacion compuesta de un material inerte,
que gira a lo largo del interior de la columna. Generalmente se utiliza un tornillo sin
fin con forma de espiral, que al rotar genera un leve contacto con las paredes del
equipo. La forma espiral que tiene el tornillo sin fin da una apariencia de
elongaciones helicoidales, que producen una fuerza axial cuando éste gira a altas
revoluciones. Esto permite que el reflujo descienda rapida y uniformemente por las
paredes de la columna, de manera que se previene la inundacion cuando se opera
con un flujo de vapor elevado, logrando una mayor eficiencia en una columna de
menor dimension que las que se usan convencionalmente [49]. Las principales
caracteristicas de esta técnica son:

e Alta pureza. Se pueden disefar columnas SBD, que logren hasta 100 platos
tedricos con el propdsito de obtener destilados con alta pureza y para separar
componentes con puntos de ebullicion cercanos.

e Bajo “Hold up”. se pierde muy poca cantidad de material valioso en el
proceso de purificacion.

e Bajacaida de presion. La caida de presion desde la parte superior hasta el
fondo, es muy baja, comparada con una torre empacada. Esto resulta
ventajoso cuando se trabaja con sustancias muy sensibles a cambios

bruscos de temperatura o presion.

Las bandas rotatorias, pueden ser de metal o de teflon, la de teflon se usa para
destilaciones por debajo de 225 °C, siendo la ideal para destilar AEs. Otras
aplicaciones son la destilacién del petréleo crudo y el reciclado de disolventes que

a menudo utilizan esta técnica cuando se requieren fracciones de alta pureza [50].
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2. METODOLOGIA

2.1 EQUIPO DE FRACCIONAMIENTO.

El fraccionamiento del AE se llevé a cabo en un equipo de destilacion fraccionada
a escala laboratorio (B/R Instrument 800 - High Efficiency Micro Distillations, BR
Instrument Corporation, Easton, MD, EE.UU.), con una columna de vidrio de 0,34 m
de altura, acompafiada por un tornillo sinfin de teflon en forma de espiral (spinning
band), con 30 etapas tedricas. El equipo consta de un balon de alimentacion de 25
mL en el fondo de la columna, manta de calentamiento, condensador, valvula de
reflujo y reservorio para colectar las fracciones con capacidad de hasta 4 viales de
4 mL. Los equipos auxiliares son: una bomba de vacio, un termémetro digital con

dos termocuplas tipo K y un bafio recirculatorio de enfriamiento (Véase Anexo 1).

2.2 PRUEBAS PRELIMINARES.

Se llevaron a cabo pruebas preliminares para evaluar la funcionalidad del spinning
en el equipo de destilacion fraccionada. Las pruebas se realizaron, usando una
mezcla de composicion conocida de 0,25 n-hexano y 0,75 n-heptano (fraccién
masica) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Se realiz6 el fraccionamiento de la
mezcla por duplicado, manteniendo durante la destilacion el spinning encendido o
apagado. Para cada experimento se cargaron 12 g de la mezcla, la presién se

mantuvo a condiciones atmosféricas.

2.3 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE LO.

Todos los AEs se obtuvieron usando la metodologia de destilacion por arrastre con
vapor. El material vegetal (MV) fue cosechado de parcelas piloto ubicadas en el
campus central de la UIS. Se cosecharon cuatro lotes diferentes de LO, dos lotes
correspondientes al quimiotipo timol y dos al quimiotipo carvacrol. Una vez

colectado el MV se realizd su reduccion de tamafio en una picadora PE-800
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(Penagos, Giron, Colombia), el diametro de picado usado fue de 0,9 cm. EI MV fue
extraido en equipos de destilacion de 0,4 y 1 m® de capacidad, ver anexo 2. En la

tabla 1 se presenta la cantidad de MV cargado de cada lote al equipo de destilacion.

Tabla 1. Lotes de LO utilizados para la obtencion de AE.

o o Capacidad del | Tipo de | Cantidad de
N° Lote | Quimiotipo equipo [m?] MV MV [kg]
1 timol 0,4 seco 225
2 timol 0,4 Seco 37
3 carvacrol 0,4 seco 64
4 carvacrol 1 fresco 241

Para separar el AE del hidrolato, se usé un sistema de vasos comunicantes llamado
Florentino. El vapor se generd utilizando una caldera pirotubular vertical (Tecnik,
Bogota, Colombia) de 58,86 kW con una presion de disefio de 1,034 MPa y presion
maxima de trabajo de 861 kPa. Todas las destilaciones se llevaron a cabo a presion
de 552 kPa, durante 1,5 horas. El AE obtenido fue secado y limpiado de impurezas,
empleando un montaje de filtracion con sulfato de sodio anhidro (Na2SOa).

Posteriormente el AE fue almacenado a 3°C.

2.4 DESTILACION FRACCIONADA DEL AE DE LO.

2.4.1 Condiciones de operacion

Se cargaron al balén de alimentacién 10,00 + 0,02 g de AE para todas las
destilaciones. El bafio de enfriamiento se mantuvo a —2 °C. La destilacion iniciaba
con una taza de calentamiento en la manta del 15% y se aumentaba 5% cada 20
minutos, para mantener controlada la temperatura del fondo (T1) y asi evitar el
sobrecalentamiento del AE y posterior inundacién de la columna. El spinning se
encendié a los 30 min de haber comenzado la destilacion, tiempo en el que se
formaba la primera gota en el tope de la columna. Las fracciones se colectaron
cuando la temperatura del tope (T2) se mantuvo constante durante mas de 15

minutos, en ese punto se considerd que la fraccion se encontraba en equilibrio. La
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vélvula de reflujo se abri6 manualmente para colectar la fraccion y se cerrdé cuando
la T2 disminuy6 10 °C por debajo de su valor en equilibrio. La presion de operacion
se mantuvo constante durante toda la prueba, segun lo reportado por Lopes et al.
[45]. La temperatura maxima de calentamiento fue de 120 °C, debido a que

temperaturas superiores podrian haber afectado la calidad de los AEs [51].

2.4.2 Pruebas de reproducibilidad.

Se realizaron 6 destilaciones preliminares con AE de LO quimiotipo timol a presion
de 7 Torr. Se cargaron 10,00 + 0,02 g de AE con una concentracién de timol al 55
% en peso. Con base en estos experimentos se elabord un estudio de repetibilidad
y reproducibilidad del sistema de medicibn de la temperatura maxima de
calentamiento y de equilibrio alcanzadas en la primera fraccién colectada. Las
mediciones fueron tomadas por 2 operarios, usando un termometro digital HH12A
(Omega, Stamford CT, EE.UU) con una tolerancia de = 1°C. Para realizar el estudio
de repetibilidad y reproducibilidad se llevo a cabo un analisis de varianza ANOVA,
que permitio calcular la variacion del sistema de medicion debida a la interaccion
entre operadores y temperaturas medidas. A partir de los valores obtenidos del
ANOVA, se calcul6 la repetibilidad (r), la reproducibilidad (R), la interaccién
operador/medicion (I) y la relacién entre la repetibilidad y reproducibilidad (r&R),
pardmetro que determina si el sistema de medicién es aceptable o no [52] (Véase,
Anexo 3).

2.5 DISENO EXPERIMENTAL.

Para determinar los efectos de los parametros que afectan la destilacion
fraccionada, se realiz6 un disefio de dos factores completamente aleatorizado,
utilizando para su andlisis la metodologia de superficie de respuesta. Para cada
guimiotipo se hicieron experimentos a diferentes presiones (3 - 11 Torr) y a
diferentes composiciones iniciales de timol y carvacrol del AE dependiendo del
quimiotipo. Los experimentos con AE de LO quimiotipo timol, se llevaron a cabo con

AE de composiciones iniciales entre 53% y 61% en peso de timol segun los valores
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reportados por Stashenko et al. [24] para aceites de diferentes regiones geograficas
de Colombia. Para el quimiotipo carvacrol se usaron Aes con composiciones
iniciales entre 22% y 68% en peso de carvacrol segun lo reportado por Agudelo et
al [53] en su estudio sobre la diferencia en la composicién del AE en Colombia
cuando la planta es sometida a diferentes tratamientos externos de cultivo (densidad
de siembra, época de corte, grado de fertilizacidén, condiciones de extraccion) y

condiciones climaticas.

2.6. MODELAMIENTO.

Se realizaron modelos de regresién a partir de los resultados experimentales con el
propésito de generar superficies de respuesta con las cuales se identificaran las
regiones optimas de fraccionamiento de cada uno de los quimiotipos de AE. El
andlisis se hizo teniendo en cuenta una respuesta que combinara aspectos de
eficiencia de separacion de los fenilpropanos de interés y tiempo de operacién que

estéa relacionado con los costos energéticos del proceso.

2.6.1 Validacion y calibracion.

La validacién se hace con el objetivo de conocer la capacidad de prediccion de los
modelos de regresion. Se aplicé el método de validacion cruzada dejando uno por
fuera o Leave one out (LOO), que consiste en separar los experimentos dejando
una prueba por fuera para con el resto conformar los datos de entrenamiento o
training set [54] con los cuales se calculara un valor predicho del dato que no se
tuvo en cuenta. Se utilizé un algoritmo de Scilab 5.3.3 creado por Arias y Ramirez
[55] para encontrar los coeficientes y los pardmetros estadisticos de regresion
usando minimos cuadrados. El R? (coeficiente de determinacion), que explica la
variabilidad explicada por el modelo sobre la variabilidad total de los experimentos,
el R? 4 (coeficiente de determinacién ajustado), la suma del cuadrado de los
residuales, el RMSEC (Root Mean Square of Calibration) fueron determinados para

el modelo. Para determinar qué tan buena es la prediccion del modelo se calculo el
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coeficiente de correlacion para los valores predichos Q?, usando la siguiente

ecuacion:
02 =1~ Tics = 9 0
L (= )2

Donde y;, ¥; ¥ y; son el valor de la respuesta experimental, predicha y promediado
de todos los datos respectivamente. El Q? es un parametro que indica el ajuste que

posee el modelo calculado solo con datos predichos. [54].

2.7 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR GC-MS Y GC-FID.

Las muestras de AE se identificaron por cromatografia de gases utilizando un
cromatdgrafo Agilent technologies 6890 Plus Series (Palo Alto, CA, EE.UU.)
acoplado a un detector selectivo de masas (MSD, El, 70 eV, m/z 40-350). Se empled
una columna capilar apolar DB5-MS (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU) con fase
estacionaria de 5%fenilpoli(metilsiloxano), de 60 m x 0,25 mm, D.I x 2,25 ym. Se
utilizé6 como gas de arrastre, helio (99.995% Linde, Bogota, Colombia), con flujo
constante de 1 mL/min. La temperatura del horno de cromatografia fue programada
de la siguiente manera: 45 °C (5 min) hasta 150 °C (2 min) a 4 °C/min, luego hasta
250 °C (5 min) a 5 °C/min, posteriormente, se llevé hasta 290 °C (60 min) a 10
°C/min. La identificacion se realiz6 por comparacién de espectros de masas,
empleando las bases de datos ADAMS, NIST y WILEY; y por medio del calculo de
los indices de retencion (IR), en relacion a los tiempos de retencién de una serie
homologa de patrones de hidrocarburos desde C10 hasta C25, registrados a las
mismas condiciones cromatograficas. Se comparo el IR calculado con el reportado

en la literatura [56]. La ecuacion empleada para el calculo de IR, fue:

tp, — t
Iz = 100n + 100 (u)

try — LR

(2)

Doénde, I: indice de retencién del compuesto de interés, n: Numero de atomos de
carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto de interés, tgy: tiempo de

retencion del n-alcano que eluye después del compuesto de interes, tg,: tiempo de
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retencion del compuesto de interés, tg,: tiempo de retencion del n-alcano que eluye

antes del compuesto de interés.

Para la cuantificacion de las fracciones de AE, se emple6 un cromatografo de gases
Agilent technologies 6890 Plus (Palo Alto, California, EE.UU.), equipado con un
detector de ionizacion en llama (FID). Las condiciones de la columna, flujo del gas
de arrastre y programacion de temperatura del horno fueron iguales a las usadas
en analisis de GC-MS. La cuantificacion se llevo a cabo usando como patrén interno
n-tetradecano, (Istd por sus siglas en inglés, 99%, Sigma Aldrich). La preparacién
de la muestra se realizé con 50 mg de muestra y aforando a 1 mL con solucion stock

(20 mg de Istd aforados a 10 mL de diclorometano).

La concentracion de cada uno de los compuestos se determindé con base en la
Ecuacion 3, donde las areas de los compuestos se compararon con el area del
patron interno. Se supuso que la respuesta del detector, para el Istd y los

compuestos es similar.

€4 % Ay

Cx = —a, ()

Donde, Cx: concentracion del compuesto de interés (mg/mL), C4: concentracion
del estandar interno (mg/mL), Ax: area del compuesto de interés, A,: area del

estandar interno.

31



3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 PRUEBAS PRELIMINARES

Para la destilacion fraccionada de la mezcla hexano-heptano, se obtuvieron dos
fracciones més la fraccion de fondo. Al ser el heptano un hidrocarburo con mayor
peso molecular y con menor volatilidad, se espera que éste se mantenga en el fondo
de la columna y que las fracciones obtenidas sean ricas en hexano. En la figura 1a,
que muestra los resultados de la composicion para cuando no se enciende el
spinning, no se logré separar eficientemente los componentes con puntos de
ebullicion cercanos. Para cuando se enciende el spinning, en cambio, la distribucion
del componente mas volatil se mantiene en su mayoria en las fracciones y el menos
volatil en los fondos, Véase figura 1b. Con esto se ratifica la importancia del uso
del spinning en la separacion de las moléculas al mejorar el area de contacto entre

el vapor que asciende y el liquido que desciende.

a. Fraccionamiento Sin SBD b. Fraccionamiento con SBD
100 < 100
i 2
E 80 € 80 I
° =S I
= 60 £ 60
S S
‘w40 8 40
2 I S
£ 20 S 20
O = O ' -
0 0
F1 F2 FF F1 F2 FF
Hexano ™ Heptano Hexano = Heptano

Figura 1. Promedio de la cantidad en % peso de hexano y heptano en cada
fraccién, a presién atmosférica, con y sin SBD.
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3.2 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE LO.

La masa de AE obtenido sobre la masa de MV cargado al destilador por cien
corresponde al porcentaje de rendimiento de extraccion del AE. En la tabla 2 se
muestran los valores de rendimiento de AE de LO para los dos quimiotipos junto

con el estado del MV antes de ser destilado.

Tabla 2. Rendimiento de obtencion de AE de LO.

o . Capacidad del | tipo de Rendimiento
N° Lote |Quimiotipo eé)uipo (M3 pMV [%]
1 timol 0,4 seco 0,87
2 timol 0,4 seco 0,85
3 carvacrol 0,4 seco 0,63
4 carvacrol 1 fresco 0,35

Se obtuvo mayor rendimiento en la obtencion de AE cuando el MV cargado estaba
seco, lo que concuerda con Mejia et al. [57] quienes reportaron que para especies
vegetales aromaticas secar el material a la sombra durante minimo diez dias,
genera un mayor rendimiento de obtencion del AE al reducir el contenido de agua
en la matriz, ademas que los aceites obtenidos tienen menor contenido de
monoterpenos [57].

3.2.1 Composicién de los AEs de LO quimiotipos timol y carvacrol.

En la tabla 6 se muestran los principales componentes que conforman la mezcla
del AE de LO para cada quimiotipo. Se encontr6é que para todos los AEs extraidos
siempre se mantuvo el mismo numero de componentes con diferencias en la
composicion. Sin embargo, la suma de la composicion del timol, carvacrol y sus
precursores biogenéticos p-cimeno y y-terpineno se mantuvo entre el 63y 64 % lo
cual concuerda con lo estudiado por Burt et al., quienes encontraron que la
composicién de estos cuatro compuestos en una especie de orégano griego
procedentes de diferentes regiones geograficas no variaba, sino que permanecia
estable en diferentes temporadas de cosecha. [32]. Como se observa en la tabla 3,
el timol y el carvacrol son los compuestos mayoritarios del AE, del cual se derivan

Sus quimiotipos.
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Tabla 3. Composicion tipica del AE
componentes con mas del 1% en peso.

de LO quimiotipos timol y carvacrol,

IR IR Quimiotipo timol Quimiotipo carvacrol
calcula | tedrico Compuestos
do * mg/ml % peso mg/ml % peso
992 991 B-Mirceno 0,66 1,3 0,72 14
1030 1025 p-Cimeno 2,24 4,5 5,43 10,8
1064 1060 y-Terpineno 1,09 2,2 1,76 3,5
1293 1291 Timol 27,66 55,0 3,30 6,6
1308 1299 Carvacrol 1,53 3,0 23,04 45,7
1443 1436 trans-a-Bergamoteno 2,62 5,2 1,26 2,5
1476 1461 allo-Aromadendreno 1,34 2,7 0,72 14
1520 1513 y-Cadineno 0,62 1,2
1610 1581 Oxido de cariofileno 0,56 1,1 1,22 2,4
1637 1640 epi-a-Cadinol, 0,55 1,1
Otros 20,0 18,4

* Media del valor de IR reportado por Zenkevich [56].

3.3 DESTILACION FRACCIONADA DEL AE DE LO

3.3.1. Pruebas de reproducibilidad.

Para las pruebas de reproducibilidad hechas con AE quimiotipo timol, se logré
colectar 3 fracciones mas la fraccion de fondo. De 10,00 + 0,02 g de AE cargado,
se pierden 0,61 + 0,19 g de AE. Esta cantidad representa un 6% del total del aceite
original. Estas pérdidas en el proceso de fraccionamiento ocurren por un lado debido
a que la succién creada por la bomba, arrastra las moléculas mas livianas a la
trampa de vacio y por otro a la cantidad de AE que se queda impregnada en las
paredes del equipo, tipico de un proceso discontinuo. En la tabla 4 se muestra la
masa de las fracciones colectadas de los experimentos de reproducibilidad junto
con la composicion de los componentes mayoritarios.

En las primeras dos fracciones se obtuvieron los compuesto de menor punto de
ebullicion como el p-cimeno, y-terpineno y el mirceno. Componentes que
corresponden a la familia de los monoterpenos, los cuales predominan en las

fracciones de los AEs separadas a bajas temperaturas de ebullicion (30-45 °C) [51].
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Tabla 4. Resultados de la composicion del AE de LO timol y fracciones obtenidas
por destilacion fraccionada. Condiciones: 7 Torr, 10 g de alimentacion. Total
experimentos: 6.

Cantidad de p-Cimeno | y-terpineno Timol Carvacrol
Fraccion |AE oth?mdo [% peso] [% peso] [% peso] [% peso]
Fraccion 1 0,8 +0,03 30,8+0,57 | 12,2+0,62 0,00 0,00
Fraccién 2 0,2+0,03 359+059 | 20,1+0,84 0,00 0,00
Fraccion 3 0,6 £ 0,07 10,1 +0,71 7,0+ 0,38 23,4+0,58 | 0,7+0,14
Fraccionde | 780,19 0,00 0,00 64,5+0,88 | 3,7+0,14
Fondo

El timol, fenilpropano de interés en este aceite, se logré separar en la tercera
fraccion colectada. Sin embargo, la mayor concentracion se obtuvo en la fraccion
de fondos, tal como en el AE de carvacrol del que se hablard mas adelante. En la
Figura 2, se presentan las composiciones de los cuatro componentes mayoritarios
del AE de LO quimiotipo timol, para cada una de las fracciones colectadas y del AE
antes de ser fraccionado con 55% en peso de timol. Ademas, se observa un
aumento en la concentracion del 16,4% en peso de timol en la fraccién de fondo.
En el anexo 4 se presentan los perfiles cromatograficos tipicos de los AEs de LO

quimiotipos timol y carvacrol junto con los de las fracciones obtenidas.

100

% Peso
N
o

F2

Fracciones de destilado

Figura 2. Distribucion de la composicion en las fracciones colectadas para AE de
LO quimiotipo timol a 7 Torr.
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3.3.2 Determinacién de la reproducibilidad y repetibilidad del sistema de
medicion

A partir de las pruebas anteriores se llevé a cabo un estudio de repetibilidad y
reproducibilidad, con el propdsito de hallar un sistema de mediciébn con un mayor
grado de concordancia entre experimentos y que permitié la validacion de la
metodologia de operacién del equipo de destilacién fraccionada, (Véase Anexo 5).
En la Tabla 5 Se muestran repetibilidad y reproducibilidad del sistema de medicién
de la temperatura maxima de calentamiento y de equilibrio alcanzadas en la primera
fraccion colectada.

Tabla 5. Reproducibilidad y repetibilidad del sistema de medicion del
fraccionamiento de LO.

temperatura de L
. o temperatura maxima de
Parametros equilibrio en la ;
s calentamiento del AE
fraccion 1
Repetibilidad r 2,97 3,43
Reproducibilidad R 1,57 2,22
Interaccion 4,60 3,90
r&R 5,69 5,65
% r&R 5,68% 5,65%

Se observa un porcentaje de relacion entre la repetibilidad y reproducibilidad (%r&R)
menor del 10% para ambas temperaturas, o que significa que el sistema de
medicion es aceptable segun lo reportado por Arbelaez et al. [52]. Por lo tanto, la
relacion operador/instrumento es la apropiada para la aplicacién del sistema de
medicion utilizado. Para ambas mediciones, se encontr6 que el valor de la
reproducibilidad es menor que el de la repetibilidad; esto indica que hay menor
variacion en las medidas sobre una misma lectura realizadas por los dos operarios.
Como la temperatura de equilibrio no varia para una respectiva fraccion entre
destilaciones, garantiza que los componentes que tengan puntos de ebullicion
cercanos a esta temperatura ebullan y asi se obtengan concentraciones estandares

de carvacrol o timol en la fraccién de fondo.
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL

3.4.1 Andlisis de varianza.

Se evalué la significancia estadistica de las interacciones de los parametros que
influyeron sobre la destilacion fraccionada de AE de LO quimiotipos timol y
carvacrol. Para esto fue necesario encontrar si el valor-p (significancia observada),
era menor que 0,05 para cada parametro e interaccion indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

A partir de los resultados experimentales se construyé una respuesta combinada
(Y) para la destilacion fraccionada de AE de LO para cada quimiotipo. La respuesta
combinada que mejor se ajustd para el quimiotipo timol esta conformada por: un 30
% de la concentracion de timol en la fraccién de fondo (Crr), 40 % del tiempo de
operacion (t) y 30% del rendimiento de recuperacion del timol en la fraccion de fondo
(R). R es una relacién peso a peso de la masa de timol en la fraccion de fondo sobre
la masa total de timol en todas las fracciones. En la Tabla 6 se muestra que la
concentracion inicial de timol en el AE, fue el parametro con mayor significancia
(valor-p<0,05), sobre la respuesta combinada del proceso de destilacion
fraccionada. ElI cambio en la varianza para la presién no fue suficientemente grande
comparado con el error experimental, para que fuese significativo sobre el
observable combinado. Pero, se observa que la interaccion entre la presion y la
concentracion inicial si present6 efecto.

Tabla 6. Analisis de varianza sobre la respuesta de la destilacién fraccionada de AE
quimiotipo timol.

Sumade Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
P 0,013 1 0,013 3,47 0,1118
Cit 0,082 1 0,082 22,05 0,0033
PP 0,109 1 0,109 29,32 0,0016
P Cir 0,045 1 0,045 12,11 0,0131
Cit Cit 0,178 1 0,178 47,97 0,0004
Error total 0,022 6 0,004
Total (corr.) 0,397 11

P: presién, Cir: concentracion inicial de timol en el AE.
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Para la respuesta combinada de AE quimiotipo carvacrol, no se tuvo en cuenta el
rendimiento de recuperacion de carvacrol en la fraccion de fondo, pues el valor de
esta variable resultante se mantuvo constante e igual a 1, debido a que este
componente no se encontré en las demas fracciones y se enriquecié solo en la
fraccion de fondo. La respuesta que mejor se ajustd para este quimiotipo tiene un
peso uno a uno de la concentracion de carvacrol en la fraccion de fondo (Crc) y el
tiempo de operacion (t). Como se observa en la Tabla 7 la presion y la concentracion
inicial de carvacrol en el AE cargado en cada destilacion, no presentaron
significancia sobre la respuesta combinada, comparada con el error experimental.

Tabla 7. Andlisis de varianza sobre la respuesta de la destilacion fraccionada de AE
quimiotipo carvacrol.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razoén-F | Valor-P

P 0,010 1 0,010 0,71 0,448
Cic 0,009 1 0,009 0,66 0,461
PP 0,024 1 0,024 1,72 0,260
P Cic 0,011 1 0,011 0,8 0,422
Cic Cic 0,031 1 0,031 2,16 0,215
Error total 0,057 4 0,014

Total (corr.) 0,169 9

P: presion, Cic: concentracion inicial de carvacrol en el AE.

3.5. MODELOS DE REGRESION.

Se ajustaron 120 modelos de regresion para el quimiotipo timol y 219 para el
quimiotipo carvacrol, que describieron la relacion entre la respuesta combinada y 7
variables predictoras constituidas por la concentracién inicial de los fenilpropanos
de interés en el AE, la presion de operacidon y las interacciones entre ellas. Se
escogieron aquellos modelos que presentaron el menor nimero de coeficientes de
regresion y el mayor R?ajustado. Para el quimiotipo timol Se seleccioné el modelo que
presento un valor de RZ%justado de 0,94 y con seis términos. En las Tablas 8 y 9 se
presentan los resultados experimentales y predichos por los modelos para cada

quimiotipo.
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Tabla 8. Resultados experimentales y predichos para la respuesta de AE quimiotipo
timol.

2 Cit Respuesta Y: ( 30% Crr + 30% R + 40% 1/t)
NE Presion [% c R " v v
[Torr] FT

peso] | [% peso] | [%] |[horas]| [exp] [pred]

1 3 55,0 62,4 0,74 4,8 0,31 0,34
2 7 55,0 66,1 0,97 6,2 0,48 0,48
3 7 55,0 63,2 0,98 5,3 0,49 0,48
4 7 55,0 64,7 0,97 7,1 0,45 0,48
5 7 55,0 65,0 0,97 6,0 0,47 0,48
6 11 55,0 62,3 0,61 11,3 0,10 0,08
7 9 56,5 77,0 1,00 4.8 0,67 0,70
8 8 46,8 79,8 1,00 3,8 0,75 0,98
9 5 57,1 81,2 1,00 4,0 0,76 0,73
10 7 47,9 62,5 1,00 4,5 0,53 0,54
11 4 44,5 53,5 1,00 2,0 0,70 0,69
12 5 55,3 68,0 1,00 6,1 0,53 0,51

NE: numero de experimentos, Cir: concentracion inicial de timol en AE, exp: experimental,
pred: predicho.

Tabla 9. Resultados experimentales y predichos para la respuesta de AE quimiotipo

carvacrol.

. Respuesta Y: (50% Crc + 50% 1/t)
NE Presion Cic c i Y Y
[Torr] | [%peso] FC

[Yopeso] [horas] [exp] [pred]
1 3 45,7 55,0 6,17 0,36 0,37
2 3 45,7 50,7 4,75 0,38 0,37
3 7 45,7 60,3 5,58 0,58 0,58
4 11 45,7 50,8 5,17 0,33 0,32
5 9 47,6 58,6 4,42 0,67 0,77
6 10 37,6 46,4 3,42 0,50 0,51
7 8 50,4 51,6 3,75 0,58 0,58
8 9 33,3 59,1 4,50 0,67 0,67
9 8 39,4 53,9 6,42 0,31 0,31
10 10 49,0 62,6 7,67 0,50 0,50
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A partir de los resultados de las tablas 8 y 9, se realiz6 un analisis sobre el valor
agregado del AE después del fraccionamiento, empleando como punto de partida
los precios de los AEs mas usados comercialmente por su contenido en timol y
carvacrol, como el AE de Thymus zygis con 50,4 % en peso de timol (81,62 ddlares
por kilogramo) y Origanum vulgare con composiciones entre 60-65% en peso de
carvacrol (45,57 dolares por kilogramo) [16]. Se encontré que para el AE de LO se
logra un incremento en el precio del 60% después de aumentar la concentracion en

estos dos componentes a partir de la destilacion fraccionada.

3.5.1 Validacion.

Una vez se obtuvieron los modelos se procedié a hacer la validacién de cada uno,
con el objetivo de conocer la capacidad prediccion de los modelos. El modelo para
el quimiotipo timol se validé logrando un R?ajustado de 0,98 y un valor de Q? de 0,70
que indica que hay un 30% de informacién que el modelo no logra predecir. Para el
quimiotipo carvacrol se logré obtener un modelo validado con un valor R?ajustado de
0,98 y un valor de Q? de 0,75. La Tabla 10 muestra los modelos que mejor se
ajustaron para los experimentos de AE quimiotipos timol y carvacrol; estos modelos
permitieron analizar la superficie de respuesta para cada uno e identificar las

regiones optimas de operacion.

Tabla 10. Modelos de respuesta propuestos.

QUIMIOTIPO MODELOS DE REGRESION
Y= 0,641 - 0,636*Cit + 3,151*P? - 5,424*P*Cit + 7,709*P*Cit? -
_ 5,091*Cit*P?
Timol

RMSEC: 3,54*10-4 R2=0,98

Q?=0,70 R2,=0,97
Y=-1,372 - 2,967*P*Cic + 8,166*P2 + 6,511*Cic? - 6,057*P3 -
4,418*Cic3
Carvacrol

RMSEC: 4,10*10-5 R2=0,99

Q2=0,75 R2, =0,98

40




El grafico de superficie de respuesta generado a partir del modelo para el quimiotipo
timol se muestra en la figura 3, llevado a cabo con la totalidad de experimentos,
con valores normalizados de los rangos establecidos en la metodologia. Alli se
observa la tendencia de obtener una mejor respuesta sobre el proceso de
fraccionamiento, cuando se destilan AEs con una concentracion inicial de timol alta
en el AE y se incrementa la presion; hasta llegar a un punto 6ptimo después del cual
la respuesta desciende. Este comportamiento indica que valores de presion
superiores al limite empleado en los experimentos, desfavorecen la respuesta del
proceso de fraccionamiento. Esto se debe a que aumenta el tiempo de operacion,
lo que implica un aumento en el gasto energético, disminuye la concentracion de
timol en la fraccion de fondo y disminuye la calidad del AE por sobrecalentamiento

del mismo.

104

Rendimiento

Respuesta combinada

Concentracion inicial

Figura 3. Superficie de respuesta del observable combinado Y del proceso de
destilacién fraccionada de AE de LO quimiotipo timol.
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Figura 4. Superficie de respuesta del observable combinado Y del proceso de
destilacion fraccionada de AE de LO quimiotipo carvacrol.

A partir del modelo encontrado para el quimiotipo carvacrol, se genero un grafico de
superficie de respuesta el cual se muestra en la figura 4. En esta se observa una
regién Optima entre los rangos trabajados de concentracion inicial del fenilpropano
en el AE destilado y la presion de operacién. Estas superficies de respuesta
permitieron visualizar el comportamiento del proceso de destilacidon fraccionada del
AE de LO y determinar las condiciones Gptimas de presion para los valores minimos
y maximos de concentracién inicial de los fenilpropanos de interés a los que se
aplicé el disefio experimental, ver tabla 11.

Tabla 11. Valores 6ptimos de presidn para la destilacion fraccionada del AE de LO
guimiotipos timol y carvacrol.

Quimiotipo timol Quimiotipo carvacrol
Min Max Min Max
Concentracion inicial del
44% % % %
AE. % Peso () 55% 33% 50%
Presion 6ptima, Torr 5 8 3 8
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3.6 EFECTO DE LOS PARAMETROS DE DESTILACION FRACCIONADA.

3.6.1 Efecto de la presion.

Para el AE de LO quimiotipo timol se encontré que la interaccion entre la presion y
la concentracion inicial del AE presentd efecto significativo sobre el observable
combinado segun lo indica el andlisis de varianza (ver tabla 6). Esto coincide con lo
observado en la superficie de respuesta, ver figura 3, donde se muestra que AEs
con concentraciones bajas, tienen una mejor respuesta del proceso de destilacion
para valores altos de presion y para AEs de concentraciones altas la presion se
incrementa hasta llegar a un punto éptimo, después del cual la respuesta desciende.
Para el AE quimiotipo carvacrol se puede llevar a cabo el proceso de
fraccionamiento en el rango de presion al cual se realizaron los experimentos,

alcanzando una mejor respuesta a presiones entre 3y 8 Torr.

En los experimentos con AE quimiotipo timol se observé que a una presion de 11
Torr, el tiempo de destilacion fraccionada fue de 11 horas, siendo el de mayor
duracion de todos los experimentos. Para altas presiones de operacion, por encima
del rango seleccionado, se necesita mayor energia térmica para calentar el AE,
elevandose la temperatura por encima de los 120°C, condicién no deseada para
mantener las propiedades cualitativas o fisicoquimicas del AE Segun lo reportado
por Lopes et al. [45]. Adema&s, periodos de tiempo largos, generan un alto costo

energético y pueden provocar la polimerizacién y descomposiciéon del AE [51].

3.6.2 Efecto de la concentracién inicial de timol y de carvacrol en el AE.

La concentracion inicial de timol en el AE alimentado, fue la variable que presento
un efecto significativo sobre la respuesta de destilacion fraccionada de AE de LO
quimiotipo timol. Esto debido a que la columna de destilacion SBD, tiene como
principio separar compuestos volatiles de bajo peso molecular, los cuales se
presentan en mayor proporcion en el AE de timol (ver Tabla 6). Estos compuestos
livianos segun su naturaleza quimica suelen ser los monoterpenos como el mirceno,
y-terpineno y el p-cimeno, componentes que se caracterizan por su bajo peso

molecular con respecto al timol y mayoritarios en las dos primeras fracciones segun
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los resultados de los experimentos. Ademas, se observa en la Tabla 8 que para una
concentracion inicial de timol en el AE de 57% se alcanza una concentracion en la
fraccion de fondos 81% en timol, siendo uno de los experimentos donde se logra la
mayor cantidad de este componente; esto implica el hecho de que en ese
experimento en la fraccion 1 se logré concentrar en un 42% en p-cimeno y 16% en
y-terpineno. Caso contrario para la concentracion inicial de carvacrol en el AE
alimentado, puesto que fue el factor con el menor efecto relevante como se puede

evidenciar en el andlisis de varianza (ver Tabla 7).
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4. CONCLUSIONES

La destilacion fraccionada de AE de LO quimiotipo timol, aplicando la técnica SBD,
logré la separacion del timol a partir de la tercera fraccion colectada y se obtuvo con
mayor concentracion en la fraccion de fondo. La mayor concentracién de timol
alcanzada en la fraccion de fondo fue de 81% en peso a una presion de 5 Torr. Para
el AE quimiotipo carvacrol se enriquecio solo la fraccién de fondos en carvacrol y la
mayor concentracion fue de 62% en peso, a una presion de 10 Torr.

La fraccion de fondo para ambos quimiotipos, resulto ser el 78% de la masa de AE
que se cargd en la destilacion fraccionada, siendo esta fraccion el producto de
interés. Se encontré que la masa de carvacrol en el AE cargado se mantuvo igual
en el producto, mientras que el timol presenté una disminucién del 6% en masa, la
cual corresponde a la obtenida en la tercera fraccién. A partir del fraccionamiento
se puede lograr un incremento en la concentracién hasta del 40% para el quimiotipo
timol y hasta un 26% para el quimiotipo carvacrol, utilizando los mejores valores de
presion encontrados mediante los modelos ajustados, para AEs de LO de plantas
nativas colombianas. Por todo esto fue posible estandarizar la composicion de los
AEs, lo cual permite ofrecer un producto que se ajuste a los requerimientos del
mercado y le da un valor agregado al aumentar el precio en un 60% de su valor
inicial.

Se ajustaron modelos de regresion, con una aceptable capacidad de prediccién de
los resultados del proceso de fraccionamiento del AE de LO. Estos modelos ofrecen
informacion sobre la concentracion del producto, aspectos econémicos
representados en el gasto energético y la calidad del aceite fraccionado. Las
superficies de respuesta representadas a partir de los modelos para los dos
quimiotipos trabajados, permitieron visualizar las regiones Optimas en el proceso de
destilacién fraccionada, para los rangos de concentracion en timol y carvacrol en los
AEs. Los resultados de este trabajo marcan la viabilidad del escalamiento de la
destilacion fraccionada de AEs de plantas nativas de Colombia con componentes

de interés comercial.
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ANEXOS

ANEXO 1. ESPECIFICACIONES DEL EQUIPO DE MICRODESTILACION
FRACCIONADA B/R INSTRUMENT 800 HIGH EFFICIENCY MICRO
DISTILLATIONS (EASTON, MD, EEUU).

Figura 1. Sistema de destilacion B/R Instrument 800
Consta de:

1. Manta de agitacion magnética.
2. Manta de calentamiento, conectada a un controlador que opera por porcentaje.
3. Baldn de alimentacién, 25 mL, con pozo u ubicacion para termocupla.
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. Termocupla para medir temperatura Tl'y T2 en la torre

5. Columna de destilacion fraccionada de vidrio dentro de la cual se encuentra una

banda rotatoria de teflon, que simula los platos o etapas de separacion. La
columna posee una longitud de 20 cm, 7 mm de diametro y 30 platos tedricos.

. Sistema de condensacion que opera con un bafio de enfriamiento, con agua y
propilenglicol.

. Valvula manual de paso, para tomar las muestras (Fracciones de destilado).

Reservorio de muestras, figura 2, con capacidad para 4 viales de 4mL.

Pinzas

/ metalicas
;‘Eﬁ/y Vialesde 4 mL —» D

L
[

l Tornillo de ajuste
de posicion

Figura 2. Reservorio de muestras de destilado

9. Sistema de vacio: bomba, valvulas de ajuste de presion y trampa de vapores.

/,Trampa de vapores

e
/v Bomba de vacio
o=

Valvulas de ajuste de presién

Figura 3. Sistema de vacio
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ANEXO 2. MOTAJE DE DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR.

Figura 1. Equipo de destilacién por arrastre con vapor, 0,4 m3.

1. Destilador: consta de un alambique o tanque cilindrico con capacidad de 0,4 m3,
donde se deposita el material vegetal (MV) a destilar, previamente picado; y por el
cual entra vapor sobrecalentado que penetra las paredes celulares del MV,
arrastrando consigo los metabolitos secundarios contenido en éste. En la parte
superior emplea una tapa y cuello de cisne que minimiza la condensacion de

vapores dentro del alambique.

2. Condensador: Es de tipo, tubos y carcasa. Por el cual pasa el vapor proveniente

del cuello de cisne y en donde se genera la transferencia de energia con el agua de

enfriamiento.

3. Vaso florentino: Sistema de vasos comunicantes donde se separa el aceite

esencial (AE) del vapor de agua condensada, proceso llevado a cabo por diferencia

de densidad.

Se usa el mismo montaje para el equipo de 1 m?
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ANEXO 3. METODO ANOVA UTILIZADO PARA REALIZAR EL ESTUDIO DE
REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD [45]

El estudio de repetibilidad y reproducibilidad debe iniciarse realizando un
experimento disefiado estadisticamente; cualquier tipo de experimento desarrollado

dentro de un proceso debe contener dos elementos:

» Partes o unidades del producto las cuales son seleccionadas por medio de un

muestreo aleatorio.

+ Cierto numero de operadores que se seleccionan aleatoriamente, estos
operadores son los encargados de realizar las mediciones sobre las partes varias

veces.
La Tabla de Anova para un sistema de medicidn es la que se muestra en la Tablal.

Tabla 1. Anova para un sistema de medicién con dos factores

Fuente de Suma Grados de _
o ) Cuadrados medios
variacion cuadrados libertad
_ SSA
Operador SSA a—1 MSA = a—1
~ SSB
Partes SSB b—1 MSB=+—7
MSAB = SSAB
Interaccion SSAB @-1)(b-1) T (@-D(b-1)
MSE = SSE
Error SSE ab(n — 1) “ab(n-—1)
Total SST N—-1

Donde: a es el numero de operadores, b es el numero de partes, n es el nimero

de medidas para cada parte por cada operador y N es el nimero total de datos.
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Después de obtener la Tabla del Anova, se procede a calcular la variacion del

sistema de medida, siguiendo los pasos:

1. La repetibilidad del sistema de medida dada por la ecuacion 1.
r = 515vVMSE (1)
2. El porcentaje de repetibilidad se calcula por medio de la ecuacion 2.
%r = %x 100 (2)
Donde T es la tolerancia de la caracteristica medida.
3. La reproducibilidad del sistema de medida [3] est4 dada por la ecuacion 3.

_ MSD—-MSAB
R= 515 =2 (3)

Nota: Si en algun caso el término de la raiz es un nimero negativo, entonces la

reproducibilidad es cero.

4. El porcentaje de reproducibilidad se calcula por medio de la ecuacion 4.
R
%R == x100 4)

Donde T es la tolerancia de la caracteristica medida.

5. La interaccién entre los operadores y las partes [3] se calcula por medio de la

[ = 5‘15 ’MSABn—MSE (5)

Nota: Si en algun caso el término de la raiz es un nimero negativo, la interaccion

ecuacion 5.

entre operadores y partes es cero.

6. El porcentaje de la interaccion entre los operadores y las partes se calcula por

medio de la ecuacion (6).
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%I = %x 100% (6)

Donde T es la tolerancia de la caracteristica medida.

7. La relacion entre la repetibilidad y la reproducibilidad esta dada por la ecuacion
7.

r&R = /(1)2+ (R)2+12 (7)

8. El porcentaje de la relacion entre la repetibilidad y la reproducibilidad esta dada

por la ecuacion 8.

%r&R = /(%r)%+ (%R)2 + (%I)2 (8)
9. Se interpretan los resultados aplicando los siguientes criterios:

* Si%r &R <10% el sistema de medicion es aceptable.

* Sil0% < %r &R <30% el sistema de medicion puede ser aceptable segun
Su uso, aplicacion, costo del instrumento de medicioén, costo de reparacion.

* Si%r&R>30% el sistema de medicion es considerado como no aceptable
y requiere de mejoras en cuanto al operador, equipo, método, condiciones,

etc.
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ANEXO 4. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL AE DE LO

ANEXO 4.1 Cromatograma del AE quimiotipo timol

6

T T T T T T T T T T T

20 25 30 35 40 45
Tiempo de retencion [minutos]

Figura 1. Perfil cromatografico tipico del AE de Lippia origanoides quimiotipo timol,
columna DB-5 (60 m), Donde: 1: a-Tujeno, 2: Mirceno, 3: p-cimeno, 4: y-terpineno,
5: Metil-eter timol, 6: Timol, 7: Carvacrol, 8: Istd, 9: trans-a-Bergamoteno, 10: allo-
Aromadendreno, 11: B-Bisaboleno, 12: oxido de cariofileno.

A continuacién se muestran los cromatogramas para cada fraccion de destilado (F1,
F2 y F3) y fondo (FF) obtenidas del fraccionamiento del AE de LO quimiotipo timol
a presion de 7 Torr. Se puede observar la diferencia en la composicion de las
fracciones, y como el timol (pico 6) eluye a partir de la tercera fraccion y se enriquece
en la fraccién de fondo. La intensidad de la sefial cromatografia se relaciona a la

cantidad masica de los compuestos en esa fraccion.
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ANEXO 4.2 Cromatograma del AE quimiotipo carvacrol

5
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Figura 2. Perfil cromatografico tipico del AE de Lippia origanoides quimiotipo
carvacrol, columna DB-5 (60 m), Donde: 1: Mirceno, 2: p-cimeno, 3: y-terpineno, 4:
Timol, 5: carvacrol, 6: Istd, 7: trans-a-Bergamoteno, 8: Allo-aromadendreno, 9: ar-
Curcumeno, 10: y-Cadineno, 11: oxido de cariofileno, 12: a-Cadinol.

Simultdneamente se muestran los cromatogramas para cada fraccion de destilado
(F1, F2 y F3) y fondo (FF) obtenidas del fraccionamiento del AE de LO quimiotipo
carvacrol a presion de 7 Torr. Para el caso del AE de LO carvacrol todo este
compuesto, se concentré en la fraccion de fondos. La intensidad de la sefial

cromatografia se relaciona a la cantidad masica de los compuestos en esa fraccion.
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ANEXO 5. METODOLOGIA DEL PROCESO DE DESTILACION FRACCIONADA

Para llevar a cabo el proceso de destilacion fraccionada se debe tener en cuenta,
gue la mayor parte de los componentes del equipo son de vidrio y teflon, por lo cual
se recomienda tener el mayor cuidad posible, al seguir el procedimiento descrito a
continuacion. Los valores reportados son los utilizados en este trabajo, por lo que
pueden variar, segun sean las condiciones estudiadas, o deseadas.

Recomendaciones iniciales:

La torre debe estar completamente limpia. Esta debe ser lavada y purgada con
solvente. Recuerde que si va analizar los destilados por una técnica sensible como
la cromatografia de gases, el solvente muy probablemente aparecera en los
cromatogramas o resultados obtenidos. Este lavado puede ser prolongado si se va

a utilizar el mismo AE.

Inicio:

1. Se enciende el bafio de enfriamiento, para que la temperatura disminuya, con
un set point en -2.0 °C, dependiendo de la especificacion del aceite esencial a
fraccionar, por ejemplo: Si tiene componentes muy livianos, que se puedan
succionar con el sistema de vacio. Se puede operar a una temperatura mayor,
si no hay componentes altamente volatiles.

2. Se adiciona el aceite esencial, AE en el balon de fondo redondo junto con una
barra de agitacion magnética, agitar 500 rpm, con el fin de homogeneizar la
temperatura en el alimento. Pesar el AE para hacer balance de masa al final de
la prueba.

3. Se pesan los viales previamente identificados y se ubican en el reservorio de
muestras. Marcarlos para no confundir a qué fraccion pertenecen.

4. Elreservorio de muestras, donde se recogen las fracciones destiladas, debe ser
ajustado suavemente; no apretar demasiado para no fracturar las partes.

5. Se montan en la torre, el balon y el reservorio utilizando las pinzas y aplicando

grasa de vacio en las uniones, garantizando asi su hermeticidad.
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6. Se enciende la bomba, oprimiendo el boton de encendido. Se ajusta la presion
de trabajo y se deja estabilizar durante 5 minutos.

Recomendaciones:

Una vez que la presion y la temperatura del bafio de enfriamiento se han
estabilizado, se inicia el calentamiento, y se toman datos cada 5 min como se
muestra en la Tabla 1. La presién se debe ir ajustando durante todo el proceso para

mantenerla en el valor deseado.

Para llevar a cabo la destilacion fraccionada, se debe realizar una prueba para
determinar las condiciones de operacién con el AE utilizado, es decir, como calentar

sin presentar inundaciones en la columna.

El AE no debe dar saltos bruscos durante su calentamiento en el balén, ya que
impregna las paredes de la columna y se modifica el principio de su funcionamiento.
Si esto pasa es porque se esta calentando muy rapido o no se esta agitando

adecuadamente.

Calentamiento:

7. Se inicia el calentamiento con un porcentaje de 15% y se aumenta 5% cada 20
minutos, todo esto siempre y cuando la temperatura 2, T2 permanezca
constante.

8. Se enciende el spinning cuando se observa un aumento de 1°C en la T2. Esto
se da, como consecuencia de que el vapor esta subiendo hasta la cabeza de la

columna.
En esta etapa, se empieza a formar un goteo muy lento en la lagrima azul.

Cuando T2 empieza a subir, es recomendable no aumentar mas la T1, para dejar

que se dé el equilibrio.

Conforme pasa el tiempo y T2 continla en aumento, se forma un goteo mas

acelerado, y en ocasiones, dependiendo de la composicion del AE, se logra ver un
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poco inundado en la parte de la valvula, esto debe ser debido al fraccionamiento, y
no a la inundacion en la columna, en la que se tiende a presenciar liquido en todas

las partes incluyendo en el condensador.

Toma de las fracciones:

9. Las fracciones se toman al alcanzar el equilibrio, esto es, cuando T1y T2 se
mantienen constantes por mas de 15 min. Para estar seguro, se aumenta 2% el

calentamiento y se verifica que efectivamente T1 y T2 no cambien.

Para tomar las fracciones se debe tener en cuenta que efectivamente sea el

equilibrio, luego:

10.Se debe abrir la valvula de reflujo, muy despacio, para no hacer cambios
abruptos de presion en el sistema. Es recomendable establecer una apertura
para todas las pruebas, delimitando un punto de referencia en la valvula, y

girando solo dos o tres vueltas.

Finalizacion de la prueba:

El proceso termina cuando se han obtenido las fracciones en el equilibrio
establecido. Se apaga el motor del spinning, la bomba de vacio, el bafio de

enfriamiento.

Dejar estabilizar la presién en la torre antes de desmontar las partes. Se puede abrir
toda la valvula de control de presion para hacer que el sistema vuelva a la presion

atmosférica.
Se deja escurrir por media hora el aceite que queda impregnado en la torre.

Se desmonta el balén y el reservorio de muestras. Se pesan lo viales y los fondos

que quedan en el balon.
Recomendaciones finales:

Lavar el balén inmediatamente después de terminada la prueba, con agua de jabon

y luego purgar con un poco de solvente.
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Si va a trabajar con el mismo AE, lavar la torre mé&ximo cada 5 pruebas ya que en
las paredes de la columna se quedan partes de AE, que se polimerizan con el
calentamiento. Es recomendable evitar estas impurezas, tanto para, la higiene de la
columna, la reproducibilidad en los resultados; como para la preparacion de las

muestras, que se veria antepuesta por un proceso de filtracion, si esto ocurriera.

Tablal. Toma de datos hasta la primera fraccion, de una prueba a 7 Torr.

Tiempo ,min | T1,°C T2,°C Presion, Torr Observaciones
0 22 19 7.02 6% Calentamiento
5 27 19 7.08
10 36 19 7.03
15 45 19 6.98
20 52 18 6.99
25 58 18 6.99
30 63 18 6.97 Encendido del spinning
35 67 18 7.04
40 70 18 7.01
45 73 19 6.98
50 75 19 7.04
55 77 20 7.02 15%
60 78 20 7.02
65 83 21 6.99
70 86 21 9.96
75 88 22 7.02
80 88 22 7.01 20%
85 90 24 6.98
90 91 27 7.00
95 93 33 6.97

100 94 37 7.02
105 94 39 7.02 25%
110 95 39 6.98
115 96 39 6.98
120 97 40 6.96 35%
125 97 40 6.94
130 99 41 7.00
135 100 41 6.98
140 101 42 6.97
145 101 43 7.00
150 102 43 7.00
155 104 45 6.98
160 104 45 6.97 37%
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165 104 45 7.00 F1

170 101 46 7.02 23 gotas

175 102 44 7.02 37 gotas

180 103 39 7.02 45 gotas

185 104 37 7.04

190 104 37 7.04 40%
Donde:

T1, es la temperatura medida en el balén de alimentacion, reportada en el

tester de temperatura.

T2, es la temperatura medida en la parte superior de la torre, o temperatura
promedio de la torre, reportada en el tester de temperatura.

F1, es la Fraccion de destilado 1, perteneciente al primer equilibrio alcanzado.

En donde se abre la valvula para tomar la fraccién
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