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[. RESUMEN

Se propuso la implementaciéon de un método para determinar la calidad
del aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia) aislando uno de los compuestos de
oxidacién (p-cimeno) por cromatografia en capa fina y cuantificindolo por
espectroscopia ultravioleta. La gran similitud entre las caracteristicas estructurales
del precursor (y-terpineno) y su producto de oxidacién no permitieron aislar
ambos compuestos, obteniéndose una sola mancha por cromatografia en capa fina.
Tomando en cuenta que el y-terpineno no absorbe en la region ultravioleta, se
trabaj6 con una mezcla de ambos en la posterior cuantificacion.

El método propuesto se evalud con respecto a parametros de repetibilidad
y reproducibilidad, compardndose con el método de referencia (cromatografia de
gases). Para este fin, se sometieron muestras del estandar y-terpineno a una
fotooxidaciéon con luz ultravioleta y se tomaron diferentes alicuotas, las cuales
fueron analizadas por ambos métodos. De esta forma se determiné que el método
de cromatografia en capa fina y espectroscopia ultravioleta (CCF-UV) es
reproducible (los ensayos presentan las mismas tendencias) mas no repetible (los
valores entre ensayos difieren), debido sobretodo a errores en la extraccion del
compuesto p-cimeno de la fase estacionaria. Asimismo, el método propuesto fue
equivalente estadisticamente al método de cromatografia de gases.

Se determinaron los limites de deteccién y de cuantificaciéon los cuales
fueron del orden de 10-lppm.

Finalmente se realiz6é un estudio cinético preliminar de la formacién de p-
cimeno, midiendo la concentraciéon de y-terpineno en muestras oxidadas de aceite
esencial de limén (Citrus aurantifolia) por cromatografia de gases. Se determiné la
constante de velocidad y el orden de reaccion, el cual fue igual a 2. El andlisis de
estas muestras por el método CCF-UV, revel6 que una reacciéon secundaria durante

la oxidaciéon consume el p-cimeno formado y por lo tanto el método es ttil para



muestras de reciente extraccion o destilacién que no hayan sido sometidos al efecto
de la luz y del aire del ambiente.

De acuerdo con los célculos realizados, este método redujo la inversion
para el andlisis del aceite esencial de limén en aproximadamente una quinta parte,

lo cual podria ser importante al querer montar una planta de extraccién.



II. INTRODUCCION

Las especies y sus principios saborizantes, los aceites esenciales, han sido
utilizados como saborizantes desde tiempos inmemoriales. Esta por demas
mencionar su amplio uso en perfumeria, cosméticos y perfumado de jabones. Los
aceites volatiles y sus compuestos aromaticos aislados sirven también para cubrir
olores de algtin modo objetables lo cual ha rentabilizado nuevos campos para los
fabricantes de otros materiales como el cuero. Algunos aceites volatiles son
antisépticos externos o internos méas o menos poderosos, otros poseen una accién
analgésica, hemolitica o antienzimdtica, y atn otros actdan como sedantes,
estimulantes y digestivos (1). Dependiendo de la calidad del aceite, esta la vida
atil del producto en el que éste se encuentra incluido.

Los aceites esenciales se constituyen de compuestos oxigenados y
terpenoides en su gran mayoria, y son estos tltimos los que determinan la calidad
del mismo, ya que a mayor cantidad de terpenos, menor es la calidad del aceite.
Esto se debe a que los compuestos insaturados son facilmente oxidables y
producen, compuestos de olores y sabores distintos, lo que altera las cualidades del
aceite en cuestion y da como resultado un producto no aceptable en el mercado. Es
por esta razén que la mayoria de aceites esenciales son '"desterpenizados" para
incrementar la vida ttil del mismo y asi mejorar su calidad, pero esto no siempre
es conveniente, ya que las caracteristicas organolépticas deseadas pueden
depender de estos compuestos (1).

El aceite esencial de limén (C. aurantifolia y C. latifolia) es uno de los mas
utilizados en la industria de alimentos y uno de los mas ricos en compuestos
terpenoides. El de mayor interés para este estudio es el y-terpineno el cual se
oxida muy facilmente por exposicién al aire a p-cimeno. Aunque el primero es un
compuesto minoritario, da como producto de oxidacién un compuesto estable y
poco volétil (punto de ebulliciéon del p-cimeno:176-178°C), lo cual permite su facil

determinacién y, ademads, es un indicador del estado de envejecimiento del aceite.



Debido a su cardcter aromético, el p-cimeno puede ser cuantificado por
espectroscopia ultravioleta.

La cromatografia de gases es la técnica utilizada comtnmente para
determinar el grado de oxidacién de un aceite esencial. Si bien es ampliamente
aceptada, el equipo y reactivos necesarios para determinar el grado de
envejecimiento de las esencias tiene un alto costo y no siempre se cuenta con ellos.
La falta de dicho equipo ocurre sobre todo en empresas que trabajan con estos
materiales para sus productos terminados, las cuales podrian requerir de una
prueba en sus laboratorios que les garantice el buen estado del aceite esencial.

Tomando en cuenta estos aspectos, se plante6 una prueba util y que no
requiriera de equipo de alto costo para el andlisis de una muestra de aceite de
limén (Citrus aurantifolia), utilizando la cantidad de p-cimeno presente en la
muestra como pardmetro para la determinaciéon de la calidad del mismo. Se
realiz6 el envejecimiento acelerado de un estandar de y-terpineno, exponiendo una
pequeia cantidad de éste a una fuente de luz UV y se tomaron muestras durante
72 horas para realizarles una cromatografia en capa fina y una cromatografia de
gases. Al identificar una de las manchas como p-cimeno, ésta se colect6 y filtr6é con
n-hexano para su posterior analisis de concentraciéon a través de una curva de
calibracion de absorbancia contra concentracién. De una manera similar, se
identific6 el pico correspondiente al p-cimeno en el cromatograma de gases y se
cuantificé con una curva de calibraciéon de area de pico contra concentraciéon. La
confiabilidad de la prueba fue dictaminada por la correlacion entre las
concentraciones obtenidas por el método propuesto y el método de referencia

(cromatografia de gases).



A.

III. ANTECEDENTES

CARACTERISTICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON (Citrus

aurantifolia v Citrus latifolia)

1. Produccion

El aceite de limon puede ser obtenido por prensado o por destilacion, y es
este tltimo el que se produce a mayor escala. Existen dos variedades de limén que
son importantes en la produccion del aceite de limén en Guatemala: el limén
criollo o mexicano (C. aurantifolia) y el limén persa (C. latifolia). El primero tiene
frutos pequefios, redondos de color verde o amarillo con muchas semillas; y el
altimo tiene frutos mas grandes, generalmente sin semillas (2).

El limén mexicano se cultiva en México, las Antillas y Pert y el limén persa,
en Brasil y Florida aunque éste es el que tiene la menor concentracién de los
compuestos organolépticos tipicos (2).

La mayoria de las 1200 toneladas métricas producidas anualmente son
destiladas. México (280 TM), Haiti (200 TM) y Pert (180 TM) son los maximos
productores. Brasil, Cuba, Costa de Marfil, Dominicana, Guatemala, Jamaica,
Ghana y Swazilandia también destilan aceite de limén. Brasil (90 TM), Estados
Unidos (40 TM) y México (25 TM) son los mayores productores de aceite por
prensado (3).

2. Caracteristicas del aceite destilado

Este se obtiene por destilacion por arrastre con vapor de agua de una
emulsion aceite-jugo que se obtiene al partir el fruto entero. El acido presente en el
jugo acttia sobre el aceite extraido de la cascara y altera sus caracteristicas. Los
componentes originales son modificados para formar una nueva serie de

compuestos (2).



El aceite de limoén criollo obtenido por destilacion, es incoloro o ligeramente
amarillo con un olor caracteristico el cual difiere del obtenido a partir de frutos
frescos por prensado. Posee las siguientes propiedades

d 0.856 - 0.865

n, 1.474 -1.478

o +34° - +45°

Contenido de compuestos carbonilicos (calculados como citral) 1.5% méximo

Residuo de evaporacion 2.5% maximo (2).

La ciclacién catalizada por acido y la deshidratacion del citral y del linalool
producen varios compuestos los cuales se encuentran en altas concentraciones y
contribuyen al aroma tipico del aceite destilado (1,4-cineol; 1,8-cineol; 2,2,6-

trimetil-6-viniltetrahidropirano y 2-(2-buten-2-o0l)-5,5-dimetiltetrahidrofurano) (2).

3. Caracteristicas del aceite prensado
Por prensado se obtiene el aceite raspando y perforando la cascara.

También se pueden cortar los frutos y la emulsiéon jugo-aceite obtenida se
centrifuga. Este aceite se caracteriza por su color amarillo a amarillo verdoso, con
un olor fuerte y caracteristico, parecido al del limén C. limonum 1, y por poseer las
caracteristicas siguientes,

d- 0.874 - 0.882

n, 1.482 -1.486

o +35° - +40°

Contenido de compuestos carbonilicos (calculados como citral) 4.5-9.0%

Residuo de evaporacion 8.0-13.5% (2)

L El limén persa y el criollo conocidos en Guatemala, son clasificados por su género y especie como limas en
los libros de Guenther [6] y Bower [2].



4. Aplicaciones

El aceite de limén es uno de los saborizantes mas importantes, utilizado
ampliamente en todo tipo de bebidas, refrescos en polvo y entabletados. También
se emplea en alimentos para hornear como pasteles, pastas, rellenos para pasteles,
confiteria, centros de dulces, gelatinas, helados, etc. Su uso se extiende a la
perfumeria, en la fabricaciéon de aguas de colonia y cosméticos a los cuales les
imparte una nota refrescante. Tiene importancia también en los productos de
limpieza (4).

Al aceite esencial de limén se le atribuyen propiedades curativas y se
emplea para disminuir la fiebre asociada con resfriados, amigdalitis y gripe, y
ayuda al sistema inmune. Disminuye la tos, la bronquitis y la sinusitis, asi como el
asma. Se emplea para mejorar los problemas de artritis, reumatismo y de mala

circulaciéon sanguinea entre otros (5).

5. Accién Farmacoldgica

Los aceites esenciales de Citrus tienen actividad antimicrobiana de amplio
espectro y repelente, ligera propiedad sedante, carminativa, diurética,
espasmolitica e hipnética [1]. Este aceite en especial es antiescorbutico, antiséptico,
antiviral, aperitivo, bactericida, febrifugo, restaurativo y ténico (5). El limoneno
que se encuentra presente en cantidades importantes en la cascara del fruto es un
expectorante. Este puede obtenerse por expresion en frio de la céscara, por el
proceso de esponja (écuelle a piquer) o mecanizado. El uso permitido de este aceite
de acuerdo al Vademecum de Prescripcion médica es en las siguientes proporciones:
jarabes, 65 ppm; bebidas no alcohdlicas, 230 ppm; productos horneados, 580 ppm;
caramelos, 1100 ppm; gomas de mascar, 1900 ppm [6]. En el anexo 1 se puede
observar las cantidades usuales de aceite esencial de limén que se afiaden a otra
clase de productos y las cantidades méximas que se permiten agregar a éstos.
Toxicologia: Algunos de los componentes del aceite esencial (como el bergapteno)

al exponerse al sol pueden desencadenar fenémenos de fotosensibilidad (6).



6.

Presencia de y-terpineno y p-cimeno en el aceite de limén

El contenido de y-terpineno en el aceite de limén depende de la especie y de la
época en que se coseche la materia prima, pero en general su contenido en el aceite
esencial prensado es de 1.3% y en el destilado es de 7.8% (7). La exposiciéon del
aceite a la luz y al ambiente provoca la oxidaciéon del y-terpineno a p-cimeno por un

mecanismo de reaccion radicalar:

S L

y-terpineno
p-cimeno
)

Esto se lleva a cabo con suma facilidad y el incremento de la concentracion del p-
cimeno en el aceite es uno de los responsables del cambio en las caracteristicas
organolépticas del mismo. Aunque el p-cimeno no sea el compuesto que
mayormente contribuye al olor en el aceite envejecido, puede ser un parametro
para indicar el grado de aceptabilidad de éste (8).

De acuerdo a estudios realizados con anterioridad, se tiene que el valor umbral
de p-cimeno aceptado en el aceite de limén es de 1% y que a concentraciones
mayores, las caracteristicas organolépticas ya no corresponden al estandar del

aceite (8).



B.

EVALUACION DE CALIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON (Citrus
aurantifolia)

El International Standard, en su seccion ISO 3519, especifica algunas
caracteristicas que debe tener el aceite esencial de limén [Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle] 4, obtenido por destilaciéon, con el propésito de facilitar su
evaluacion de calidad. Estas caracteristicas se presentan en la tabla del anexo 2.
Asimismo se describen los métodos para determinar la densidad relativa, el indice
de refraccion y la rotaciéon optica a 20°C. Ademads, indica los métodos
preestablecidos para medir el residuo de evaporacién y el valor carbonilico, asi
como el tipo de empaque, etiqueta, marcado y almacenaje que requiere el aceite
esencial. Finalmente presenta los cromatogramas tipicos de este obtenidos por

cromatografia de gases (ver anexo 3, figuras 3.a'y 3.b) (7).

ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES POR CROMATOGRAFIA EN CAPA
FINA

Wagner y Bladt reportaron los compuestos de los aceites esenciales que se
caracterizan por el método de cromatografia en capa fina [9]. De ellos, el tnico
presente en el aceite esencial de limon (Citrus aurantifolia) es el 1,8-cineol. El
sistema de solventes recomendado para el analisis y la comparacién directa de los
compuestos importantes de los aceites, fue tolueno-acetato de etilo (93:7). Se
propuso la exposiciéon de las cromatoplacas a la luz ultravioleta como método de
deteccién, asi como mezclas de 4cido sulfarico con anisaldehido o vainillina como

reveladores (9).

* En este texto el limon de esta especie es también considerado como lima.



D.

10

ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES POR CROMATOGRAFIA DE
GASES

En 1969, Abraham Lifshitz y sus colaboradores publicaron sus estudios
sobre la caracterizaciéon del aceite esencial de limon israeli y la deteccion de su
adulteraciéon por medio de la cromatografia gas-liquida. De esta forma lograron
caracterizar siete picos del cromatograma obtenido del aceite esencial. Estos
fueron el d-Limoneno, decanal (y/o linalool), acetato de linalilo, citronelol, acetato
de geranilo, neral y geranial (10).

De forma similar G. Ojeda de Rodriguez y colaboradores identificaron y
cuantificaron los componentes del aceite esencial de limén venezolano por HRGC
y GC-MS, empleando un estandar interno y factores de respuesta. El andlisis de
cromatografia de gases del aceite esencial de limén revel6 un total de 51
constituyentes de los cuales el compuesto mdas abundante fue el monoterpeno
limoneno (65,65%) y los principales aldehidos fueron geranial (1,43%) y neral

(0,87%) (11).

ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES POR ESPECTROSCOPIA
ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Levi y Laughton determinaron citral en té de limén y en aceites citricos por
condensacion con acido barbitarico. Mostraron que el aldehido a-f insaturado se
condensaba al ser tratado con acido barbittrico en solucién etandlica para producir
el 4cido citrilidenbarbitarico. El producto de esta reacciéon presentd una fuerte
absorbancia a 336 nm, y se pudo utilizar la intensidad de la banda observada a esta
longitud de onda para mediciones cuantitativas, bajo condiciones controladas. El

método se probd ttil para el proceso de control y evaluacion de calidad de los
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materiales en la industria de aceites esenciales, saborizantes y cosméticos, ya que
es altamente especifico, rapido, facil de ejecutar y requiere solamente una pequefia
cantidad de muestra y no de equipos ni reactivos especiales (12).

Stanley, Lindwall y Vannier realizaron simultdneamente un procedimiento
para determinar citral en aceite esencial de limén basado en el desarrollo de una
coloracién verde cuando el aldehido reaccionaba con vainillina y piperidina en una

solucién etandlica (12).

EL p-CIMENO Y LA OXIDACION DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON

Losing, Degener y Matheis investigaron el envejecimiento de aceites citricos
con la ayuda de la espectroscopia L.R. Esta se basé en la formacién de p-cimol (p-
cimeno) a partir de y-terpineno, la cual puede observarse claramente en un
espectro infrarrojo debido a sus bandas caracteristicas (1515 cm). Las muestras de
aceite se sometieron a un envejecimiento rapido con la ayuda de un sencillo
dispositivo de ensayo (ver anexo 4) y las muestras se analizaron tanto instrumental
como sensorialmente. De esto result6 la posibilidad de poder detectar claramente
la formacién de componentes "off-flavor" antes de que se alcanzaran los valores

umbral sensoriales(8).
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G. COMPARACION DE PRESUPUESTOS

La siguiente tabla presenta el calculo detallado del presupuesto que se requiere
para montar el método de andlisis del aceite esencial de limén por Cromatografia

de gases (CG):

Tabla-1: Presupuesto para el montaje de la técnica por CG.

DESCRIPCION COSTO (Q)

Cromatografo de gases HP 6890 modelo G1530 A con

detector de ionizacién de llama y columna siloxano 5%

pH ME 30m x 0.32mm x 0.25um 248, 754.00 2
Cilindro de hidrégeno 1, 945.39
Cilindro de aire 1, 945.39
Cilindro de nitr6geno 1, 945.39

(Duracion del anélisis : 1 hora, aproximadamente) 3

TOTAL 254, 590.14

® Fuente : Laboratorio INLASA.
2 Los valores indicados pueden variar con el precio del délar en Guatemala y con los impuestos de
importacion.
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La siguiente tabla presenta el célculo detallado del presupuesto que se requiere

para montar el método de andlisis del aceite esencial de limén por Cromatografia

en capa fina y espectroscopia ultravioleta:

Tabla-2: Presupuesto para el montaje de la técnica por CCF-UV.

DESCRIPCION COSTO (Q)
Espectrofotometro de UV-VIS Thomas Scientific 8405-
C15 44, 608.00 4
Lampara de U.V. 254nm 1, 588.00
Camara cromatografica (1 unidad) 1,152.35
Placas cromatogréficas con silicagel (25unidades) 1, 366.70
Microjeringa (10unidades) 833.60
Embudo de vidrio 18.00
Balén aforado de 10mL (10 unidades) 457.50
Micropipeta 0.75
Hexano (4L) 1,923.00
Acetato de etilo (4L) 318.00
p-Cimeno (100mL) 2,015.484
(Duracion del analisis: 1 h 45 min, aproximadamente)

TOTAL 53, 869.63

*Ver nota 2 en pagina anterior
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IV. JUSTIFICACIONES

Los andlisis de calidad para los aceites esenciales se realizan comtnmente
por cromatografia de gases. Aun cuando este método es considerado el mas
adecuado para analizar estos compuestos, el equipo y reactivos necesarios tienen
un alto costo y no siempre se cuentan con ellos o con el presupuesto necesario para
implementarlo. Es probable que con esta visiéon otros paises, como Alemania y
Canada, estén buscando nuevas alternativas para evaluar la calidad de aceites
esenciales (3 y12).

Es importante tomar también en cuenta que la cromatografia de gases no
tiene una respuesta lineal en todos los rangos de concentraciones por lo que en
algunos casos, se pueda requerir el empleo de otro método (13).

Tomando en cuenta estos aspectos se plantea un método practico a un costo
bastante menor de inversién para el analisis de una muestra de aceite esencial de
limén (y adaptable a otros aceites esenciales), el cual sea ttil y representativo de la
muestra que se analice. Este método presenta la ventaja de no requerir material
especial ni de alto costo, ya que la separaciéon del compuesto deseado se realiza por
cromatografia en capa fina y su cuantificacién por espectroscopia ultravioleta-
visible.

Aunque el andlisis de los mismos se podria realizar por otros métodos, se
escogid la cuantificacién de p-cimeno como pardmetro de calidad, ya que este
compuesto es estable, poco volétil y proviene tinicamente de la oxidacién del y-

terpineno.
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V. OBJETIVOS

A. GENERALES

1. Establecer un método que utilice cromatografia en capa fina y espectrometria
de UV/VIS para determinar la calidad del aceite esencial de limén (Citrus

aurantifolia), el cual sea equivalente a la cromatografia de gases.

B. ESPECIFICOS

1. Oxidar aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia) y un estandar de y-terpineno

promoviendo el envejecimiento por exposicién a una lampara de luz blanca.

2. Separar e identificar por cromatografia en capa fina, el compuesto p-cimeno,

producto de la oxidacion del y-terpineno.

3. Cuantificar por espectrometria de UV /VIS el p-cimeno.

4. Comparar los resultados obtenidos con el método propuesto con la técnica de

cromatografia de gases.

5. Estudiar la cinética de forma preliminar de la oxidacion del y-terpineno a p-
cimeno en una muestra de aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia) con el

método propuesto
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VI. HIPOTESIS

Es posible determinar por Cromatografia en Capa Fina y Espectroscopia
ultravioleta-visible, la calidad del Aceite Esencial de Limén (Citrus aurantifolia)
utilizando como parametro la concentraciéon de p-cimeno en el aceite como método

alterno a la cromatografia de gases.



A.

B.
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VII. MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO

1. Muestra
La muestra fue constituida por una muestra de aceite esencial de limén (Citrus
aurantifolia) destilado, el cual proviene de la empresa George Uhe Co, Inc. Cuyo

representante para Guatemala es la empresa APAESA y un estandar de y-

terpineno producido por ALDRICH &Co.

RECURSOS

Humanos
Estudiante investigadora: Claudia Alejandra De Leén Solis
Asesor: MSc. Adolfo Leén Gross
Asesor: PhD. Oscar Cébar Pinto

Fisicos

Reactivos
Estandar de p-cimeno (Aldrich, 98%)
Estandar de y-terpineno (Aldrich, 97%)
Hexano
Tolueno
Acetato de etilo

Yodo metélico

Placas cromatograficas
Silica gel GF-254 para cromatografia en capa fina

Placas de vidrio



Equipo y cristaleria
Tubos de ensayo con tapa de rosca
Lampara de luz U.V. 254nm
Camara cromatografica
Probeta de 25mL
Microjeringa de 10puL
Cuchilla
Espatula
Embudo de vidrio pequefio
Balones aforados de 10mL
Micropipetas
Espectrofotémetro Cary 50 de UV-VIS
Cromatografo de gases Hewlett Packard

Desecadora

Otros
Fibra de vidrio

Lampara de escritorio

Bombilla de luz negra de 25W

Institucionales
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Departamento de Fisicoquimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,

USAC.

Unidad de Anélisis Instrumental, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,

USAC.

Departamento de Toxicologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,

USAC.

Laboratorio de Analisis Quimico, Universidad del Valle de Guatemala.
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Laboratorio INLASA

Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC
Biblioteca de la Universidad del Valle de Guatemala

Aromas, Perfumes y Aceites Esenciales, S.A. (APAESA)

Metodologia

Determinacién del sistema cromatografico

Para determinar la mezcla de solventes mas adecuada para el aislamiento de
este compuesto se realizaron pruebas de ensayo-error utilizando diferentes fases
moviles y como Unica fase estacionaria, silica gel. Para estas pruebas se utilizaron
como agentes reveladores, una lampara de luz ultravioleta de 254nm de longitud
de onda y vapor de yodo los cuales permitieron observar claramente la resolucién
de la cromatografia. Se aceptarfa la mezcla de solventes que permitiera la
obtencién de una sola mancha aislada de p-cimeno tanto en el estandar como en el
aceite esencial de limon (Citrus aurantifolia).

Se realiz6 en los ensayos preliminares, una cromatografia de gases de la
mancha aislada par verificar que se constituyera tnicamente del compuesto p-
cimeno.

Al haber determinado la mezcla de solventes ideal, se tomé una alicuota de
1uL del aceite y se coloco sobre una placa cromatografica elaborada de silica gel
con un soporte de vidrio. Asimismo, se colocé una muestra de p-cimeno y de y-
terpineno estandar para identificar la mancha del compuesto en la cromatografia
que se desarrollaba. Se utilizaron 30mL de la fase movil determinada para
desarrollar la placa con la muestra y el estdndar en una camara cromatografica
para placas de 20 X 20 cm. Se dej6 que el frente del solvente alcanzara los 18 cm

desde el punto de aplicacién de las muestras.
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La placa ya desarrollada se dej6 secar y luego se colocé bajo una lampara de
luz U.V. Inmediatamente, se marcé con lapiz la mancha que correspondi6 en el
aceite al compuesto p-cimeno.

Oxidacion del estandar de y-terpineno®.

Se expusieron 4 muestras de estandar de y-terpineno en diferentes tubos de
ensayo con tapa de rosca, al efecto de una radiacién de luz durante 312 horas. La
fuente de luz fue una bombilla de luz negra (ultravioleta) la cual se hizo incidir
dentro de una cdmara de oxidacion (ver anexo 4). Cada muestra fue extraida de la
cdmara de oxidacién a diferente tiempo (72, 144, 240 y 312) y se guardé una sin
exponer (t=0). Se tomaron alicuotas de cada tubo, las cuales fueron
cromatografiadas con el sistema determinado anteriormente.

Se cort6 la porcion de silica gel que contenia la mancha de p-cimeno
encontrada en el estdindar de y-terpineno oxidado y se colocé cuidadosamente
sobre un embudo previamente saturado con fibra de vidrio. Se extrajo el
compuesto con hexano dentro de un balén aforado de 10 mL.

Para la cuantificacion se determiné primeramente el maximo de absorcion del
p-cimeno en el espectrometro de UV-VIS Cary 50, realizando un barrido a una
soluciéon de éste. Luego se hizo una curva de calibracién (absorbancia contra
concentracién) con soluciones estandares de p-cimeno, leidas a la longitud de onda
encontrada previamente. Para esto se pes6 0.10-0.15g de p-cimeno en un balén
aforado de 25mL y se aforé con hexano. A partir de esta soluciéon patrén, se
prepararon cinco estandares con concentraciones entre 0.5 y 200ppm.

Finalmente se ley6 la muestra eluida y se calcul6 su concentracion de acuerdo a la
ecuacion de calibracién.

El procedimiento total se repiti6 tres veces con el fin de realizar un célculo de
desviacion estandar y tomar como valor de concentracion en cada tiempo, el

promedio obtenido de las tres mediciones.

> ver en el anexo 5 el diagrama del procedimiento.
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Después de analizar el contenido de cada tubo de ensayo a un tiempo

determinado, éste fue desechado.

Cromatografia de gases

Se tomo6 una alicuota del estandar de y-terpineno sometido al envejecimiento
para ser analizado como por cromatografia de gases. Las condiciones de operaciéon
del cromatégrafo de gases se describen a continuacién a continuacion:
Alicuotas de 0.4 pL se inyectaron en un cromatografo de gases (HP-5890) equipado
con un inyector split/splitless, operando en modo split, a una temperatura de
240°C. La separacion de los compuestos se realiz6é en una columna SPB-5 de 30m
de longitud, 0.53mm de didmetro interno y 0.5um de espesor de pelicula y se
utiliz6 nitrégeno como gas portador. Se empledé un detector FID a 300°C y la
temperatura de la columna se programoé para que se mantuviera en isoterma a
60°C por 5 minutos, luego una rampa de 60 a 255°C a una velocidad de 10°C/min,
temperatura a la cual se mantuvo por 56 minutos mas.
Las areas de las alicuotas se compararon contra una curva de calibracién similar a
la descrita en el apartado b) para calcular las concentraciones de p-cimeno por este

método.

Evaluacion del método.

Debido a la naturaleza de la prueba y de la muestra que se analiza, la
evaluacion fue determinada en primera instancia por la repetibilidad, la
reproducibilidad, un perfil de precisién, la cantidad minima detectable y la
cantidad minima cuantificable del aceite esencial.

La repetibilidad se determiné calculando el promedio y la desviaciéon estandar de
seis alicuotas que se tomaron al tiempo t= 312 horas en uno de los estudios que se
realizaron. Se eligio este tiempo ya que se esperaba que esa muestrea contuviera la
mayor cantidad de p-cimeno. El coeficiente de variacién de acuerdo al método

utilizado no debia ser mayor al 3%.
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La reproducibilidad se determiné realizando tres procesos de oxidacién con
tres muestras del estdndar de y-terpineno (por conveniencia).
El perfil de precisién se determiné tomando alicuotas en los tiempos t = 0, 7, 32, 48
y 72 de los estudios que se realizaron y calculando la linealidad entre los
coeficientes de desviacion estdndar y los promedios de las concentraciones

obtenidas. El coeficiente de variacion se calculd en este caso de la siguiente forma:

S

CV = _
X

Para los limites de deteccién y cuantificacién se leyeron 10 muestras blanco

distintas y se calcul6 su desviacion estandar. El limite de deteccion y el limite de

cuantificacién se calculé como sigue:

_ Xbl +3S LC - Xbl +10S
m m

LD

donde XbI es el promedio de lecturas de las muestras blanco y S es la desviacion
estdndar de las lecturas de los blanco y m es la pendiente de la curva de calibracién
(14).

Con los datos de las curvas de linealidad obtenidas por la cromatografia de
gases y por espectroscopia ultravioleta-visible, se realiz6 una prueba de
colinealidad para determinar si los dos métodos son equivalentes o no, de acuerdo

a las siguientes hipétesis:

Ho: bl=b2
Ho: al=a2

El analisis estadistico en ambos casos fue la prueba de t de Student. Si los
estandares eran los mismos, se realizaria una prueba de t de Student pareada.

Se realizé un andlisis de correlacién con los mismos datos, colocando en el eje
X las concentraciones reportadas por el método de cromatografia de gases y en el
eje Y, las concentraciones reportadas por el método de espectroscopia ultravioleta-
visible. Se evalu6 el coeficiente de correlaciéon por medio de t de Student y se

probd la hipétesis:
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Lo cual confirmaria la igualdad entre los métodos o estableceria las diferencias
entre ellos.

Asimismo se hizo un analisis de correlacién de concordancia (rc) donde

Ie= G124+ G 22-(G1-2)2

G 12+ G 22 - (YV1-VY2)?

Se aceptaria la correlaciéon de concordancia como valida si el valor de r. era
superior a 0.75.
Finalmente se hizo un analisis descriptivo (comparativo) entre los resultados

de todos los aspectos que se analizaron en la evaluacion.

Estudio cinético preliminar

Para este efecto, se someti6é una serie de muestras del aceite esencial de limén
(Citrus aurantifolia) al envejecimiento acelerado como se describi6 en el inciso b). Se
tomo6 una alicuota a las 7, 32, 48 y 72 horas a las cuales se les analizé su contenido
de p-cimeno con el método propuesto y se analiz6 la muestra al tiempo 0 (para
determinar su concentracion de p-cimeno inicial).

Los datos obtenidos se analizaron para determinar el orden y la constante de
velocidad de la reaccién y si el orden era sencillo, entonces se calcularia la vida

media del compuesto en el aceite.
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VIII. RESULTADOS

A. EVALUACION DEL METODO PROPUESTO DE CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA Y ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

Tabla-3: Lecturas de absorbancia de 10 muestras blanco para la determinacion de los

limites de deteccion y de cuantificacion del método (A=265nm).

ENSAYO ' | ABSORBAN
CIA
1 0.0002
2 0.0004
3 0.0004
4 0.0004
5 0.0004
6 0.0004
7 0.0005
8 0.0005
9 0.0005
10 0.0005

Tabla-4: Determinacion de los limites de deteccion y de cuantificacion del método.

PARAMETRO CALCULO VALOR
Desviacion estandar s 9.18937E-05
Limite de deteccion | (Xbl + 3s)/m 0.23345 ppm

Limite de (Xbl +10s)/m | 0.44931 ppm
cuantificacion

! e utilizé n-hexano como blanco del método



Tabla-5: Analisis de reproducibilidad del método.?

MUESTRA | TIEMPO CONCENTRACION (g/100mL)3 S
(horas) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Tubo 1 0 1.18 0.36 1.38 0.5404936
Tubo 2 72 4.51 231 3.80 1.12280898
Tubo 3 144 6.27 5.53 4.96 0.65683585
Tubo 4 240 21.54 20.72 22.70 0.99485342
Tubo 5 312 25.07 2471 24.96 0.18448125

Tabla-6: Analisis de repetibilidad del método.

ENSAYO | CONCENTRACION*
(gp-cimeno /100mL)
1 23.12
2 21.96
3 22.98
4 24.90
5 25.07
6 24.71
7 24.96
Promedio 23.96
D. STD. 1.24794116
C. V. 5.2091%

25

2 Ver el Ver el informe dado por la Unidad de Biometria y Estadistica de la Facultad de CCQQ y Farmacia en

el anexo 6.

3 Ver los reportes obtenidos por el espectrofotémetro de ultravioleta-visible CARY50 en el Anexo 7.
* Ver el reporte obtenido por el espectrofotémetro de ultravioleta visible CARY-50 en el Anexo 8y se
tomaron en cuenta las concentraciones obtenidas en los tres ensayos anteriores.
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Tabla-7: Comparacion del método propuesto (CCF-UV)
con el método de Referencia (CG). ®

CONCENTRACION
TIEMPO | (gp-civeno /100mL)
(horas) Método Método GC*
CCF-UV

0 0.97 0.75

72 3.54 437
144 5.59 6.63
240 21.65 38.12
312 2491 36.52

Cccruv’” = 1.05056282 + 0.59563822 Cgc $
r = 0.99020689
Pruebas de hipétesis
1. Ho: b=1 t=-0.0062
p=0.9954

Ho se acepta

2.Ho:a=0  t=0.9075
p=0.4310

Ho no se rechaza

5 Ver el informe dado por el Departamento de Biometria y Estadistica de la Facultad de CCQQ y Farmacia en
el anexo 9.

® Ver los cromatogramas obtenidos en el anexo 10.

’ Concentracion obtenida por el método de cromatografia de Gases

® Concentracion obtenida por el método de cromatografia en capa fina y espectroscopia ultravioleta



Tabla-8: Perfil de precision del método propuesto (CCF-UV).
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MUESTRA | ENSAYO | ENSAYO | ENSAYO | PROMEDIO | DESVIACION | COEFICIENTE
1 2 3 ESTANDAR | VARIACION
Tubo 1 1.18 0.36 1.38 0.97 0.54 55.53
Tubo 2 4.51 2.31 3.80 3.54 1.12 31.72
Tubo 3 6.42 5.53 4.96 5.64 0.74 13.05
Tubo 4 21.54 20.72 22.70 21.65 0.99 4.59
Tubo 5 25.07 24.71 24.96 24.91 0.18 0.74

Graéfica-1: Perfil de Precision.

—e— Precision

100

200

300

Tiempo (horas)

400
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B. DETERMINACION DE LA FASE MOVIL MAS ADECUADA PARA
AISLAR EL p-CIMENO

Tabla-9: Resultados de relacion de frente (Rf) de y-terpineno, p-cimeno y una mezcla de

ambos en diferentes fases moviles.

FASE MOVIL RELACION DE FRENTE
y-Terpineno p-Cimeno | y-Terpineno en | p-Cimeno
estandar estandar mezcla en mezcla
Hexano-Acetato
de etilo (7:3) 0.91 0.93 0.92 0.92
Hexano-Acetato 0.87 0.88 0.87 0.87
de etilo-Metanol
(21:9:5)
Hexano 0.69 0.68 0.67 0.69
Hexano-Pentano 0.58 0.49 0.58 0.47
(1:1)
Tolueno 0.49 0.52 0.49 0.51
Tolueno-Acetato
de etilo (93:7) 0.85 0.83 0.84 0.84

Grafica-2: Cromatograma de la mancha aislada por cromatografia en capa fina en una

muestra de aceite esencial de limon (Citrus aurantifolia).
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C. DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA DE MAXIMA

ABSORCION DEL p-CIMENO Y DEL y-TERPINENO.

Grafica-3: Espectro de absorcion de los compuestos y-terpineno y p-cimeno en la region

entre 220 y 400nm.
[ | |
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=
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Tabla-10: Picos de absorcion del p-Cimeno.

LONGITUD DE | ABSORBANCIA

ONDA

273.0 1.2630
267.1 1.1131
265.0 1.1219

259.0 0.8547
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D. ESTUDIO CINETICO PRELIMINAR DE LA OXIDACION DEL ¢v-
TERPINENO EN ACEITE ESENCIAL DE LIMON (Citrus aurantifolia).

Tabla-11: Cuantificacion de p-Cimeno producido por oxidacion de Aceite esencial de limon

(Citrus aurantifolia) por el método propuesto (CCF-UV).

MUESTRA? TIEMPO CARACTERISTICAS CONCENTRACION
(horas) gp-CIMENo/IOOmL 10
Tubo 1 0 Liquido fluido, incoloro con 4953

olor fuerte a limén,

ligeramente soluble en hexano

Tubo 2 24 Liquido fluido, incoloro con 32.24
olor fuerte a limén,

ligeramente soluble en hexano

Tubo 3 48 Liquido fluido, incoloro con 14.96
olor fuerte a limén,

ligeramente soluble en hexano

Tubo 4 72 Liquido menos fluido que la 14.37
muestra anterior, amarillento
con olor parecido a limén,

poco soluble en hexano

Tubo 5 96 Liquido viscoso, amarillento 12.04
con olor parecido a limén,

poco soluble en hexano

Tubo 6 168 Liquido viscoso, amarillento 9.70
con olor leve a limén, poco

soluble en hexano

Tubo 7 192 Liquido viscoso, amarillo con 4.40
olor muy leve a limén, poco

soluble en hexano

® La muestra corresponde a un aceite esencial de limén destilado de la empresa George Uhe Co, Inc., cuyo

representante para Guatemala es la empresa APAESA.
1%°Ver el reporte obtenido con el espectrofotémetro ultravioleta visible CARY50 en el anexo 9.



Tabla-12: Cuantificacion de y-Terpineno por el método de referencia (GC).

MUESTRA TIEMPO CONCENTRACION
g, TERPINENG/100mL 11
Tubo 1 0 29.25
Tubo 2 7 25.65
Tubo 3 32 23.83
Tubo 4 48 23.09
Tubo 5 72 21.94

Tabla 13: Valores para la determinacion del orden de reaccion.

TIEMPO | CONCENTRACION (C) LnC 1/C
0 29.25 3.37587957 | 0.0341880
7 25.65 3.24454357 | 0.0389864
32 23.83 3.17094529 | 0.0419639
48 23.09 3.13939962 | 0.0433088
72 21.94 3.08831145 | 0.0455788

1 ver el reporte obtenido con el cromatografo de gases Hewlett Packard en el anexo 10.
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Tabla-14: Valores de las constantes para n=1 y n=2.

ORDEN k INTERCEPTO r
1 0.00347383 3.31428359 -0.92123149
2 0.0001393 0.0363754 0.93681766

Grafica-4: Comportamiento cinético de primer orden.
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Grafica-5: Comportamiento cinético de segundo orden.
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Grafica-6: Comportamiento polinomial de la descomposicion.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Wagner (9) y otros como Kirchner, Miller y Keller (15) listan diferentes fases
moviles para separar los compuestos de los aceites esenciales citricos. Debido a
que uno de los objetivos del estudio era aislar el compuesto p-cimeno por
cromatografia en capa fina, se realizaron ensayos de prueba-error para determinar
cudl era la fase movil mas adecuada para este efecto utilizando ambos estdndares.
El anélisis preliminar de las estructuras de los compuestos, permitia esperar que
esta separacion no fuera facil. De hecho, se requirié de dos métodos de revelado
para poder distinguir en una mezcla la mancha correspondiente al p-cimeno y al y-
terpineno. Debido a que este altimo no cuenta con dobles enlaces conjugados, su
absorciéon en la region ultravioleta no es significativa (ver grafica 3 de los
resultados). De esta forma, con una ldmpara de luz ultravioleta de 254nm, era
posible identificar el p-cimeno y luego por sometimiento de la placa a la presencia
de yodo en una camara, se podia identificar el y-terpineno. En ningtn caso se
obtuvo una separaciéon verdadera de ambas sustancias como se puede apreciar en
la tabla 9 de los resultados. El revelado con yodo, mostré una sola mancha,
correspondiente a la mezcla de compuestos, la cual contenia la mancha
identificada como p-cimeno con luz UV. Con la imposibilidad de poder separar
ambas sustancias por un método de cromatografia sencillo, se opt6 por trabajar con
la mezcla, tomando en cuenta que el y-terpineno no absorbe significativamente en
la region ultravioleta y por lo tanto no interfiere en la cuantificacion posterior del
p-cimeno. Sin embargo, se tom6 como referencia la mancha obtenida con la
deteccion por exposicion a luz ultravioleta 254nm, ya que de esa forma se
identific6 de mejor manera el p-cimeno y se evité problemas de traslape con otras
manchas, sobre todo en las muestras de aceite esencial. Aunque de acuerdo a la
tabla 3 de los resultados, la mezcla mas adecuada para separar los compuestos es la
de hexano-pentano (1:1), esta fase moévil no presentaba resultados favorables con el

aceite esencial de limén. Otros de los compuestos presentes en el aceite esencial se
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traslapaban con el p-cimeno disminuyendo la resolucién de la cromatografia. Por
esta razon la fase moévil elegida fue la mezcla hexano-acetato de etilo (7:3), la cual
mostré una mejor resolucion en la separacion de los compuestos al ser revelados
con luz ultravioleta. La grafica 2 de los resultados muestra el cromatograma de la
mancha aislada con esta fase movil y es evidente que se compone tnicamente de
los dos compuestos mencionados.

Se oxidaron muestras de aceite esencial de limon (Citrus aurantifolia) y de
estindar de y-terpineno para cuantificar el producto de oxidacién p-cimeno
utilizando cromatografia de gases en ambas, y el método propuesto de
cromatografia en capa fina y espectroscopia ultravioleta solamente con la muestra
del estdndar. Se monitore6 la temperatura dentro de la cdmara para la oxidacion
acelerada, la cual se mantuvo entre 24°C y 27°C para evitar que otros factores
interfirieran en el desarrollo de la reacciéon. En algunos tubos, sobre todo los que
estuvieron mayor tiempo expuestos a la radiacion, se pudo observar una pequefia
cantidad de agua en el fondo del tubo, verificando asi parte del mecanismo de
reaccion propuesto por Losing (8). Estas observaciones permiten a la vez detectar
algunos factores que se deben tomar en cuenta con respecto al manejo de las
muestras de aceite esencial: la cdmara de aire que se deja dentro del envase debe
ser la minima, el envase debe estar debidamente sellado para evitar que se
introduzca aire dentro del recipiente y por tultimo es preferible que la muestra no
se agite para evitar que el aire que atin permanece dentro del recipiente esté en
mayor contacto con el aceite.

Debido a que se deseaba implementar un método alternativo para el andlisis
de calidad del aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia), era necesario
compararlo con el método estandar que se utiliza actualmente, la cromatografia de
gases. Para este efecto, se analizaron muestras de estindar de y-terpineno oxidado
por ambos métodos, con el fin de determinar la diferencia entre las concentraciones
obtenidas. Debido a que el andlisis por cromatografia de gases tiene un costo

elevado, solamente una serie de muestras del estdindar fue analizada por este
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método. Esto no permitié6 que se pudiera realizar un anélisis de colinealidad y
correlaciéon de concordancia como se habia propuesto en primera instancia. La
evaluaciéon del método consté entonces tnicamente de la determinacién de la
cantidad minima detectable y cuantificable, la reproducibilidad, la repetibilidad y
la realizacion de un perfil de precisiéon. De acuerdo a la tabla 4 de los resultados,
los valores de los limites de deteccion y de cuantificacion son 0.23345 y
0.44931ppm, respectivamente. Cabe notar que estos resultados estan ligados al
método de espectroscopia ultravioleta y no dependen de la cromatografia en capa
fina.

Para el analisis de reproducibilidad, se realizé un andlisis de la varianza
(ANOVA), debido a que durante la oxidacién del estandar se esperaba que
aumentara la concentracién de p-Cimeno, la respuesta con respecto el tiempo debia
cambiar, no asi la respuesta entre ensayos. El andlisis mostré que el método es
reproducible en el rango de concentraciones analizadas ya que el valor “p” entre
ensayos (igual a 0.0778) es inferior al valor critico (igual a 0.05) por lo que se
concluye que no existe diferencia entre éstos.

El anélisis de repetibilidad del método muestra que entre ensayos, el valor de
la desviacion estandar es aceptable como lo indica la tabla 6 de los resultados. En
cambio, el coeficiente de variacién, cuyo valor es igual a 5.21 %, estd por encima
del valor 3.5% aceptado (16). Esta diferencia pudo deberse a errores
indeterminados y al raspado del compuesto en la cromatoplaca. Ademas, es
posible que una pequefia proporciéon del compuesto permaneciera adsorbida en la
fase estacionaria cuando éste se recuperé en hexano, lo cual pudo acarrear fuentes
de error (17).

Finalmente, a partir del perfil de precision (tabla 8 y gréfica 1 de los
resultados), se observa que el método es preciso a medida que incrementa la
concentracién de p-cimeno pues presentan valores de coeficientes de variacién mas
bajos.

La comparacion entre ambos métodos revel6 que las hipétesis:
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Ho:b=1 y Ho:a=0
no se rechazan (valores “p”), aunque los valores a simple vista, son diferentes
(tabla-5 de los resultados).

El aceite esencial de limén producido en Guatemala es obtenido por medio
de la destilacién de la céscara del fruto con vapor de agua. Con este método, se
obtiene siempre un aceite el cual contiene ya una pequefia cantidad de p-cimeno
(ver Anexo 3). La tabla 11 muestra las concentraciones de p-cimeno obtenidas en
aceite esencial de limén por el método propuesto. Se observa que a mayor
exposicion a la radiacion del aceite, menor es la cantidad cuantificada. Debido a
que con el estandar se verific6 la formacién de p-cimeno a partir de y-terpineno, fue
posible determinar entonces que el p-cimeno se consume formando otro producto
de oxidacién. La misma tabla indica que a partir de la muestra 3, parte del aceite
esencial (y ya en las Gltimas muestras, la mayor parte) no es soluble en hexano.
Los terpenos pueden formar polimeros por medio de mecanismos de oxidacién
radicalares como el que se llev6 a cabo en este experimento. Cuando hay presencia
de mas de un sustrato para la polimerizacién, se forman co-polimeros cuya
estructura puede variar segtn la cantidad de cada uno de los sustratos y el niimero
de éstos (18). En el aceite esencial de limén, los compuestos mds susceptibles de
ser polimerizados son el limoneno, el B-pineno, el canfeno, el mirceno y el 1,8-
cineol, debido a que éstos tienen dobles enlaces terminales, facilmente
polimerizables (18). Es posible que durante la oxidacién de los terpenos del aceite
esencial, estos formen un polimero que consuma el p-cimeno y se obtengan
entonces concentraciones decrecientes de éste en el aceite. Esto no indica de
ninguna forma que el método propuesto no funcione para cuantificar el p-cimeno.
Solamente indica que en muestras de aceite esencial con concentraciones menores
a 25.65% (p/v) de y-terpineno, la cantidad de p-cimeno contenido no puede ser
utilizada como pardmetro para determinar la calidad del mismo. Debido a que no
se cuentan con muestras entre los tiempos 0 y 24 horas, no se conoce con exactitud,

el desarrollo de la reaccion durante ese periodo de tiempo. Sin embargo es de
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esperarse que en muestras de reciente extraccion, los efectos de la luz sean
minimos por lo que éste tendria un comportamiento similar al estandar de y-
terpineno. En el caso de la muestra de aceite esencial analizada, el valor umbral de
1.5% de p-cimeno presente se excede en sobremanera (49.53%) por lo que éste no es
apto para fines de consumo (8).

Fue necesario entonces, emplear el decaimiento de la concentracion de y-
terpineno en el aceite esencial, como parametro para realizar el estudio cinético
preliminar de la formaciéon de p-cimeno a partir de éste. Con el método de
integracion, se calcul6 la constante de velocidad para ordenes de reacciéon n=1y
n=2. Ademads, se evaluf el grado del polinomio obtenido al graficar Ln C contra el
tiempo para corroborar el orden de reacciéon (19). El anélisis de las graficas y los
coeficientes de correlaciéon obtenidos para ambos 6rdenes de reacciéon indican que
la formacion de p-cimeno es de orden 2 y la constante de velocidad tiene un valor
de 1.39¥104 dL/g.h (Tabla 12). Asimismo, del mecanismo propuesto por Losing
(8), se deduce que el paso lento de la reacciéon podria ser la protonaciéon del 2-
hidroxi-o-terpineno, la cual provoca la deshidratacion del mismo vy

consecuentemente la formacion del p-cimeno:

H+

~

OH
H,O

2-hidroxi-a-terpineno p-cimeno
Este hecho podria comprobarse verificando el efecto del pH en la velocidad de la
reaccion: si hay variacion, el paso lento de la reaccién esta dado por la protonaciéon

(20).
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X. CONCLUSIONES

. Es posible cuantificar el compuesto p-cimeno contenido en muestras de aceite
esencial de limén (Citrus aurantifolia) por el método de cromatografia en capa

fina y espectroscopia ultravioleta.

. El método propuesto es ttil para aceites esenciales de reciente extracciéon o que

no hayan sido expuestos a los efectos de la luz y del aire.

. El sistema cromatogréfico mas apropiado para el método propuesto fue: placas
de silica gel G como fase estacionaria y hexano-acetato de etilo (7:3) como fase

movil.

. Con el sistema cromatografico propuesto, es posible cuantificar el p-cimeno, a

pesar que el y-terpineno tiene un valor de Rf similar.

. Se determind que la reaccién de formacién del p-cimeno es de orden 2 y tiene

una constante de velocidad igual a 1.39 *10-dL/g.h.
La comparacién estadistica entre el método propuesto (CCEF-UV) y el de
referencia (GC) indicé que éstos son equivalentes pero esto no se puede
generalizar debido al reducido namero de muestras.

. La evaluacion estadistica del método indicé que éste es reproducible.

. La repetibilidad del mismo se ve afectada por errores aleatorios en la extracciéon

de la muestra de la fase estacionaria sobre la que se cromatografia
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Los limites de detecciéon y de cuantificacion del método propuesto son 0.23345 y

0.44931ppm, respectivamente.

La inversion para el analisis de muestras por el método propuesto (CCF-UV)

fue menor a la requerida por el método de referencia (GC).
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XI. RECOMENDACIONES

. Se puede realizar una cromatografia bidimensional para intentar separar los

compuestos y-terpineno y p-cimeno.
. Bl envejecimiento del aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia) debe
realizarse en envases abiertos ya que el proceso de oxidacién consume el

oxigeno presente en el medio.

. El aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia) debe mantenerse en envase

sellado protegido de la luz y del calor.

Determinar la estructura del producto de la oxidacién del aceite esencial de

limén con radiacion ultravioleta.

. Comprobar que la protonacién del 2-hidroxi-a-terpineno es la etapa lenta de la

reaccion, evaluando el efecto del pH en la velocidad de reaccion.

Determinar el rango de concentraciones en las cuales el método es més preciso.

. Evaluar el deterioro del aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia) bajo

condiciones normales de almacenaje.

. Evaluar la aplicabilidad del método a otros aceites esenciales que contengan el

compuesto y-terpineno.
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XIII. ANEXOS

ANEXO-1: Cantidad de Aceite esencial de limén (Citrus

aurantifolia) utilizado en diferentes productos [20]

ACEITE PRENSADO EN FRIiO ACEITE DESTILADO

PRODUCTO |USUAL (%P/P)| MAXIMO |USUAL (%P/P)| MAXIMO
(%F/P) (%E/P)
Jabones 0.05 0.25 0.05 0.25
Detergentes 0.005 0.025 0.005 0.025
Cremas/
Lociones 0.03 0.1 0.03 0.1
Perfumes 0.5 1.5 0.4 1.5
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ANEXO-2: Propiedades fisicas requeridas para el aceite esencial

de limoén [Citrus aurantifolia Chrism.) Swingle],

obtenido por destilacion [7].

APARIENCIA COLOR OLOR FLASHPOINT VALOR
CARBONILICO
Liquido fluido, | De incoloro a |Caracteristico del | El valor medio | Méaximo: 5.5,

claro amarillo pélido. | aceite pero distinto | es +56°C. correspondiente a
de la fruta fresca. 1.5%p/p de
compuestos
carbonilicos,
expresados como
citral.
DENSIDAD INDICE DE ROTACION RESIDUO DE
RELATIVA REFRACCION | OPTICA (20°C) | EVAPORACION
(20°C) (20°C) (20°Q)
MAXIMO 0.856 1.4740 + 34° 25% p/p
MINIMO 0.865 1.4780 +45°
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ANEXO-3: Cromatogramas tipicos del aceite esencial

de limén (Citrus aurantifolia) obtenido por destilacion [7]

Figura 3.a: Cromatograma tomado en una columna apolar

-l

— Lk AJJlI LTSIV (Y87 1) 5

Identificacién de picos Condiciones de operacion
a-Pineno Columna :capilarfundido de silica; 50 metros de
Canfeno + a-Fencheno largo, 0.32mm de didmetro
B-Pineno Fase estacionaria: polidimetilsiloxano (OV 101)
Mirceno Grosor de pelicula: aprox. 0.2um
o-Felandreno Temperatura de horno: 65°C durante 5 min; luego de
1,4-Cineol 65°C a 115°C a una velocidad de 2°C/min; luego de
o-Terpineno 115°C a 200°C a una velocidad de 2°C
p-Cimeno Temperatura del inyector: 230°C

Limoneno + 1,8-Cineol Temperatura del detector: 250°C

Detector: ionizacion de llama

y-Terpineno
Terpinoleno Gas portador: Hidrégeno
a-Terpineol Flujo: 60mL/min

Volumen inyectado: aprox. 0.2uL

Velocidad lineal del gas portador: 0.48m/s
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ANEXO-3: Cromatogramas tipicos del aceite esencial de limén

(Citrus aurantifolia) obtenido por destilacién [7] (Continuacion)

Figura 3.b: Cromatograma tomado en una columna polar

]

3

i 1

Identificacion de picos Condiciones de operaciéon
a-Pineno Columna :capilarfundido de silica; 50 metros de
Canfeno largo, 0.22mm de diametro
B-Pineno Fase estacionaria: polietilenglicol (Carbowax 20M)
Mirceno + a-Felandreno Grosor de pelicula: aprox. 0.2um
o-Terpineno + 1,4-Cineol Temperatura de horno: 65°C durante 5 min; luego de
Limoneno 65°C a 155°C a una velocidad de 2°C/min; luego de
1,8-Cineol 155°C a 200°C a una velocidad de 3°C/min
y-Terpineno Temperatura del inyector: 230°C
p-Cimeno Temperatura del detector: 250°C
Terpinoleno Detector: ionizacion de llama
a-Terpineol Gas portador: Hidrégeno

Flujo: 60mL/min
Volumen inyectado: aprox. 0.2uL

Velocidad lineal del gas portador: 0.38m/s




ANEXO-4: Dispositivo para el envejecimiento acelerado

del aceite esencial de limoén [8]

R
2 r—‘—i—| - ul G

1: Cdmara de oxidacion
2: Tubos de ensayo con muestra

3: Fuente de luz ultravioleta
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ANEXO 5: Diagrama de la oxidacién del estandar de y-terpineno.

ESTANDAR DE g-TERPINENO

50
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CONTROL CONTROL
0 - 0
T=0 T=0
Alicuota 1
T=72 [ [ Alicuota 1’
T=72
Alicuota 2 Alicuota 2”
T=144 ¢ B T=144
Alicuota 3°
Alicuota 3 T=240
T=240 ¢ B
Alicuota 4
Alicuota 4 T=312

T=312

MUESTRA 2

-«

OXIDACION

CONTROL

0
T=0

Alicuota 1™

T=72

T=144

Alicuota 4
T=312

CROMATOGRAFIA

v

EN CAPA FINA

CUANTIFICACION
POR UV

MUESTRA 3

Alicuota 2™

Alicuota 3
T=240

OXIDACION




ANEXO-6: Informe de reproducibilidad del método, departamento

de Biometria y Estadistica

TIEMPO ENSAYO RESPUESTA

1 1 1.18
1 2 0.36
1 3 1.38
2 1 451
2 2 231
2 3 3.8
3 1 6.42
3 2 5.53
3 3 4.96
4 1 21.54
4 2 20.72
4 3 22.7
5 1 25.07
5 2 24.71
5 3 24.96

. anova respuest tiempo ensayo

Number of obs= 15 R-squared = 0.9978
Root MSE ~ =.641597 Adj R-squared = 0.9961

Source | Partial SS  df MS F

+.

Prob > F

Model | 1477.25072 6 246.208453

I
tiempo | 1474.30782 4 368.576956

ensayo | 2.94289572 2 1.47144786

|
Residual | 3.29317434 8 .411646793

598.11 0.0000

895.37  0.0000 Existe diferencia entre tiempos
3.57 0.0778 No existe diferencia entre ensayos
El método es reproducible

Total | 1480.54389 14 105.753135

51
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ANEXO 7: Reportes de los andlisis de envejecimiento del estandar de y-terpineno
por espectroscopia ultravioleta.

ENSAYO 1

Calibration
Collection time

10/03/7/04 10:29:03 a.m.

Standard Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Std 1 0.0016
0.0002
0.00 0.0007 0.0008 >100 0.0004
Std 2 0.0084
0.0084
0.96 0.0084 0.0001 0.83 0.0085
Std 3 0.0746
0.0748
24.00 0.0747 0.0001 0.18 0.0747
Std 4 0.1571
0.1567
48.00 0.1569 0.0002 0.14 0.1569
Std 5 0.2968
0.2965
96.00 0.2966 0.0002 0.08 0.2964
Std 6 0.5739
0.5737
192.00 0.5739 0.0002 0.04 0.5741
Calibration eqgn Abs = 0.00298*Conc +0.00604
Correlation Coefficient 0.99944
Calibration time 10/03/7/04 10:35:06 a.m.
Results Flags Legend
U = Uncalibrated 0 = Overrange
N = Not used in calibration R = Repeat reading
Analysis
Collection time 10/03/7/04 10:38:20 a.m.
Sample FD Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Tubo 1 0.0201
0.0202
2500 1.18e4 0.0201 0.0001 0.29 0.0201
Tubo 2 0.0599
0.0596
2500 4.51e4 0.0598 0.0002 0.28 0.0598
Tubo 3 0.0812
0.0807
2500 6.27e4 0.0808 0.0003 0.39 0.0806
Tubo 4 0.3394
0.3385
2500 2.15e5 0.3389 0.0005 0.15 0.3387
Tubo 5 0.3050
0.3050
2500 2.51e5 R 0.3049 0.0001 0.05 0.3048



ENSAYO 2
Calibration

Collection time

11703704 11:49:35 a.m.

Standard Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Std 1 0.0001
0.0003
0.00 0.0002 0.0001 50.6 0.0003
Std 2 0.0155
0.0155
0.96 0.0155 0.0001 0.62 0.0156
Std 3 0.0768
0.0765
24.00 0.0768 0.0002 0.30 0.0770
Std 4 0.1615
0.1614
48.00 0.1614 0.0001 0.04 0.1614
Std 5 0.3012
0.3011
96.00 0.3013 0.0003 0.09 0.3016
Std 6 0.5795
0.5801
192.00 0.5797 0.0004 0.07 0.5794
Calibration eqgn Abs = 0.00299*Conc +0.00910
Correlation Coefficient 0.99908
Calibration time 11703704 11:53:37 a.m.
Results Flags Legend
U = Uncalibrated 0 = Overrange
N = Not used in calibration R = Repeat reading
Analysis
Collection time 11703704 11:54:31 a.m.
Sample DF Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Tubo 1 0.0136
0.0132
2500 3.60e3 0.0134 0.0002 1.51 0.0135
Tubo 2 0.0368
0.0368
2500 2.31le4 0.0367 0.0001 0.36 0.0366
Tubo 3 0.0755
0.0751
2500 5.53e4 0.0753 0.0002 0.28 0.0754
Tubo 4 0.2573
0.2573
2500 2.07e5 0.2572 0.0002 0.10 0.2569
Tubo 5 0.3050
0.3047
2500 2.47e5 R 0.3050 0.0003 0.10 0.3053



ENSAYO 3
Calibration

Collection time

11703704 11:49:35 a.m.

Standard Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Std 1 0.0001
0.0003
0.00 0.0002 0.0001 50.6 0.0003
Std 2 0.0155
0.0155
0.96 0.0155 0.0001 0.62 0.0156
Std 3 0.0768
0.0765
24.00 0.0768 0.0002 0.30 0.0770
Std 4 0.1615
0.1614
48.00 0.1614 0.0001 0.04 0.1614
Std 5 0.3012
0.3011
96.00 0.3013 0.0003 0.09 0.3016
Std 6 0.5795
0.5801
192.00 0.5797 0.0004 0.07 0.5794
Calibration eqgn Abs = 0.00299*Conc +0.00910
Correlation Coefficient 0.99908
Calibration time 11703704 11:53:37 a.m.
Results Flags Legend
U = Uncalibrated 0 = Overrange
N = Not used in calibration R = Repeat reading
Analysis
Collection time 11/03/04 03:29:37 p.m.
Sample DF Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Tubo 1 0.0259
0.0255
2500 1.38e4 R 0.0257 0.0002 0.84 0.0256
Tubo 2 0.0543
0.0547
2500 3.80e4 R 0.0546 0.0002 0.39 0.0547
Tubo 3 0.0685
0.0683
2500 4.96e4 R 0.0685 0.0001 0.21 0.0686
Tubo 4 0.2805
0.2817
2500 2.27e5 R 0.2808 0.0007 0.26 0.2803
Tubo 5 0.3078
0.3076
2500 2.50e5 R 0.3079 0.0002 0.08 0.3081



ANEXO-8: Reporte de Repetibilidad para la muestra 5 obtenido por
espectroscopia ultravioleta

Calibration
Collection time 12/03/04 09:48:08 a.m.
Standard Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Std 1 0.0005
0.0007
0.00 0.0005 0.0002 33.8 0.0003
Std 2 0.0076
0.0073
0.48 0.0074 0.0002 3.00 0.0072
Std 3 0.0644
0.0647
23.88 0.0646 0.0002 0.24 0.0646
Std 4 0.1511
0.1507
47.76 0.1509 0.0002 0.14 0.1509
Std 5 0.2879
0.2882
95.52 0.2879 0.0002 0.07 0.2878
Std 6 0.5783
0.5784
191.04 0.5781 0.0004 0.06 0.5777
Calibration eqgn Abs = 0.00302*Conc +0.00116
Correlation Coefficient 0.99946
Calibration time 12/03/04 09:52:02 a.m.
Results Flags Legend
U = Uncalibrated 0 = Overrange
N = Not used in calibration R = Repeat reading
Analysis
Collection time 12/03/04 09:57:11 a.m.
Sample Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Tubo 5-1 0.2802
0.2803
92.55 0.2805 0.0004 0.13 0.2809
Tubo 5-2 0.2664
0.2661
87.92 0.2665 0.0004 0.17 0.2670
Tubo 5-3 0.2783
0.2787
92.00 0.2788 0.0006 0.21 0.2794
Tubo 5-4 0.3050
0.3047
98.84 R 0.3050 0.0003 0.10 0.3053
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ANEXO-9: Informe de la comparacién de métodos, unidad
de Biometria, Facultad de CCQQ y Farmacia

GC (X) CCF-UV (Y)
0.75 0.97 0.5625
4.37 3.54 19.0969
6.63 5.64 43.9569
38.12 21.65 1453.1344
36.52 2491 1333.7104
CORRELACION
CCF-UV GC
CCF-uv 1
GC 0.99020689 1
45
40 -
35 1 A4
30 -
25 1
20
15
10 1
5 DU J
0+ : : : : :
0 5 10 15 20 25 30

Resumen
Estadisticas
Coeficiente de correlacion 0.99020689
Error tipico 1.78659343
Observaciones 5
Coeficientes
Intercepcién (a) 1.05056282
Pendiente (b) 0.59563822
ECUACION:
Y =1.05056282 + 0.59563822X
Pruebas de Hipoétesis
1. Ho: b=1 t=-0.0062
p=0.9954
Ho no se rechaza
2. Ho: a=0 t=0.9075
p=0.4310

Ho no se rechaza

La pendiente y el intercepto no difieren
significativamente de los valores espe-
rados, sin embargo el reducido nimero
de réplicas (5) puede que no sea ade-
cuado para generalizar este hallazgo.
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ANEXO-10: Anadlisis de las muestras de estandar de y-terpineno por el método de
cromatografia de gases

Fiqura a: Curva de calibracion para la cuantificacion de p-cimeno
En las muestras de y-terpineno oxidado

Method D:%HPCHEMY 2\METHODSYAEFRPAQD M

Brea TS T ] p-oimsno at exp. RT: 11.364
N0 - A FIDl &,
35000 5 A% | Coxrelation: 0.99995
20300 3 P Residunal Std. Dewv.: 184 55482
5000 f,./ FPormila: ¥ = ax? + bx + C
20000 3 Lo T ar 8.981567=-2
15000 ___.+ b: _9-223'?%2_1
10000 - Bl (=3 4194 .41773
S G X: Amcunt [ppml

= ¥: Area

0 brinn] =0 00

0O Amwwifppem] 00000000000 |




Figura b: Cromatograma de la muestra 1 de y-terpineno

Data File D:\HPCHEM\Z\DATA\USAC\SIG1Q552.D Sample Nams: Tubo 1
O ey A e P [ e g [ P e e P P e e e e e e e e e e e e e e
Injection Dake : 20/2/04 9_40.59
Sample Name : Tubo 1 Vial : 1
AQg. Operator : USRC-Claudia

Inj Velums : Manually
Acg. Method : D:YHPCHEMY2\METHODSARFRPAOD M
Lagzt changed : 20/2/04 7.47.50 by USAC-Claudia

(modified after loading)
Enalysis Mathod : D:\HPCHEM\Z\METHODS\AEFRPAQ3 .M
Last changsd : 20/2/704 10.47.13 by USAC-Claudia
(modified after loading)
AWALISTS DE ACEITES ESENCTALES O FRAGANCIAS
DOR CROMATOGRAFIL DE (GREES
P. de Analisis Quimico, U. del Valle de Cuatemala

Mestra pura, «<0.5pgl, H2 13psi, Aire 35psi, N2 4Dpsi
Columna SPB-5 30m x 0.53mm di, 0.5pm film
Nitrogeno con split, acarreador inic col 2psi
Inyector 250C, Detector FID 300C

Horno 60C Bmin, 10C/min hasta 255C, Smin

Bistema cromatografico HP 589011 / ChemStation

FID1 &, [USACISIEI0532.0)
counts | 8

18000 -
16000 |
14000 -|

12000 -

10000 —

b j1.353

75 _ 1w 125 15 475 ™ _»s g i

Sorted By o 2ional
Calib. Data Modified Friday 20 202 Fabruary 20= 2004 10.46.15
Multiplier = 1._40a0
Dilution = 1.0000
Instrumsnt 2 20/2/04 10.47.13 USAC-Claudia Page 1 of 2
Data File D:\HPCHEMA\2\DATA\USAC\SIGLOS552.D gample Mame: Tubo 1

S8igmal 1: FID1 A,

Unealibrated peaks RF : 0.00000

RaetTime Type ATea Amt/fAr=a Amount Grp  Name
[min] Counts*s [ppm]
11.353 BV 4515.00000 1.63444=-2 7542 .31979 p-cimeno
12.123 BB 2. B5177es 0._odban o_a0ono T

Totals 7543 _31375

Rezults obtained with enhanced integratort

*#++ End of Report



Data File D:‘\HPCHEM\2\DATA\USACHYSIG10553_D

Injection Date
Zamrle Name
Acg. Operator

20/2/04 10.01.04
: Tubo 2
: USRC-Claudia

Acg. Method
Last changed

{modifi=d after loading)
Analysis Method -
Last changed 20/2/04 10.55.40
{modified after loading)
ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES O FRAGANCIAS

POR CROMATOGRAFIER DE GASES

: D:\HPCHEM\Z \METHODS\AEFREADI .M
20/2/04 7.47.50 by USAC-Claudia

O:\HPCHEMY 2 W\METHODS \AEFREPAQS M
by USAC-Claudiz

Sample Name: Tubo 2

Vial : 1

Inj Volume : Manually

P. de Znalisis Quimico, U. del Valle de Guakemala

Mestra pura,
Columna SPE-5 30m x Q. 53mm di, 0.5um £ilm
Nitrogeno com split, acarreador inic ool 2Zpsi
Inyector 2500, Detector FID 300C

Horno &0C &min, 10C/min hasta 2550, Smin
Sistema cromatografice HP 589011 / ChemStation

=0.5pl, H2 13psi, ARire 35psi, N2 40psi

FIOT AL (UEACIEIZIISE3.0)
oounts

t2re

18000 ~

FED00

11.347

14000

12000

10000 Y

Friday 20 20e February 20e 2004 10.45.15

Sorted By Bigqnal
Calibh. Data Modified

Multiplier 1.0000
Dilution 100.0000

Ingtrument 2 20/2/04 10.55.40 TUSAC-Claudia

Data File D;‘\HDCHEMY2\DATR\USACYWSIGLOS53.D

Sigmal 1: FID1 &,

Uncalibrated peaks RF : 0.00000

RetTime Tvype Area Amt/fATeEa Amount
[min] |counts*s | [ppm]
11.347 VW 2.02353ed4 2.1589%e=-2 4.3687%4
12.119 EP 2.5247Hes 0.0g0on Q.00000

Totals - 4 36875e4

Results obtained with enhanced integrator!

**+ End of Report =+«

Page 1 of 2

Sample Name: Tubo 2

Grp Name

p-cimenc
9
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Figura d: Cromatograma de la muestra 3 de y-terpineno

Data File D:\HPCHEMY2\DATAN\USAC\ESICIOS554.D

Sample Mame: Tubo 3

Injection Date : 20/2/04 10.19.48

Inj Volume : Manuzlly

Sampls Name + Tubo 3

Acg. Operator : USAC-Claudia

Avg. Mebhod : T \HPCHEM\2\METHCODS\AEFRPAQZ .M
Last changed : 20/2/04 7.47.50 by USARC-Clandia

(modified after loading)
Analysis Method : D:\HPCHEM\2\METHODS\REFRPAO3 .M

Lagt changed : 20/2/04 11.03.10

by OSAC-Clapdia

(modified after loading)
AMATISTS DE ACEITES ESEMCIALES O FRAGANCIAS
POR CEROMATOGRAFTA DE GASES
P. de Analisis Quimico, U. del Valle de Guatemala

Mestra pura, =0.5p1, H2 13psi, RAire 35psi, N2 40psi
Columna SPE-5 30m »x 0.53mm di, 0.5pm
Nitrogeno con split, acarreador inic col Zpsi
Inysctor 2500C, Detector FID 340C
Horno &0C 5min, 10C/min hasta 255C, 5min

Sistema cromatografico HP 589011 / ChemStation

£ilm

FID1 A, [USACASIG10E54.00

12416

17300 -

19000 -

12300~

enin

Sorted By

Calih. Data Modified
Multiplier %
Dilution

Signal

Friday 20 20e Fehruary 20& 2004 10.46.15

1.0000
200.0000

Ingbrument 2 20/2/04 11.03.10 USAC-Claudia

Data File D:\MPCHEM\2\DATA\USAC\SIG10554_0

Bignal 1: FID1 &,
Uncalibrated peaks RF :

RekTime Typs Arsa
[min] COUnts*s
——————— iz
11,345 BV 1.3359824
12.116 BB 9.31874e4
17.131 BV 1.01250=4

Totals

0_00000

Amt /Area

2.48177e-2
0.00000
0.00000

Amount  Grp
[ppm]

6.6311%24
0.006000
0.00000

&.6311%84

Pag= 1 of 2

Sample Nams: Tubo 3
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Figura e: Cromatograma de la muestra 4 de y-terpineno

Data File D:\HPCHEMY2\DATA\USAC\SIG10555.D

Sample Nams: Tubo 4

Injection Date :
Sample Nams ¥
Acg. Operator %

Bog. Mathod
Iast changed 2

20/2/04 10.41.34
Tubo 2
USAC-Claudia

(modified after loading)
Znalysis Method : D:\HPCHEM\2\METHODS\REFREPAQI .M

Last changed 4

(modified after loading)
ANATISIS DE ACEITES ESENCIALES (0 FRAGANCIAS
BOR CROMATOGRAFTR DE GREES

P, de Analisis Quimico,

Vial : 1

Inj Volume - Manually

D: \HRCHEM\ 2 \METHODS \AEFRPAQI .M
20/2/04 7.47 B0 by US2C-Claudia

20/2/04 11_.04.18 by USAC-Claudia

U. del Valle de Guatemala

Mestra pura, <0.5p1, H2 13psi, Aire 35psi, N2 40psi

Columna SPB-5 30m ¥ 0.53mm 41,

Witrogenc con split,

0.5um £ilm
acarreador inic col 2psi

Inyector 2500, Detector FID 3000
Hormo 60C 5min, 10C/min hasta 255C, Fmin

Sigtema cromatografico HP 589011 / ChemStation

FIDA A, (USACNSIGI0SE5.0)
cours

i

25000~

TS
1500
12500 -

10000

THH ]t e

— 11341
{2,514

75 10

External Standard Report

Sorted By

Calib. Data Modified
Multiplier

Dilukion

Bignal

Friday 20 202 February 20e 2004 10.46.15

£ 1.0000
H 1.000e3

Instrument 2 20/2/04 11.04.18 USAC-Claudia

Data File D:\HECHEM\2)\DATA\USAC\SIG10555.D

Signzl 1: FIDL A,

Uncalibraced peaks RF : G_00000

RetTime Type Area Amt/Area Amount
[min] Councs*s [ppm]
_______ |______ SR e e ] B e e e ) W e R AT o X
11,341 BV 1.6362684 2 33973p-3 3 813(425
12.114 BB 1L.9%68624 0.00000 0.00000

Totals 3.81204=5

Results obtained with enhanced integrator!

#*+ End of Report **+*

Grp

Page 1 of 2

Sample MName: Tubo 4

p-¢imeno

2
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Fiqura f: Cromatograma de la muestra 5 de y-terpineno

Data File D:\HPCHEM\2\DATR\USACHSIGLO0556.D

Sample Name: Tuba 5

: 20/2/04 11.00.03
: Tubo 5
: USAC-Claudia

Injecticn Date
Sample Name
Acg. Cperator

YTial : 1

Inj Volume : Manually
Aog., Method : D \HECHEM\ 2 \METHODS \AEFRPADS .M
Last changed 20/2/04 7.47.850 by USAC-Claudia
{modified after loading)
Analysis Method : D:\HPCHEM\2\METHODS\AEFRPRQSI .M
Lask changed : 20/2/04 11.192.30 by USAC-Claudiz
{modifi=d after loading)
ANALISIS DE ACEITES ESENCIALES O FRAGANCIAS
PCR. CROMATOGRAFIA DE GASES

P. de Analipis Quimico, U. del Valles de Guatemala
Mastra pura, <0.5pl, H2 13ipsi, Aire 35psi, N2 40psi
Columna SEE-5 30m x 0_53mm di, 0_5um film
WNitrogeno con split, acarreador inic col 2psi
Inyector 2500, Detfector FID 3000
Horno &0C 5min, 10C/min hasta 255C, 5Smin
Sistema cromatografico HP 5890II / ChemStation
| FOT A, [UEACEISIES5A.0)
| counts
| 27500
| 2so04
| st

20000

17500 -]
1 15000 - ﬁ =

12500 T =

10000 | J
| o i L T T S il ||L_ _———
|
! 14 10 125 15 175 2 5 5 win

sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified : Friday 20 20e February 20e 2004 10.46.15
Multiplier 3 1.0000
Dilution 1.000e3

Data File D:\HPCHEM\2\DATA\USACA\SIGLOS56.D

Signal 1: FID1 A,

Uncalibrated peaks RF : 0.00000
RetTima Type Area Ame /ires Amount
[min] counks*s [ppm]
11 _334 BV 1_53Rife4 2.37526e-2 3.652KGeS5
12.111 BP 1.25187e4 0.00000 0.00000
Totals 3.8525585
Regults obbainsd with enhanced integrator!
ELEL TR

Grp

Sample Name: Tubo 5

p-cimeno
a
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ANEXO 11: Anélisis de las muestras de aceite esencial de limén
(Citrus aurantifolia) por espectroscopia ultravioleta

Calibration
Collection time 12703704 09:48:08 a.m.
Standard Concentration F Mean SD %RSD Readings
mg/L
Std 1 0.0005
0.0007
0.00 0.0005 0.0002 33.8 0.0003
Std 2 0.0076
0.0073
0.48 0.0074 0.0002 3.00 0.0072
Std 3 0.0644
0.0647
23.88 0.0646 0.0002 0.24 0.0646
Std 4 0.1511
0.1507
47.76 0.1509 0.0002 0.14 0.1509
Std 5 0.2879
0.2882
95.52 0.2879 0.0002 0.07 0.2878
Std 6 0.5783
0.5784
191.04 0.5781 0.0004 0.06 0.5777
Calibration eqgn Abs = 0.00302*Conc +0.00116
Correlation Coefficient 0.99946
Calibration time 12703704 09:52:02 a.m.
Analysis
Collection time 12703704 12:43:14 p.m.
Sample FD Concentration F Mean SD %RSD Readings
g/100mL
Tubo 1 0.8980
0.8972
1667 4.95e5 OR 0.8981 0.0008 0.09 0.8989
Tubo 2 0.5847
0.5840
1667 3.22e5 0.5844 0.0004 0.06 0.5844
Tubo 3 0.2718
0.2719
1667 1.50e5 0.2720 0.0004 0.15 0.2725
Tubo 4 0.2614
0.2613
1667 1.44e5 0.2614 0.0001 0.03 0.2613
Tubo 5 0.2257
0.2260
1667 1.20e5 0.2257 0.0003 0.12 0.2255
Tubo 6 0.1769
0.1770
1667 9.70e4 0.1767 0.0003 0.19 0.1763
Tubo 7 0.0812
0.0807
1667 4.40e4 0.0808 0.0003 0.39 0.0806
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ANEXO-12: Analisis del aceite esencial de limoén (Citrus aurantifolia) por el método
de cromatografia de gases

Tabla-A: Datos de la curva de Calibracion

ESTANDAR CONCENTRACION AREA DE

PICO
1 155.84 23.33426
2 389.6 54.30828
3 1558.4 237.57817

Ecuacioén de calibracion: A = 0.1540584*C -2.96450726
r2 =0.99975741

Grifica-A: Grifica de la curva de calibracion

250
»w
£ 200
S —e— Calibracion
o 150 -
10
3 (00 Lineal
= (Calibracion)
S 50
< . | | |
0 500 1000 1500 2000 y=0.1541x - 2.9645
Concentracién (ppm) R? = 0.9995




Figura a: Cromatograma de la muestra 1

=tz File C:\HPCHEMY1\DATAM\ACLIMON\MOOCOODOS.D

gamna-terpineno en aceite essncial

injection Date = 4/30/2004 1z2:20:13 7M

Sample Nams : Mumslra 1
Apg. Operator : claudi=z
Mathod + O \HEPCHEM\1\METHODS\DEF_GC .M

Last changed

Sanmple Name: Muss

Vizgl : i
inj : 3k

Inj Volume : Manually

a/30/2004 11:20:25 &AM by claudia
(modified alter loading}

FlDT &, [J\CLII.'IEIN'MUM.-':‘]

sh ] 2
K o
120 -

o
&
— 6,509

il

Eows

25 3

Sorted 8y £ 2ignal
Multiplisr 3 1.0000
Oilution C 1.0000
4ignel 1: PIDL &,
Peak RetTime Tyoe Width Area Heighl
# [min] Imin] [pass] | [oh]
o) e o |____ s e ISR 5
1| 2. 006 PV 5 0.0125 5.61773s4 £.83055=4
2 2.035 ¥V & 0.D239 4.3B173e4 3.0611lles
3 2.075 VW S D0.014% &501.37158 7287.40137
4 2,103 VB & 0.0237 4809.3B037 3372.70288
5 2.170 BV X 0.0209 10.27058 7.07157
& Z.214 v X 0.0116 2.47222 1.557a7
) 4.200 PR @.0514 11.26637 3.61580
& 4.501 BF ©.0620  1D.D3258 Z.4B3598
=] 5,087 PR o.0552 i0.35720 2.93158
18 ' 5.3F4 PB n,.05684 12,.9%818 3.49480
Inscrument 1 4/30/2004 1:11:15 PM claudia
Data File C:\HPCH=M\1\DATA\ACLIMON\MOOOOQOS,D
Fezk RetTimes Typs Width Araa Height
# [min] [min] [pa=*s] [pal
] B Rt ____| ___________________________
i G.114 EE 0. 0Ez2d L9.87872 Z4 80123
Aksd 5.509 BV 0.Dabz2 553 . B2ETE 126.03271
1.3 G.0%7 VB 0.0705 J6.68520 T.89702
14 7.684 PB 0.0736 138.15324 38.7858%
15 §.957 EBE 0.0728  140.16350 30.41340
16 10.245 PB 0.0610 16.20480 4,02494
17 12 _B34 TE o.0567 g90.319405 21.41884
18 13.086 PR O, 0588 13.48017 3.438E80
L T W= 2 T = o.04B4 7.10£03 2.21513
20 20.482 BR 0.0577 16.51938 4.04141
Totals - 1.12526e5 1.10870e5

*=+ End of Report wew

. 94025
STTNET

i)

&

5

4,27402
0.00513
a.a0220
0.01001
0. 0OEE2
0.0a320
0.01155

in
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Figura b: Cromatograma de la muestra 2

Tata File O \HFCHEMY1A\DATA\ACLIMONA\MOOOO00LO.D

GammA-Terninenc en acsite esencizl

Inj=at
Sampls W

Method
Tzl cha

zme
hog. OpCrator

nged

af3p/2004 1:20:53 PM

Musstra
claudia

2

0+ ZWHECHEMY 1\ METHODSYOEP GC.M
4/30/2004 11:20:25 AM by clavdia
(modified zfter loading)

FiOi &, (RCLIMCRMI0C00T0.0)

=
180
162 -

140 -

B

a1

E

=

=
o

E.d62

e THIT

Sorted By
Multiplier
pilution

gignal 1:

FiDL &,

Peak RetTime Tvhe
# [rmin]

1

oD O -] oy ks Lt

]

T Ul e R R R
e

-

I

width

[min]
| .01&5
L0153
LD1Ea
.01lel
L0153
0257
L0451
. 0480
L0603
, 0532

cooCcDooood

a Percent Rspozl

Signal

1.0000

1.0000

Rrea Height
loh*s] [pa]

2.5a044 2. 24636

9.077598ed 8, 62437eL

5551, 07422 2453833203
12.0587565 10.76010
5.V2B43 5.8801¢
S.27T3A35 4,.0577%
7.86615 2.54333
8, 74520 3.00509
10.33218 S fea iy bl
ELTATED 22 00464

Data File C:\HPOHEMY1\DATANACLIMOMNA\MODODO10.D

Peak RelTims Type

# [min]

11 §.452
12 a._a50
13 7.617
14 B.919
15 12,821
16 20,485

EBE
ER
PH
BE

Widlh

[minl

D.0D&15
0.0624
a.0705
d.0654
0.0584
00538

Area Height
[pR*s] [pa]

£485.07901 113_05387
29.87805 7.33051
142 [ TOE69 31.70374
108,7374% 24.91143
£2.36721 16.37554
11.01515 2.76157

1.01315825 9.55%%36e4

Inj WVolums

Zample Hame:

Vial
Ing

Musstrs 2

0.
0.
0.
a.
a.
0.

0.

-00256

s0064

LA3689

0ilc4
a4ses
a0315
anTie
a08gs
01020
07e70

Sample Nams: Mus

Trmmee 7

-1

STYa 2

*x* End of Report *&+
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Figura c: Cromatograma de la muestra 3
Daca File C:\HECHEMYL1\DATR\ECLIMONYMOOODO0D12 D Sample Name: Musstra 3

gamms-terpinenc 2n aceite esencial

eebion Dake < 4/30/2004 2:35:15 PM

Sampls Name : Musscra 32 Yial 1
&eg. Operator : clandia Ing. : :

Inj Veolume : Manually
melhod © C:\HPCHEM\1\METHODS\DET GC.M g
Last changed :2/30/2004 11:20:25 AM by claudis

(modified after loading)
FID1 A, (AGLMONNMIKD002.0) T

ml B
| =
160+
150 |
1 oy
| &
140 - =
120
:ﬂﬂ—-
a0 -
50 ]
o
: igs §
o =
g 8 o~ B
20~ e A= Eip B2
0 o ubrd - — =
1 T ksl

Signal 1: FID1 &,

Peak RerTime Type Width Area Height Eres
# | [min] | | [min] | [pR*s] | [pa] ; 5
T ey s e e i gl ot S e |
1 1.875 BV 5 0.0125 5. 2415802 £.4040024 ’45,90559|
2 1.936 VW 3 0.01%5 4.9240%862d  4,23311=4 23 .27150
3 Z.n4s WV 5 0.0140 63064 _22070 TZOB.00928 S.31092
2 2,085 VB & 0.015%3 5140,11425 4443 45850 4.3014]
) 2.135 BE X 0.0301 18_57645 8.171L12 G,01862
g 4,189 FB 0.0447 14.77715 1.84935  0.00544
7 £_£71 BP 0.a571 . T466G 2_57945 g,000528
& 5.085 FB 0.0525 10.37%20 3.14578 0.00B08
9 5.321 PB 0.0541 12214627 2.45974 Q.010%0
i £.082 EE 0.0530 7a2.02404 ig.psoavy 0,.06308
Tnsbrument 1 4/30/2004 3:06:10 PM claudia Page 1 af 2
Pezk RetTims Typa Width Area Height Lrea
#  lmin] | lmin]  [pa*al [pR]
o] 6.3297 BV 0.9455‘ 47.13181 29.45133 D.D?631|
iz 5.476 VB 0.0628 542 _£5355 132 _451R6 §,47525
13 G.653 BB Q.0672 35.47295 8.303%0 0.03132
14 7.6332 FE 0.0733 118 .76334 25. 05883 0.10401
15 8,931 BB 0.0686 101,22358 22,6148 0.08927
16 10.836 PB 0.06285 1&.28585 1.97385 0.01226
17 LZ.BZOD PE 0.0559 B1l.38:872 21.e47688 0.07128
18 13,084 PB 0.05&65 12.84192 3.350907 0.01125
i9 I5.Dh7s P8 0.0502 S.05345 2.12580 Q.00509
20 20.477 BB 0.05&8 1459460 1.82381 O.01287
Totals 1.14184e5 1.18318=%

**+ End of Beport *++



Figura d: Cromatograma de la muestra 4

Data rile C:ZHPCHEMY1\DATAYACLIMON\MOOOO013 D

gamma-terpineno en aceits sssencial

Sample MName: Mosstrs 4

Injecticn Dat
Sample Name
Acg., Operator

Method
Last changed

=

4/30/2004 3:13:15 EM
Muestra 4
zlaudia

C: \HPCHEM, 1 \METHODS\DEF 2C.M
4/30/2004 11:20:25 AM by claudia
(modified after loading)

Vial s 1
Ing : 1
Inj Volums : Manusllwy

FIT A, (ACLIMONKDIDI015.0)

4006
4Bl

]
|
1
|
|
|

e
i
o

= G237

Sorted By
Multiplier
Dilution

Signal 1: PIDL A,

Peak RetTimz= Type

f# [tnin]

.478
.070
326
.bag

fmATa v eSS e R BTSN R
[ BT R SRR S

[

Instrument 1 4730732004 3:24:11

5 EB

EZ
PE
PB
EB

1 Zignal

% 1.,3000

2 1.aG000
Width Area
[min] [ph*s=]
0.0170 1.13306e5
0.0214 1.1l3446ed
0.02585 14,395R7
0.0227 7.20187
g.0218 1.82865
0.0354 10.748217
0.0453 L,41030
0.0462 10.52428
g.0458 12 .33068
0.40542 G9.16498

M claudia

g &
s #
T | o
il 2RE R R e il
Haight hr=z
[pal 5
1.01860e5 90.05247
BE16.338A7 ©.01758
9.03001 0.01136
5.04585 0.00572
1.25763 ©.0012%
4.75221  0,00854
3.02339  (.0074B
1.58922 0.00837
3_%TeER  0D.00OB7Z
19.5%581 ¢.05458

Datca File C:A\HPCHEMYI\DATANACLIMON\MODGODQ13.O

Feak RetTime Type

# [min]

il 6400
12 5.4833
13 £ _EAB
14 T.540
i5 B_B37
16 10_AZ9
17 12,822
18 12.085
19° 18,975

Wwidth
[min]

Area
[pa*a]

las.
4.
6.
ipa.
S5
15,
EL.
1z,
i
16,

21Bg%
E5533
107a7
83798
131763
TA222
242332
SE3EG
41752
6E255

1.25805=5

Height
[pal

24 _EB405

141.99834
B.952B28
24.0972¢6
21 _g8587
1.95547
21.90035
3.25840
2.37018
£.£017=

1.10924e5

Pags 1 of 2

Gample Mame: Musstra 4

01328
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Figura e: Cromatograma de la muestra 5

Data File C:\HPCHEM\1\DATAN\ACLIMON\MODODOLl4,D Sample Mame: Musstra 5

gammz -terpinenc en sceite esencial

= Musstra S Mgl . s
hAcg. Opsrator 7 claudia Ing 1

Inj Volume : Manually
Method 1 O AZHPCHEMY1\METHODS\DEF_GC.M
Last changsd : 4/30/2004 11:20:25 AM by claudia

FITZ &, (ACLIMOMKIONO01 2, D)

m g
1 &
180 -| |
|
| !
180 |
i ™~
140 | =
204
100 - I
an
i A
| =
| o a
L ¥ o & & 2
1 : s -
Il 1 = 5 o
» B mEEi] B g 8
i dep . | 2 = = o
1 s Ty { S S S RN 'R R T
-l T 5 e ; - .
0 5 10 15 0 25 ) min

Sorced By v Signal
1L plier : 1.poon
bDilution H 1.0000

Signal 1: FIDL A,

bPeak RetTims Type Width hres Height Avea
# [min] lmnin] lpa*s] [ea] &

|
1 Z.Dig BY 5 0.02ig 1.08125e% 6.66051cd 59.53138
Z 2.085 Vo 8 0.0281 1.1311led &700.57480 &,5434%
3 2.1a4 BV ¥ 0.0237 13.32313 7.388%97 0.01107
4 2.20% VB X 0.0289 5.52354 3.1%0%2 O.0046E
s 4.1%5 2B 0.0409 10.00&80% 290086 Q.0084=2
] 4.43E BP 0.05813 S.,135324 Z2.533gE 0.00771
¥ 5.0%0 FB 0.04868 5_.5338540 2.1aB871 0.004838
B 5.34% BB 0.0510 11.30835 3.3793i0 0.00854
9 H.110 73 0.05a6 BL.253040 16.8827%7 0.05227
o b.221 BV 0.0281 11¢.0921% 35.6045%5 0.092&58
Instrument 1 4/30/2004 4:14:21 PM ¢laudia Page 1 of Z
Dzzz File C:-A\HPCHEMALA\DATA\ACLIMONA\MOOOOOL4L D Sample Hama: Musstra s
Peak RetTime Typs Width Ares Height Araa
£z [mir] [min] | [pR*e] | [pA] ]
L34 _ 23638 132_98665| U,QQ226|
35.75382 8,394558  0.032015
2300754 20.311£23 007347
85.452885 12.,13725 0.07210
15.8788e J.81886 0.013440
78.25829 2077732 0_.08a808
11.589820 3.03%20 0.00578
5.88133 2.16304 0.0D0581
15.63185 3.9986%2 0.01319%

#%%* End of Report *+=
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