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Resumen

En el presente trabajo de fin de titulacién se estudié el aceite esencial obtenido de la
cascara de Citrus x limonia, la humedad de la cascara fue de 76.68 + 2.27% y se determind
utilizando una termobalanza. El aceite esencial de Citrus x limonia fue obtenido mediante
destilacion por arrastre de vapor dando un rendimiento de 0.79 + 0.37%. Las propiedades
fisicas del aceite evaluadas con las normas AFNOR, mostraron los siguientes resultados. La
densidad del aceite esencial fue de 0.8717g/cm? + 0.0039, el indice de refraccion fue 1.4821
+ 0.0015 y la actividad optica fue 6.15° + 0.19°. La composicion quimica del aceite esencial
se determiné mediante cromatografia de gases equipada con un espectrometro de masas y
cromatografia de gases acoplada al detector de ionizacién de llama. La identificacién de los
compuestos se fundamenté en el indice de retencion, en total se identific6 37 compuestos
que corresponden al 98.82% de la composicién total del aceite esencial. Los compuestos
mayoritarios identificados en el aceite esencial fueron: limonene (57.38%), terpinene <y->
(13.01%) y B-pinene (12.04%). La quiralidad de los compuestos se identificd utilizando una
columna enatiomérica. Siendo identificados cuatro monoterpernos los cuales fueron: (+) (-)

3-pinene, (+/-)-D-limonene ,(+/-)-terpineol<a-> y (+/-)-thujene <a->.
Palabras claves: Citrus x limonia, aceite esencial, cromatografia de gases,

composicion enantiomérica.



Abstract

In this final degree project, the essential oil obtained from the peel of Citrus x limonia
was studied. The humidity of the peel was 76.68 + 2.27% and was determined using a
thermobalance. The essential oil of Citrus x limonia was obtained by steam distillation giving
a yield of 0.79 £ 0.37%. The physical properties of the oil evaluated with AFNOR standards
showed the following results. The density of the essential oil was 0.8717g/cm3 £ 0.0039, the
refractive index was 1.4821 + 0.0015, and the optical activity was 6.15° = 0.19°. The chemical
composition of the essential oil was determined by gas chromatography equipped with a mass
spectrometer and gas chromatography coupled to the flame ionization detector. The
identification of the compounds was based on the retention index, in total 37 compounds were
identified that correspond to 98.82% of the total composition of the essential oil. The major
compounds identified in the essential oil were: limonene (57.38%), terpinene <y-> (13.01%)
and B-pinene (12.04%). The chirality of the compounds was identified using an enatiomeric
column. Four monoterpernes were identified, which were: (+) (-) B-pinene, (+/-)-D-limonene,

(+/-)-terpineol<a-> and (+/-)-thujene <a- >.
Keywords: Citrus x limonia, essential oil, gas chromatography, enantiomeric

composition.



Introduccion

El presente trabajo de investigacion se encuentra enfocado en la determinacion de la
composicion quimica y las propiedades fisicas del aceite esencial de Citrus x limonia, El
presente documento esta distribuido en tres capitulos, el primero es el Marco Tedrico en
donde se describe la biodiversidad del Ecuador, las plantas aromaticas, los aceites esenciales
y Su caracterizacion, la técnica de cromatografia de gases, etc. En el segundo capitulo se
redacta toda la metodologia que se efectud para la ejecucion de esta investigacion, los
materiales, equipos y métodos implementados. El tercer y ultimo capitulo especifica todos los
resultados y la discusion, referente a la determinacién de la composicidn quimica y las
propiedades fisicas del aceite esencial analizado.

En el Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL),
se desarrollé la investigacion con la finalidad de generar un aporte en cuanto al estudio de
las plantas aromaticas medicinales de la Amazonia ecuatoriana.

El objetivo general se enfocé en determinar la composicion quimica del aceite esencial
de Citrus x limonia, utilizando la técnica de cromatografia de gases, que permite determinar
los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de nuestra especie vegetal y
también determinar las propiedades fisicas, para lo cual se realizé la determinacion de la
densidad relativa del aceite esencial siguiendo la norma internacional AFNOR NF T75-
111(1ISO 279:1998), la actividad Optica mediante un polarimetro digital MrcAutomatic
Polarimeter P810 en base a la norma ISO 592:1998, la determinacion del indice de refraccion
mediante la norma AFNOR T75-112(1SO 280:1998). El color subjetivo se obtuvo online, para
lo cual se subi6 a la pagina web de PINETOOL (https://pinetools.com/) una fotografia del
aceite esencial tomada con fondo blanco.

La composicion quimica se efectud a través de una técnica analitica donde se emple6
un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas (CG-MS) y un detector de
ionizacion de llama (FID). Para el andlisis cualitativo y cuantitativo, se empled una columna
no polar TR5-MS y polar TRWAX, permitiendo asi determinar los compuestos mayoritarios y

minoritarios del aceite esencial de Citrus x limonia. Ademas, se logré la identificacién de



compuestos quirales a través de una columna enantiomérica, con el célculo del exceso
enantiomérico y la distribucion enantiomérica.

El analisis cualitativo se ejecutd utilizando una curva de alcanos inyectada junto al
aceite esencial. Con estos tiempos de retencién para cada compuesto y posteriormente con
bases de datos y literatura existente se comprobé estos indices de retencion. Con respecto
al analisis cuantitativo, se contrastaron las areas de los picos obtenidos en el CG-MS con el
cromatograma global de FID. De este modo, se determine el porcentaje de cada compuesto

identificado.



Capitulo uno
Marco teorico
1.1 Biodiversidad del Ecuador

Ecuador cuenta con una gran biodiversidad, formando parte de los 17 paises
megadiversos, dicha designacion es debido a la cantidad de diferentes especies que alberga
en su extension de 283 560 km?, ocupando cerca del 0.17% de superficie terrestre del planeta
(Bravo, 2014).

En el Catalogo de las Plantas Vasculares del Ecuador se documenta 15306 especies
de plantas nativas, de estas 4173 son reconocidas como endémicas, representando el 27,3%
de la totalidad de especies, lo que le ha permitido a Ecuador ocupar el séptimo lugar en
concentracién de riqueza a nivel mundial (Jorgensen et al., 1999).

En Ecuador existen habitats naturales como paramos, bosques himedos, bosques
secos, manglares, océanos y desiertos habitados por una gran cantidad de flora y fauna
silvestre(Mena Vasconez, 2005). La mega diversidad esta influenciada por varios factores,
principalmente su ubicacion en el neotropico, también la presencia de zonas montafiosas
como la cordillera de los Andes y el paso de corrientes marinas por las zonas costeras del
pais (INABIO, 2016)

Dentro de los componentes de la diversidad biolégica del Ecuador, las plantas
vasculares han sido centro de muchas investigaciones para conocer sus posibles
propiedades medicinales. En la Tierra se estima que existen entre 260000 y 320000 especies
de plantas vasculares. En Ecuador la estimacion vegetal calculada este alrededor de las
17000 especies, de las cuales la cuarta parte han sido reconocidas como especies
endémicas, y de esta el 7% han sido reportadas como utiles. La gran variedad de especies
proviene de diferentes zonas tropicales y subtropicales del planeta posiblemente por la misma
accion humana, pues el ser humano ha sido un gran difusor, sobre todo de las plantas utiles.
Esa utilidad se ha venido dando desde el asentamiento de los primeros seres humanos en lo

que hoy se conoce como Ecuador, pues se sabe que desde la antigiedad ellos ya



aprendieron a usar plantas como medicina para tratar sus dolencias y enfermedades (Balslev
et al., 2008)

En nuestro pais la gran diversidad de ecosistemas se debe a diferentes factores, entre
ellos la cordillera de los Andes, las corrientes marinas y la actividad volcanica, desarrollando
flora y fauna Unica, siendo un pais que aloja gran variedad de vida. En Zamora Chinchipe, las
caracteristicas geograficas, pisos altitudinales y condiciones ambientales aptas generan
hébitats en donde se desarrolla diversidad floristica (Cueva et al., 2019).

1.2 Plantas arométicas

La historia del ser humano estd estrechamente relacionada con el uso de plantas
aromaticas y medicinales, desde sus inicios su subsistencia dependia de frutos y hierbas
extraidos directo de las plantas, siendo en el siglo XVII el apogeo de las plantas aromaticas,
y la fitoterapia se convirtié en su principal valor. En la actualidad, a nivel mundial el 80% de
la poblacion cuando se trata de atender su salud hacen uso de la medicina tradicional (Fretes,
2010).

Las plantas aromaticas pertenecen al grupo de plantas medicinales, siendo estas
ultimas, las que producen principios activos que aportan efectos beneficiosos o nocivos en el
cuerpo humano, representando la séptima parte de las especies que existen. La mayoria de
las plantas aromaticas son medicinales, sin embargo, no todas las plantas medicinales son
aromaticas, variando en estas los metabolitos secundarios (Bandoni et al., 2003).

Por lo tanto, se definen a las plantas aromaticas como aquellas que generan productos
arométicos al ser sometidas a un proceso fisicoquimico, de los cuales sus principios activos
estan constituidos parcial o totalmente por aceites esenciales (Montoya Cadavid, 2010).

Una premisa que se debe excluir del vocabulario es decir que, todos los productos
aromaticos deben tener caracteristicas organolépticas agradables, existen excepciones, ya
gue una especie puede tener un olor tipico no tan agradable, pero tiene gran valor al ser
procesada correctamente su esencia (Bandoni et al., 2003).

En Ecuador el sector de plantas medicinales y aromaticas presentan un crecimiento

exponencial, desarrollando diferentes productos para la exportaciéon, en mercados como el



alimenticio, cosmético y farmacéutico. La produccién de hierbas aromaticas y medicinales en
el ambito comunitario del sector rural se ha convertido en parte de los ingresos econémicos
para familias que se dedican a la agricultura y que cuentan con conocimientos ancestrales
sobre plantas aromaticas y medicinales (Poveda et al., 2019).

1.2.1 Generalidades de los citricos

Poseen ricas fuentes de fibra dietética, vitamina C, fenoles y flavonoides, se cree que
los citricos tienen propiedades para promover la salud, las mismas son uno de los cultivos
frutales mas cultivados, a pesar de la diversidad genética sustancial y la fertilidad
interespecifica, el género Citrus incluye algunas de las especies mas dificiles de producir, el
mismo debido a las dificultades para la reproduccion convencional (Amorim et al., 2016)

Las técnicas clasicas de seleccion genética, transferencia de genes, injertos y micro
injertos pueden contribuir a la mejora de Citrus y la propagacion de especies seleccionadas,
por ello los procedimientos de manipulacién in vitro conducen a una regeneracion rapida y
directa de las yemas para una micropropagacion eficiente y una transformacion
genética(Donmez et al., 2013).

1.2.2 Citrus x limonia

Limon mandarina (Citrus x limonia), también llamado limon chino, es un hibrido entre
la mandarina (Citrus reticula) y el limén (Citrus limén). El fruto del limén mandarina posee un
sabor acido, cascara y pulpa anaranjada. La limén mandarina es usada en algunos paises
como portainjerto como también para la elaboracion de refrescos. Las plantas injertadas son
vigorosas y grandes. El tamafio de su fruto va de pequefio a mediano, es de sabor
fuertemente acido, refrescante y jugoso, ademas de brindar una gran cantidad de semillas,
pequefias y altamente poliembridnicas (Vanegas, 2002).
1.2.2.1 Taxonomia de la especie Citrus x limonia

La taxonomia de la especie Citrus x limonia es la siguiente:



Tabla 1

Taxonomia de la especie Citrus x limonia

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Género: Citrus
Especie: Citrus x limonia

Nombre comun: Limoén mandarina

1.3 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla de varios compuestos quimicos volatiles
presentes en diferentes proporciones, encargados de dar caracteristicas propias a cada
aceite esencial. Son parte del sistema inmune de las plantas, pues son sintetizados para su
proteccion ante amenazas de depredadores y medioambientales. Las plantas aromaticas son
las que comunmente contienen mayor cantidad de aceite esencial, por lo que constituyen la
materia prima para la obtencion, ya sea de toda la planta, o de las raices, hojas, flores o frutos
(Ortuiio Sanchez, 2006).

Dentro de la composicion de los aceites esenciales se encuentra componentes
mayoritarios y minoritarios como; hidrocarburos terpénicos, aldehidos, alcoholes, fenoles,
éteres, ésteres, cetonas, compuestos fendélicos, entre otros. Cada compuesto presenta una
13 estructura distinta, por lo que su tamafio, forma y vinculos quimicos son Unicos (Ruiz et
al., 2015).

Desde el punto de vista terapéutico o farmacoldgico los aceites esenciales son de
mucha importancia pues han demostrado tener propiedades antinflamatorias, antisépticas,
antitéxicas, antifingicas, etc. Dentro de las aplicaciones farmacoldgicas son usados para la
obtencion de principios activos en la elaboracion de medicamentos. Por otra parte, también
se aplican en las industrias cosméticas en la elaboracion de perfumes o (Lépez Luegon, 2004)
1.3.1 Clasificaciéon de los aceites esenciales

De acuerdo con Montoya (2010) los aceites esenciales se clasifican en base a los

criterios mencionados a continuacion: consistencia, origen y naturaleza quimica de



componentes mayoritarios.
Por su consistencia en:

- Esencias fluidas: liquidos y volatiles a temperatura del ambiente

- Balsamos: con consistencia mas espesa, poco volatiles pero propensos a

polimerizarse

- Las oleorresinas: liquidos muy viscosos o sustancias semisolidas

- Los concretos: semi-solidos constituidos por compuestos apolares
Por su origen en:

- Naturales: obtenidos de la planta, sin ninguna modificacion y costosos.

- Artificiales: se obtienen al enriquecerlos con esencias naturales

- Sintéticos: se obtienen mediante la mezcla de varios productos sintetizados por

procesos quimicos.

Por la naturaleza quimica de componentes mayoritarios:

- En tres principales grupos: monoterpenoides, sesquiterpenoides y compuestos

oxigenados.

1.4 Métodos de extraccion de aceites esenciales

Son variados los métodos utilizados para la extraccion de aceites esenciales ya sean
fisicos o quimicos dependiendo la variedad de la planta, las condiciones en las que se cultivo,
parte de la planta, actividad biolégica, su estabilidad, propiedades, etc. Por ende, a
continuacion, se describen tres métodos mas utilizados y modernos.

1.4.1 Destilacion por arrastre de vapor.

Es uno de los métodos que cominmente se usa. Se basa en la capacidad que tienen
las moléculas de agua, en forma de vapor, para asociarse con las moléculas del aceite. La
extraccion se da en el momento que el vapor mediante presion atraviesa la planta, liberando
asi los compuestos volatiles. Cuando el vapor se condensa, en un recipiente se observa el
aceite esencial flotando en la parte superior gracias a la insolubilidad con el agua. Este
método resulta adecuado para la extraccién de aceite esencial de plantas frescas o secas

(Montoya, 2010).
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1.4.2 Extraccion con disolventes

Este método implica el uso de disolventes organicos como el hexano o etanol. La
planta sometida para la extraccién de su aceite se macera junto con el disolvente permitiendo
gue todos los compuestos volatiles se disuelvan en el liquido. Posteriormente el disolvente
se evapora dejando asi solo el aceite esencial. Generalmente esta metodologia es adecuada
para plantas cuyos componentes son sensibles al calor (Acosta Meza & Barahona Celis, 2021)
1.4.3 Extraccién con fluido super critico

La extraccion de aceites esenciales mediante fluido supercritico es un método
moderno y eficaz para la obtencién de aceites de alta pureza y calidad. El fluido supercritico
es una sustancia que esta en un estado intermedio entre liquido y gaseoso, pero sometida a
condiciones altas de temperatura y presion. El fluido cominmente mas utilizado en la
extraccién de aceites es el CO2, pues cuenta con propiedades Unicas como disolver
selectivamente los compuestos deseados de la planta sin dejar impurezas y alterar su calidad
(Esquivel & Vargas, 2007)
1.5 Propiedades de los aceites esenciales

Los aceites esenciales presentan varias propiedades, entre ellas las propiedades
fisicas que pueden ser: elevada volatilidad, insolubilidad en agua, aspecto oleoso, punto de
ebullicion de entre 150 a 300°C, densidad menor que el agua, alto grado de inflamabilidad,
solubilidad con otros aceites, alcohol y varios solventes organicos, ademas, son los
responsables de dar olor, sabor o aroma caracteristicos de las plantas. Otra de las
propiedades presentes en un aceite esencial son las farmacolégicas, y al igual que
medicamentos como antibidticos o alcaloides siempre se debe considerar que pueden ser
muy peligrosos si no se controlan o manipulan bajo las medidas de un profesional en cuanto
a dosis y formas apropiadas de uso. Se pueden encontrar propiedades antisépticas,
antinflamatorias, cicatrizantes, antipasmaodicas, antirreumaticas, antineuralgicas,
antiparasitarias, entre otras, que son usadas en el campo de la medicina moderna (Flérez &

Mario, 2014)



11

1.5.1 Diversos usos y aplicaciones de los aceites esenciales

El uso de aceites esenciales dentro de distintas industrias es variado, pueden ser
empleados como ambientadores y aromatizantes. También son usados en la elaboracion de
champus, jabones, perfumes, licores, desodorantes y en determinadas ocasiones en
alimentos. Dentro de la industria farmacéutica los han sido muy explotados, pues el origen de
muchos medicamentos proviene de los compuestos encontrados en las plantas. Gracias a
las propiedades antisépticas de algunos aceites esenciales se han tratado problemas de las
vias respiratorias, infecciones de la piel, problemas de vias urinarias, en enjuagues bucales
y en el campo de la odontologia. En general, los aceites esenciales se usan y aplican a
muchas enfermedades, también en industrias para crear cremas dentales, de bafio, perfumes
y ambientadores (Flérez & Mario, 2014)
1.5.2 Aceites esenciales en la farmacologia

Un aceite esencial con una dosis especifica puede ser tan efectivo como un
medicamento, alcaloide, antibiético o enzima. Desde tiempos ancestrales, las plantas se han
utilizado con fines medicinales y como sahumerios religiosos para purificar los ambientes,
dando origen a la perfumeria moderna. Actualmente, especias como la canela y la manzanilla
se emplean tanto en medicamentos como en la cocina para aromatizar y dar sabor a los
alimentos. A lo largo de la historia, los perfumes y aceites esenciales han sido estudiados en
el ambito farmacéutico, y muchos de ellos poseen propiedades farmacoldgicas beneficiosas.
Sin embargo, es importante destacar que algunas esencias pueden ser peligrosas si no se
utilizan adecuadamente y con la dosis recomendada. Por lo tanto, es fundamental tener
precaucion y usarlos de manera responsable para evitar cualquier efecto adverso (Paez,
2013)
1.5.3 Caracterizacion de los aceites esenciales

Existen diversos métodos analiticos para caracterizar los aceites esenciales y se
aplicaran dependiendo a la finalidad que se persiga. Si se requiere la identificacion de
compuestos es necesario aplicar el método de cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas (GC-MS) vy si se busca determinar la cantidad de constituyentes
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volatiles es necesario emplear el método de cromatografia de gases con detector de llama
(GC-FID). Otras técnicas aplicables para la caracterizacibn también son la resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectroscopia infrarroja (IR), sin embargo, en la mayoria de las
investigaciones se utilizan las dos primeras técnicas mencionadas (Pino Alea, 2015)

1.5.4 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica analitica de separacién que proporciona
una informacion cualitativa y cuantitativa de los componentes presentes en una mezcla. Se
trata de un proceso mediante el cual una mezcla es separada en sus componentes por medio
de una fase movil gaseosa que pasa a través de una fase estacionaria(Challo Chata, 2021)

Las técnicas cromatogréficas se fundamentan o se basan en el fenémeno de particion,
entre dos fases: la mévil (que usa hidrogeno, nitrégeno, helio, argdn) y una estacionaria que
arrastra los componentes de una muestra por la columna (Montoya, 2010).

Un cromatdgrafo lo constituye un sistema de inyeccién que permite colocar e introducir
la muestra en la columna, y un detector encargado de atribuir la presencia de varios
compuestos que salen por la columna segun el tiempo, que se reflejan en un cromatograma.
En cuanto al andlisis e identificacién de los compuestos presentes en un el aceite esencial
por cromatografia de gases, se comparan los tiempos de retencion, que corresponde al
tiempo que ha transcurrido desde la inyeccién y la presencia del pico cromatogréafico, con
patrones recopilados en literatura como el libro de Adams. Hay que considerar que los
tiempos de retencion pueden sufrir cambios por variables como técnica de inyeccion,
modificaciones de temperatura, disefio del equipo, flujo del gas, etc. Por eso, hay que emplear
otros parametros como el indice de retencion, calculados por un grupo de n-alcanos corridos
también en la columna cromatogréafica en las mismas condiciones que el analito (Castafieda
et al., 2007).

Los componentes indispensables de un cromatdgrafo de gases son:



Figural

Componentes cromatografo de gases
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1.5.5 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS)

La GC-MS es una técnica que ha sido muy utilizada en especial para analizar la
composicion quimica de los aceites esenciales. El acoplamiento de la espectrometria de
masas a un cromatografo no solo permite separar componentes, sino que también permite
identificarlos, pues estos son compuestos volatiles con bajo peso molecular, por lo que la GC-
MS necesita solo de una pequefia muestra de aceite esencial y que esta se encuentre en la
fase gaseosa para realizar su andlisis (Stashenko & Martinez, 2010).

1.5.6 Detector de ionizacion de llama (FID)

El detector de ionizacién de llama (FID) es uno de los detectores extensamente
utilizados, es un detector de tipo universal que un cromatdgrafo de gases utiliza para
cuantificar los compuestos de un aceite esencial. Posee una elevada sensibilidad, poco ruido
y amplio intervalo de respuesta lineal. Al ser de tipo universal, el proceso se realiza por
normalizacién de areas de picos del cromatograma. Generalmente no se utilizan factores de
correccion, porque los componentes del aceite esencial son volatiles y tienden a tener el

mismo grado de respuesta al detector (Gomis Yagules, 2008).
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1.5.7 Analisis enantiomérico

El analisis enantiomérico se refiere a la determinacion y separacion de los
enantiomeros, que son las formas quirales de una molécula. Los enantiémeros son imagenes
especulares una de la otra que tienen la misma formula quimica, pero se diferencian en la
disposicion tridimensional de sus atomos correspondientes. Este andlisis es importante
dentro de muchos campos como la quimica, biologia, farmacologia, etc. Los enantibmeros
pueden contener propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas distintas, es por ello, que su
andlisis determina si un enantiomero es biolégicamente activo o inactivo. Entre los métodos
y técnicas principales para el andlisis de enantiomeros esta la cromatografia en fase liquida
de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de gases (GC). El analisis enantiomérico es
fundamental para caracterizar sustancias quirales y garantizar la pureza y calidad, en este

caso, del aceite esencial(Morante Zarcero, 2006).
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Capitulo dos
Metodologia
2.1 Parte experimental
El presente trabajo de titulacion se efectud en la Universidad Técnica Particular de
Loja, especificamente en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, efectuado con la
metodologia detallada en la Figura 2.

Figura 2

Metodologia empleada de manera experimental

1. Obtencidon de la materia vegetal

La recoleccion de la materia prima vegetal se la realizé en el sector La
Florida perteneciente al cantén Palanda.

2. Extraccion del aceite esencial
Se llevo a cabo mediante destilacion por arrastre de vapor.

3. Determinacion de las propiedade fisicas

*Densidad relativa: Picnometro (Norma AFNOR NF T 75-111)
«Indice de refraccion: Refractémetro (Norma AFNOR NF T 75-112):
*Actividad Optica: Polarimetro (Norma ISO 592-1998)

4. Determinacién de la composicion quimica

+Se efectuo con la técnica analitica: CG-MS y CG-FID.

*Se utilizo diversas columnas de diferente polaridad las cuales fueron:
Apolar( TR-5ms), polar(TRWAX) y columna enantioselectiva.
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2.2 Recoleccion de la materia vegetal

El fruto de la especie Citrus x limonia fue recolectado en el sector La Florida del canton
Palanda perteneciente a la provincia de Zamora Chinchipe. El material fue recolectado en
tres salidas de campo, cada una realizada con intervalos de 15 dias entre cada una, en los
meses de abril y mayo, en la figura 3, se visualiza la ubicacién geografica de la especie con
sus correspondientes coordenadas.

Figura 3

Ubicacion geografica de la especie Citrus x limonia
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Una vez recolectada la muestra vegetal fue llevada hasta los laboratorios del

Departamento de Quimica y Ciencias Exactas de la UTPL en donde se realizé el tratamiento
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post cosecha, con la finalidad de seleccionar el material vegetal, eliminando asi las partes
deterioradas, secas 0 en putrefaccion de las hojas, todo esto se lleva a cabo para evitar
posibles contaminantes que puedan interferir en nuestros resultados. Debido a que el
deterioro es acelerado cuando se trata de materia fresca, para esto se prevé que el tiempo
entre la recoleccion y la destilacion no sea superior a 12 horas para impedir la contaminacion

por descomposicion del componente vegetal en la extraccion del aceite vegetal.

2.3 Determinacion de humedad de la cascara del fruto Citrus x limonia

Para determinar el porcentaje de humedad se tomaron muestras de la cdscara del
fruto Citrus x limonia, se procede a colocar en la termobalanza, en la que se troceo en
pequefios pedazos para tener homogeneidad y buena distribucién para su determinacion.

Estas muestras se colocaron en una capsula de aluminio para ser ingresadas en un
analizador de humedad tipo BMA 150, el cual mediante un radiador IR permite el analisis con
un rango de temperatura automatica de maximo de 160°C, hasta eliminar toda la humedad
en el material vegetal, es decir, se mantenga constante su peso.

Cabe recalcar que para la determinacion de humedad se realiz6 por triplicado en cada
una de las recolecciones, y finalmente se obtiene el porcentaje de humedad de la muestra,
ver Figura 4.

Figura 4

Medicion del porcentaje
de humedad
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2.4 Extraccion de aceite esencial de Citrus x limonia

El aceite esencial se obtuvo a partir de la cascara del fruto de Citrus x limonia. La
extraccion fue realizada en un equipo de destilacion por arrastre a vapor (ver Figura 5 ), el
cual consiste en un tanque cilindrico de acero inoxidable expuesto a la llama y que en su
interior contiene una placa perforada y debajo de esta se coloca agua, luego sobre la placa
se procede a colocar el material vegetal, previo a tapar se coloca agua en los bordes del
tanque, la tapa del tanque tiene forma conica con una salida conectada a un tubo enroscado
a un florentino que es acoplado al condensador, se ubican las mangueras tanto para la
entrada y salida de agua del refrigerante asi también para el agua en forma de vapor que se
recircula al tanque.

Figura 5

Obtencién de aceite esencial

R

Pesado de la cascara de
Citrus x limonia

Proceso de destilacion

Obtencion del aceite esencial

Una vez el equipo estaba totalmente armado se procedié a encender la fuente de
calor, a medida que se iba produciendo el vapor por la ebullicién del agua, este atraveso la
materia vegetal rompiendo los conductos oleiferos de las plantas, permitiendo arrastrar la

mezcla del aceite esencial hasta el tubo condensador. El condesado que se forma por la
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destilacion se recogié en un florentino, en donde por diferencias de densidades el aceite
reposo en la parte superior.

El aceite esencial se conservo en el florentino hasta que se acabado de realizar la
destilacién, y luego de unas horas al no visualizar aumento en su volumen se apago la fuente
de calor, luego se esperé a que el destilador se enfrié para recolectar el aceite esencial en
una probeta y proceder a medir su volumen. El aceite obtenido se traspas6 a un frasco ambar
y se almacend en un refrigerador para sus respectivos andlisis (Figura 6). Este proceso se
efectud por tres repeticiones en total, con diversos lapsos de tiempo.

Figura 6

Almacenamiento del aceite esencial

2.4.1 Determinacion del rendimiento del aceite esencial de Citrus x limonia

A continuacion del proceso de extraccion y, por ende, haber obtenido el aceite
esencial, se examing la eficacia del proceso de destilacion determinado el rendimiento, para
ello, se utilizé el peso de la materia prima que se obtuvo antes del proceso de destilacion y
también el volumen obtenido después de realizar la misma y se calcul6 el rendimiento con la
ecuacioén descrita en el procedimiento del Apéndice A.
2.5 Determinacion de las propiedades fisicas

La determinacién de las propiedades fisicas del aceite esencial de Citrus x limonia
realizadas fueron: la densidad relativa, el indice de refraccion y la actividad 6ptica.
2.5.1 Densidad Relativa

Para el calculo de la densidad se relacion6 la masa con el volumen del aceite esencial,
se hizo el andlisis de acuerdo con la norma AFNOR NF T75-111, se utilizé el picnémetro de

1 mL y también una balanza analitica. (Figura 7).
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Figura 7

Medicion de la

densidad relativa

En el proceso de determinacion de la densidad del aceite esencial de Citrus x limonia,
primero se homogeniz6 las muestras que se obtuvieron en cada destilacion, seguidamente
se colocd el picnédmetro vacio en la balanza analitica para calcular su peso, se peso
nuevamente el picndmetro con agua destilada y finalmente se peso6 el picnédmetro con el
aceite esencial de Citrus x limonia. El célculo empleado se realizé6 de acuerdo con el

procedimiento establecido en el Apéndice B.

2.5.2 Indice de refraccion

La determinacidn del indice de refraccion se efectud segun lo mencionado en la norma
AFNOR NF 75-112 25, con el uso del refractometro ABBE (Figura 8), un equipo especializado
gue permite medir la velocidad de propagacion de la luz en el aceite esencial a temperatura
de 20°C. Para seguir con el analisis se colocé aproximadamente una gota de aceite en medio

de la placa y se procedié con la lectura.
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Figura 8

Medicion del indice

de refraccién

Una vez obtenido los resultados se calculé un valor promedio entre las muestras de
aceite de cada lote. En el Apéndice C describe el fundamento y procedimiento para la
determinacion del indice de refraccion.

2.5.3 Actividad 6ptica

La determinacion de la actividad Optica del aceite esencial de Citrus x limonia se
efectud en base a la norma ISO 592:1998, Apéndice D. Se prepar6 la muestra de aceite
esencial en un balon de aforo de 10 mL, se pesé 0.5 g de muestra y se aforo con
diclorometano hasta completar el volumen. Cuando la muestra estuvo diluida se la inserto en
una celda del equipo polarimetro digital, que tiene la finalidad de medir la rotacién éptica del
aceite esencial (Figura 9). El resultado queda expresado en grados de angulo (°).

Figura 9

Equipo Polarimetro digital

Mrc-Automatic Polarimeter P810

2.5.4 Determinacion del color
La determinacién del color subjetivo se realizé mediante la pagina online PINETOOL,
en la cual se procedié a subir una foto del aceite esencial Citrus x limonia una vez captura se

ingresa al programa en la cual se asigno el cddigo HEX correspondiente al color subjetivo.



22

2.6 Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial

La determinacion de los compuestos quimicos presentes en el aceite esencial de
Citrus x limonia se efectu6 aplicando la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y también al detector de ionizacién de llama (GC-FID) en
donde se emplearon dos tipos de columnas; no polar TR5MS y polar TRWAX, obteniendo
resultados cualitativos y cuantitativos.
2.6.1 Descripcion de las caracteristicas del equipo cromatografico y sistema para

analizar el aceite esencial por cromatografia de gases

El cromatografo utilizado para el analisis e identificacion de compuestos volatiles del
aceite esencial fue un equipo automatico Thermo Scientific trace 1310 (Figura 10) acoplado
a espectrometria de masas (ISQ7000) y detector de ionizacion de llama (FID).

Figura 10

Cromatografo de Gases Thermo Scientific trace 1310

2.6.2 Preparaciéon de la muestra

En el proceso de inyectar las muestras en el equipo cromatogréafico se efectu6é una
dilucion seriada, primeramente, se afadié 10 yL de aceite esencial de Citrus x limonia en un
vial de color ambar y luego 990 uL de diclorometano, obteniendo asi una dilucién de 1 mL.
Este procedimiento se lo realiza para las tres muestras de aceite esencial de Citrus x limonia
extraido y se rotula con los siguientes codigos: CL1, CL2 y CL3 (Figura 11).

Sucesivamente se realiza la inyeccién de hidrocarburos (C10-decano a C25

pentacosano), este procedimiento se realiza con el fin de establecer un indice de retencién e
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identificacion de cada uno de los compuestos obtenidos en la extraccion de la muestra, estos
fueron inyectados en condiciones similares que los viales con muestras del aceite esencial.
Figura 11

Muestras de aceite esencial

preparadas para inyectar

2.6.3 Corrida cromatografica en columna no polar TR5MS acoplada a espectrémetro
de masas
Para poder realizar la corrida cromatografica en la columna TR5MS se inyectaron de
manera automatica las tres muestras de aceite esencial en el cromatégrafo de gases Thermo
Scientific trace 1310 acoplado al espectrémetro de masas en el cual también, anteriormente,
se inyectaron hidrocarburos (C10-C25) en las mismas condiciones en las que se inyect6 el

aceite. (Tabla 2). Los hidrocarburos reciben comercialmente el nombre de TPH-6RPM.
Tabla 2

Condiciones operacionales para la corrida cromatografica en la coluna no polar TR5-ms en GC-MS

Pardmetros Datos Condiciones de trabajo
Sistema de inyeccién Gas empleado Helio
Modo Split
Horno Temperatura inicial (°C) 230
Radio de particion 40:1
Presion (psi) 11.02
Temperatura inicial (°C) 50
Tiempo inicial (min) 3
Temperatura final (°C) 230
Rampa (°C/min) 3
Columna Tipo TR5-MS
Modo Flujo constante
Temperatura maxima (°C) 350
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Flujo inicial (mL/min) 0.9
Presién inicial nominal (psi) 11.02
Velocidad promedio (cm/s) 23
Presion de salida (atm) 1
Detector Temperatura (°C) 250

Espectrometro de gases

2.6.4 Identificacion de compuestos de la columna TR5MS y TRWAX en GC-MS

Una vez obtenido el cromatograma se realizé una integracion automatizada por el
equipo mediante el programa “MSD-Chemstation d.01.00SP1” para tener mayor precision,
esta permitié obtener un nimero determinado de compuestos para analizar e identificar. Los
datos se extrajeron en Excel, con anterioridad se extrajeron los datos de los hidrocarburos
(C10-C25) para estructurar la curva de Van Den Dool y Krats, Gtil para calcular el indice de
retencién que permite la identificacion correcta del compuesto basandose en bibliografia. Una
vez estructurada la curva se comparé el tiempo de retencién de los compuestos que fueron
hallados en el aceite esencial de Citrus x limonia con el tiempo de retencion de los
hidrocarburos inyectados. Este procedimiento del Apéndice E se realizé con el propdsito de
determinar los indices de retencion (IR) de cada compuesto.
2.6.5 Corrida cromatografica en columna polar TRWAX acoplada a espectrometria de

masas

Se inyectaron las muestras de manera automatica con las siguientes condiciones en
el equipo cromatogréfico (Tabla 3).
Tabla 3

Condiciones operacionales para la corrida cromatografica en la coluna polar TRWAX acoplado a

espectrometro de masas

Parametros Datos Condiciones de trabajo
Sistema de inyeccidn Gas empleado Helio
Modo Split
Horno Temperatura inicial (°C) 230
Radio de particion 40:1
Presion (psi) 11,02

Temperatura inicial (°C) 50
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Tiempo inicial (min) 3
Temperatura final (°C) 230
Rampa (°C/min) 3
Columna Tipo TRWAX
Modo Flujo constante
Temperatura maxima (°C) 350
Flujo inicial (mL/min) 0.9
Presién inicial nominal (psi) 11.02
Velocidad promedio (cm/s) 23
Presién de salida (atm) 1
Detector Temperatura (°C) 250

Espectrometro de gases

2.6.6 Identificacion de compuestos de la columna TR5EMS y TRWAX en CG-FID.

En los cromatogramas que se obtuvieron se observé el tiempo de retencion y el area
de los picos de los compuestos detectados por el detector de ionizaciéon de llama (FID). Se
extrajeron los datos en Excel y de acuerdo con el &rea relativa y tamafio de los picos se fueron
ajustando con los compuestos identificados en GC-MS.

2.6.7 Lecturacromatograficaen columnaquiral DET-MS acoplada a espectrometro de
masas

Para determinar la distribucién enantiomérica las muestras fueron inyectadas en el
cromatégrafo de gases provisto de una columna denominada MEGA-DEX DET-Beta (Mega,
Legnano, M, Italia) de 30 m de largo, 0.25 m de diametro interno y 0.25 um de espesor y de
fase estacionaria (Diethyl tertbutylsilyl-BETA-Cyclodextrin).

Como se puede observar en la tabla 5 se encuentran las condiciones de trabajo
empleadas para la columna.

Tabla 4

Condiciones de trabajo de la columna DET-MS en GC-MS

Parametros Datos Condiciones de trabajo
Sistema de inyeccidn Gas empleado Helio
Modo Split
Horno Temperatura inicial (°C) 230
Radio de particién 40:1



Columna

Detector

Espectrometro de gases

Presion (psi)
Temperatura inicial (°C)
Tiempo inicial (min)
Temperatura final (°C)
Rampa (°C/min)

Tipo
Modo
Temperatura maxima (°C)
Flujo inicial (mL/min)
Presién inicial nominal (psi)
Velocidad promedio (cm/s)
Presion de salida (atm)
Gas empleado

Temperatura (°C)
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6.19
50
3
230
3
Mega 15388 Quiral
Flujo constante
350
1
6.19
40
1
Nitrégeno
250

2.6.8 Lectura cromatografica en columna quiral DAC-MS acoplada a espectrometro

de masas

Se inyecto en el cromatdgrafo de gases utilizando una columna quiral denominada

DAC-MS (MEGA-DEX DAC-Beta, Mega, Legnano, MI, Italia) de 30 m de largo, 0.25 m de

diametro interno y 0.25 ym de espesor y de fase estacionaria (Diacetyl tertbutylsilyl-BETA-

Cyclodextrin).

Como se puede observar en la tabla 6 se encuentran las condiciones de trabajo

empleadas para la columna.

Tabla5

Condiciones de trabajo de la columna DAC-MS en GC-MS

Parametros

Sistema de inyeccién

Horno

Datos
Gas empleado
Modo
Temperatura inicial (°C)
Radio de particion
Presion (psi)
Temperatura inicial (°C)
Tiempo inicial (min)
Temperatura final (°C)

Rampa (°C/min)

Condiciones de trabajo

Helio
Split
230
40:1
6.19

50
3
230



Columna Tipo
Modo
Temperatura méaxima (°C)
Flujo inicial (mL/min)
Presion inicial nominal (psi)
Velocidad promedio (cm/s)
Presion de salida (atm)
Detector Gas empleado

Espectrometro de gases Temperatura (°C)

Mega 15388 Quiral
Flujo constante
350
1
6.19
40
1
Nitrégeno
250
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Capitulo tres
Resultados y discusiones
3.1 Porcentaje de humedad de la cascara de Citrus x limonia
Los resultados obtenidos del porcentaje de humedad, el valor de la media aritmética

y desviacion estandar de la cascara de Citrus x limonia, se detallan en la tabla 5.

Tabla 6

Porcentaje de humedad de Citrus x limonia

Recolecciones  Humedad (%) X (%) (0]
CL1 74.359
CL2 78.892 76.68 2.27
CL3 76.790

CL: Citrus x limonia: 1 Primera recoleccion; 2 Segunda recoleccion; 3 Tercera

recoleccion

X: Media aritmética respecto a las diversas repeticiones
O': Desviacion estandar

Nuestra especie en estudio se caracteriz6 por su notable presente de agua,
visualizada notoriamente en la humedad promedio que es de 76.68%, no obstante, se puede
estimar que existe una variacion minima en las humedades de las recolecciones de materia
vegetal, por ende, se puede recalcar que la variaciébn de estos resultados se debe a las
condiciones climaticas en el dia, horario y lugar de recoleccién de la especie.

3.2 Determinacion del rendimiento del aceite esencial de Citrus x limonia
En la Tabla 6 se visualiza la racion de aceite esencial extraido en cada recoleccion,

en total se destilo 10,84 kg de materia vegetal, obteniendo como volumen final 87 mL.

Tabla 7

Rendimiento del aceite esencial de Citrus x limonia

Recolecciones Peso Volumen Rendimiento X (%) o
(Kg) (mL) (%)
CL1 3.44 13 0.38
CL2 3.70 34 0.92 0.79 0.37
CL3 3.70 40 1.08
Total 10.84 87
CL: Citrus x limonia: 1 Primera recoleccién; 2 Segunda recoleccion; 3 Tercera
recoleccion

X: Media aritmética respecto a las diversas repeticiones
O’: Desviacion estandar
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3.3 Determinacién de las propiedades fisicas del aceite esencial de la cascara de Citrus
x limonia.
3.3.1 Densidad Relativa

En la Tabla 7, se observa los resultados finales, los calculos de su media y desviacién
estandar de la determinacion de la densidad relativa del aceite esencial en cuanto a
nuestro aceite esencial en estudio se realiz6 por triplicado.

Tabla 8

Densidad relativa del aceite esencial de Citrus x limonia

Recolecciones Densidad X (%) (0
CL1 0.8672 0.8717 0.0039
CL2 0.8739
CL3 0.8740

CL: Citrus x limonia: 1 primera recoleccién; 2 Segunda recoleccion; 3 Tercera
recoleccion. Media aritmética; correspondiente a las diferentes repeticiones. SD:
Desviacion estandar

Podemos visualizar en la Tabla 7 el resultado de la densidad fue de 0.8717 + 0.0039
g/cm?®, por lo que, por ende, podemos deducir con estos resultados obtenidos que es menor
a la densidad del agua, facilitando de esta manera la separacion del aceite esencial con el
agua durante el proceso de destilacion mediante la técnica de arrastre de vapor. En cuestion,
se puede recalcar que el valor obtenido se mantiene dentro de la densidad relativa que posee
los aceites esenciales la cual es de 0.85 a 1.18; estos valores fluctian segun la especie
vegetal que esta tratando y de su lugar de origen (Jaramillo Correa, 2021).

Se debe destacar mucho este procedimiento ya que por medio del andlisis de
densidad se puede deducir la calidad y pureza del aceite esencial estudiado.

3.3.2 Iindice de Refraccion

La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos, calculos de la media aritmética y

desviacion estandar de la determinacion del indice de refraccién del aceite esencial en

estudiado.
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Tabla 9

indice de refraccion del aceite esencial de Citrus x limonia

Recolecciones indice de X (%) (o]
refraccion
CL1 1.4811 1.4821 0.0015
CL2 1.4838
CL3 1.4813

CL: Citrus x limonia: 1 primera recoleccion; 2 Segunda recoleccion; 3
Tercera recoleccion. Media aritmética; correspondiente a las diferentes
repeticiones. SD: Desviacion estandar

Nuestro resultado obtenido del indice de refraccion del aceite esencial en estudio fue
de 1.4821 + 0.0015, basandonos en (Mettler Toledo, 2018)que nos menciona que el indice
de refraccién promedio es de generalmente los aceites de manera general estan en un valor
de 1.4 y 1.6, por lo cual nuestro resultado se mantiene dentro del valor referencial segun la
bibliografia.

3.3.3 Actividad Optica
En la Tabla 9 se describen los resultados obtenidos en las tres repeticiones de la

actividad optica, de nuestro aceite esencial estudiado.

Tabla 10

Actividad 6ptica del aceite esencial de Citrus x limonia

Recolecciones Actividad X (%) o
Optica
CL1 6.18 6.15 0.19
CL2 6.33
CL3 5.95

CL: Citrus x limonia: 1 primera recoleccion; 2 Segunda recoleccion; 3 Tercera
recoleccion. Media aritmética; correspondiente a las diferentes repeticiones. SD:
Desviacion estandar

La actividad 6ptica es una caracteristica fisica que permite calcular la capacidad de
desviar la luz polarizada en una direccién especifica. Esta propiedad se clasifica como

dextrogiro (+) cuando la luz se desvia en el sentido de las manecillas del reloj, y levogiro (-)
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cuando se desvia en sentido contrario a las manecillas del reloj (Medicinales Aromaticas,
2007). Con respecto al aceite analizado, los datos presentados muestran una rotacion
promedio dextrdgira de 6.15 + 0.19.

3.3.4 Determinacion del color del aceite esencial de Citrus x limonia

El color es la propiedad sensorial mas importante relacionada con el sentido de la
vista, aunque ademas existen otros atributos sensoriales detectados por medio de este
sentido que son apariencia, forma, superficie, etc.

El color es una propiedad basica en cuanto a la evaluacién de calidad ademas de
constituir una propiedad fundamental en los analisis, esta propiedad y determinacién del color
se puede ver afectado debido a la madurez de la planta o hojas, zona de produccion, el
proceso de obtencion y la manera de conservacion.

En el presente caso, como se puede observar en la tabla 10 mediante la utilizacion de
un selector de color HTML el cual mediante el cédigo de color nos dio como resultado un
cédigo de CBC96F, haciendo referencia a que nuestro aceite esencial posee un color verde
mostaza.

Tabla 11

Propiedad fisica del aceite esencial Citrus x limonia.

Color subjetivo Verde mostaza
Valor de color RGB R:203; G:201; B:111
Valor de color HSL H:59; S:45; L:62
Valor de color CMYK C:0; M:1; Y:45; K:20 #CBC96F
203, 201, 11
Cédigo de color HEX CBC96F

3.4 Determinacién de la composicién del aceite esencial de Citrus x limonia

La composicién quimica del aceite esencial de Citrus x limonia se efectué a través de
la inyeccién de tres muestras en las columnas TR5MS (No polar) y TRWAX (Polar),
respectivamente acoplados a GC-MS (Espectrometria de masas) y GC-FID (Detector de

ionizacion de la llama). En los perfiles cromatogréficos (Figura 12 y 13) se visualizan los
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compuestos quimicos aislados en la columna TR5MS y TRWAX; cada pico representa un
compuesto y los cuales se visualizan conforme al orden de elucién y tiempo de retencién. Los
compuestos mayoritarios se pueden visualizar como los picos presentes con mayor altitud.

Figura 12

Cromatograma de la columna TR5ms del aceite esencial Citrus x limonia
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Figura 13

Cromatograma de la columna TRWAX del aceite esencial Citrus x limonia
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La identificacion de andlisis cuantitativo, se efectud en la columna TR5MS los
resultados obtenido se visualizan en la Tabla 11 en la cual se observa los compuestos
identificados en la columna no polar TR5MS, el indice de retencién calculado con la
ecuacion de Van Den Dool y Krtas, el indice de retencidn de referencia en la literatura de

Adams, la cantidad relativa de los compuestos obtenidos en GC-MS, la media y desviacion
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estandar de las cantidades relativas y el porcentaje total de compuestos identificados.
Adicional en la tabla, se enmarcan los compuestos mayoritarios presente en el aceite
esencial de Citrus x limonia.

Tabla 12

Tabla de identificacion de compuestos en la columna no polar TREMS

TR-5ms
No. Compuesto IR IR Ref: %Cantidad Relativa * X DS
cal cL1 CL2 CL3
1 Thujene <a-> 926 924 0.42 0.50 0.46 0.46 0.04
2 Pinene <a-> 934 932 2.40 2.47 231 2.39 0.08
3 Camphene 951 946 0.07 0.08 0.06 0.07 0.01
4 Sabinene 975 969 0.96 1.69 1.76 147 044
5 B-Pinene 981 974 11.32 12.52 12.27 12.04 0.63
6 B-Myrcene 992 988 1.90 1.99 1,87 1.92 0.06
7 Octanal 1013 1005 0.28 0.33 0.31 0.31 0.02
8 Terpinene <a-> 1020 1014 0.69 0.56 0.46 057 0.11
9 Cymene <o-> 1030 1022 0.24 0.55 0.62 0.47 0.20
10 Limonene 1032 1031 56.13 57.87 58.15 57.38 1.09
11 Cineole <1,8-> 1040 1038 0.74 0.81 0.80 0.79 0.04
12 Ocimene <(E)-B-> 1050 1044 0.23 0.25 0.25 0.24 0.01
13 Terpinene <y-> 1063 1054 13.44 12.76 12.82 13.01 0.37
14 Terpinolene 1089 1089 0.97 0.80 0.74 0.84 0.12
15 Linalool 1109 1106 0.18 0.15 0.16 0.16 0.01
16 Nonanal 1114 1108 0.09 0.10 0.10 0.10 0.01
17 Fenchol <exo-> 1131 1122 0.03 0.03 0.00
18 Citronellal 1162 1161 0.15 0.20 0.24 0.20 0.04
19 Terpinen-4-ol 1192 1190 1.62 0.89 0.83 1.11 044
20 Terpineol <a-> 1208 1207 1.70 0.95 0.97 1.21 042
21 Decanal 1215 1208 0.23 0.19 0.20 0.21 0.02
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22 Neral 1252 1249 0.04 0.03 0.03 0.03 0.01
23 Geranial 1282 1279 0.06 0.04 0.04 0.05 0.01
24 Undecanal 1317 1310 0.03 0.03 0.03 0.00
25 Copaene <a-> 1379 1378 0.10 0.09 0.10 0.10 0.01
26 Cubebene <B-> 1391 1391 0.05 0.05 0.05 0.05 0.00
27 Dodecanal 1418 1412 0.04 0.02 0.03 0.01
28 Caryophyllene <(E)-> 1424 1417 0.44 0.33 0.36 0.38 0.06
29 Bergamotene <a-cis-> 1435 1433 0.82 0.56 0.60 0.66 0.14
30 Caryophyllene <(2)-> 1440 1434 0.03 0.03  0.00
31 Humulene <a-> 1462 1460 0.07 0.05 0.06 0.06 0.01
32 Germacrene D 1487 1485 0.65 0.51 0.54 0.57 0.07
33 Bicyclogermacrene 1502 1500 0.07 0.07 0.08 0.07 0.01
34 Farnesene <(E,E)-o-> 1507 1505 0.83 0.50 0.57 0.63 0.18
35 Bisabolene <(-> 1512 1505 1.36 0.89 1.06 1.10 0.24
36 Cadinol <a-> 1671 1670 0.02 0.02  0.00
37 Bisabolol <a-> 1700 1697 0.05 0.03 0.04 0.04 0.01
*TOTAL IDENTIFICADOS= 98.82

Nota.*= Suma total del porcentaje relativo de compuestos identificados en la columna TR-5ms

CL1= muestra N°1 de aceite esencial; CL2= muestra N°2 de aceite esencial; CL3= muestra N°3 de aceite esencial

IR @ = indice de Van Den Dool y Krats calculado

IR Ref= indice de retencién referido en bibliografia

MS: porcentaje de areas de los compuestos analizados por GC-MS

FID: porcentaje de areas relativas de los compuestos analizados por GC-FID
X= Media de las cantidades relativas de los compuestos

DS= Desviacion estandar

En la investigacién realizada se obtuvo como resultado un total de 37 compuestos
identificados correspondiente a la columna TR5ms que equivale al 98.82% de todos los

compuestos presentes en el aceite esencial estudiado. Por ende, cabe mencionar los
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compuestos mayoritarios que se destacaron del aceite esencial de Citrus x limonia en los

gue resaltan: limonene (57.38%) terpinene<y-> (13.01%) y B-pinene(12.04%).

En un estudio realizado por Martins et al., (2017) sobre los efectos

esquistosomicidas de los aceites esenciales de Citrus x limonia y citrus reticulata contra

Schistosoma Mansoni, determinaron que el aceite esencial de limén mandarina estaba

compuesto de limonene (29,9%), pinene <B-> (12,0%), citronellal (9,0 %), sabinene (9,0%).

Figura 14

Compuestos mayoritarios identificados en la columna no polar TR5MS
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En cuanto a la comparacién de la cantidad relativa de los compuestos presentes en

el aceite esencial (Figura 14), se describen de nuevo los compuestos mayoritarios obtenidos

por GC-MS: limonene (57.38%), terpinene <y-> (13.01%) y B-Pinene (12.04%).

Tabla 13

Compuestos mayoritarios obtenidos del CG-FID con la columna TR5

TR5
Compuesto % Cantidad relativa MS FID
CL1 CL2 CL3

MS FID MS FID MS FID X DS X DS
B-Pinene 11.32 10.62 12,52 10.40 12.27 10.10 12.04 0.63 10.37 0.26
Limonene 56.13 66.72 57.87 59.39 58.15 35.35 57.38 1.09 53.82 16.41
Terpinene  13.44 1052 12.76 8.61 12.82 842 13.01 0.37 9.18 1.16

<y->

Nota. CL1= muestra N°1 de aceite esencial; CL2= muestra N°2 de aceite esencial; CL3= muestra

N°3 de aceite esencial; MS= Espectrometria de masas; FID= lonizacién de llama.

En la Tabla 12 se puede observar lo que respecta a la determinacion de los

compuestos mayoritarios en CG-FID se considero tres de los cudles presentan un alto
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porcentaje a diferencia del resto de compuestos. Por lo tanto, la identificacién de estos en
FID, se la llevé a cabo a través de una comparacién con los compuestos identificados en
espectrometria de masas. De esta manera se obtuvo los compuestos mayoritarios a
continuacion mencionados: limonene (53.82%), B-Pinene (10.37%) y terpinene <y->
(9.18%).

Tabla 14

Tabla de identificacion de compuestos en la columna polar TRWAX

TRWax
No. Compuesto IR IR Ref: %Cantidad Relativa * X SD
cal cL1 CL2 CL3
1 Pinene <a-> 1036 1032 2009. 231 2.23 2.21 0.11
2 Thujene <a-> 1039 1038 0.74 0.84 0.88 0.82 0.08
3 Camphene 1064 1063 0.07 0.07 0.07 0.07 0.00
4 B-Pinene 1095 1092 11.15 13.00 12.87 12.34 1.04
5 Sabinene 1108 1108 1.08 1.54 1.72 1.45 0.33
6 Limonene 1185 1185 58.98 59.49 59.18 59.22 0.26
7 Terpinene <y-> 1232 1231 12.68 11.89 11.85 12.14 0.47
8 B-Ocimene 1241 1239 0.23 0.24 0.26 0.24 0.02
9 0-Cymene 1256 1254 0.40 0.63 0.73 0.59 0.17
10 a-Terpinolene 1268 1266 0.76 0.61 0.59 0.65 0.10
11 Octanal 1278 1278 0.24 0.27 0.28 0.26 0.02
12 Nonanal 1382 1382 0.06 0.07 0.08 0.07 0.01
13 Copaene <a-> 1470 1470 0.10 0.09 0.09 0.00
14 Decanal 1487 1485 0.15 0.14 0.15 0.15 0.01
15 Linalool 1542 1538 0.18 0.15 0.16 0.16 0.01
16 Bergamotene <a-trans-> 1568 1568 0.62 0.44 0.48 0.51 0.10
17 Caryophyllene <(2)-> 1573 1573 0.39 0.31 0.34 0.35 0.04
18 Terpinen-4-ol 1588 1586 1.40 0.81 0.72 0.98 0.37
19 Terpineol <a-> 1684 1683 1.87 1.21 1.28 1.45 0.36
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20 Bisabolene <B-> 1709 1708 1.14 0.84 0.91 0.96 0.16
21 Geranial 1717 1714 0.08 0.05 0.06 0.02
22 (E,Z2)-a-Farnesene 1737 1737 0.87 0.62 0.69 0.73 0.13
23 Citronellol 1758 1757 0.15 0.09 0.12 0.04
24 Globulol 2060 2055 0.05 0.05 0.00
25 Bisabolol <a-> 2201 2201 0.07 0.05 0.05 0.06 0.01

*TOTAL IDENTIFICADOS= 95.73

Nota.*= Suma total del porcentaje relativo de compuestos identificados en la columna TR-5ms

CL1= muestra N°1 de aceite esencial; CL2= muestra N°2 de aceite esencial; CL3= muestra N°3 de aceite esencial

IR €@ = indice de Van Den Dool y Krats calculado

IR Ref = indice de retencidn referido en bibliografia

MS: porcentaje de areas de los compuestos analizados por GC-MS

FID: porcentaje de areas relativas de los compuestos analizados por GC-FID

X= Media de las cantidades relativas de los compuestos

DS= Desviacion estandar

En la Tabla 13 se observa los compuestos mayoritarios por medio de la cantidad

relativa de su area en cada muestra estudiada. Por lo cual como resultado se obtuvo un

total de 25 compuestos identificados respectivamente a la columna TRWAX que

corresponde al 95.73% de todos los compuestos presentes en el aceite esencial estudiado.

Por ende, cabe mencionar los compuestos mayoritarios que se destacaron del aceite

esencial de Citrus x limonia en los que resaltan: limonene (59.22%), B-pinene(12.34%) y

terpinene <y-> (12.14%)

Tabla 15

Compuestos mayoritarios obtenidos del CG-FID con la columna TRWax

TRWax
Compuesto % Cantidad relativa MS FID
CL1 CL2 CL3
MS FID MS FID MS FID X SD X SD
B-Pinene 11.15 10.16 13.00 11.75 12.87 1222 1234 1.04 11.38 1.08
Limonene 6599  0.28

5898 65.83 59.49 6583 59.18 3535 5922 026
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Terpinene 12.68 10.22 11.89 953 11.85 842 1214 0.47 9.72 0.44
<y->
Nota. CL1= muestra N°1 de aceite esencial; CL2= muestra N°2 de aceite esencial; CL3= muestra N°3 de
aceite esencial; MS= Espectrometria de masas; FID= lonizacién de llama.

En la Tabla 14 se visualiza los correspondientes resultados obtenidos en la
determinacion de los compuestos mayoritarios en CG-FID utilizando la columna TRWAX se
recalco a tres compuestos como mayoritarios de los cuales por ende presentan un mayor
porcentaje a comparacion del resto de compuestos. Por lo cual, la identificacién de estos en
FID, se la llevé a cabo a través de una comparacién con los compuestos identificados en
espectrometria de masas. Luego de las comparaciones pertinentes se obtuvieron los
siguientes resultados: limonene (65.99%), B-Pinene (11.38%) y terpinene <y-> (9.72%).
Determinacién de la composicién enantiomérica del aceite esencial de Citrus x
limonia

El aceite esencial de Citrus x limonia dio como resultado 5 pares de enantibmeros
(Tabla 15) con su respectiva distribucién y exceso enantiomérica. Donde se destaca que
todos pertenecen al grupo de los monoterpenos. Los compuestos que presentan un mayor

exceso enantiomérico son: (+/-)-D-Limonene y (+/-)-Terpineol<a->.

Tabla 16

Enantidmeros del aceite esencial de Citrus x limonia

RT COMPUESTO IR DISTRIBUCION EXCESO
ENANTIOMERICA ENANTIOMERICO
(%) (%)

4.79 (+/-)-Thujene <a-> 915 40.72 18.55
4.87 917 59.28

6.16 (+)-B-Pinene 1013 50.92 1.85
6.38 (-)-R-Pinene 1019 49.08

7.35 (+/-)-D-Limonene 1043 16.58 66.83
7.39 1044 83.42

30.35 (+/-)-Terpineol<a-> 1396 17.95 64.11

30.56 1399 82.05
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3.5 Compuestos mayoritarios del aceite esencial de Citrus x limonia
3.5.1 Limoneno

El limoneno se destaca por ser un compuesto quimico principalmente presente en las
cascaras de los citricos, su formula quimica es CioHss, la cual sobresale por ser una molécula
apolar, por ende, no dispone de cargas diferentes en su estructura, lo que le permite ejercer
la funcion de disolvente con aquellas sustancias que posean las mismas caracteristicas, tiene
un peso molecular de 136.23 g/mol, el cual dispone de una configuracion (4R). Entres su
funcion destacable es como metabolito vegetal. Considerado un enantiomero de un (4S)-
limoneno.

Figura 15

Estructura molecular de

Limoneno en 2D

Nota: Obtenido de
PubChem, (2024)

El mismo es comdn en productos cosméticos, como principal componente del olor de
los citricos, el mismo es usado para la fabricacion de alimentos y algunos medicamentos, por
ejemplo, como aromatizante para enmascarar el sabor amargo de los alcaloides y como
fragante en perfumeria (Dionisio et al., 2018).

3.5.2 B-pinene

B-pinene es considerado un isémero del pineno el cual se destaca por tener un doble

enlace exo-ciclico. Componente presente en varios aceites esenciales de muchas plantas.

Cumple un papel muy importante como metabolito vegetal.
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El beta-pineno es un producto natural que se encuentra en Nepeta nepetella,
Teucrium montanum y otros organismos, es un liquido incoloro con olor a trementina, posee
un sabor a pino, parecido a la trementina, posee un punto de ebullicibn de 166°C, en cuanto
a su solubilidad es insoluble en agua, soluble en alcohol, éter, benceno y otros solventes y
muy soluble en cloroformo (Dionisio et al., 2018).

Figura 16
Estructura molecular de beta

pinene en 2D

b,
e
[
‘wa’f K'x,
I

Nota: Obtenido de PubChem,
(2024).
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Conclusiones

Con el uso de la técnica de destilacion por arrastre de vapor se logré obtener un total
de 87 ml de aceite esencial de las tres destilaciones, con un rendimiento promedio de 0.79%.

Se determinaron las propiedades fisicas del aceite esencial de Citrus x limonia cuyos
resultados fueron: densidad de 0.8717 g/cm?, indice de refraccion de 1.4821 y actividad 6ptica
de 6.15.

En cuanto a la composicion quimica, en la columna no polar TR-5ms se identificaron
compuestos con un total de 98.82% de identificacion. Los compuestos mayoritarios que se
presentaron en el aceite esencial fueron: limonene (57.38%), terpinene <y-> (13.01%) y B-
Pinene (12.04%).

En la columna polar TR-WAX se identificaron 25 compuestos, con un total de
identificacion del 95.73%. Los compuestos mayoritarios fueron: limonene (59.22%), B-Pinene
(12.34%), terpinene <y-> (12.14%)

Los compuestos enantioméricos identificados fueron: cuatro monoterpenos; (+) (-) 3-
pinene, (+/-)-D-limonene,(+/-)-terpineol<a-> y (+/-)-Thujene <a->. EI compuesto que mayor

exceso enantiomerico presento fue (+/-)-D-limonene(66.83%).
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Recomendaciones

Realizar un tratamiento postcosecha permitente y cuidadoso que permita conseguir la
eliminacién de posibles partes estropeadas, otros materiales contaminantes, partes de otras
plantas, tierra, etc.

Para la identificacion de los compuestos quimicos en la columna no polar TR-5ms y
polar TR-WAX es necesario usar el programa AMDIS, con la finalidad de identificar
correctamente cada compuesto basandose en su espectro.

Realizar una investigaciéon méas profunda sobre los compuestos quimicos mayoritarios
encontrados en el aceite esencial de Citrus x limonia, puesto que este fruto presenta extensos
beneficios medicinales que podrian ser exitosamente aprovechados para realizar diversos

productos.
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Apéndice

Apéndice A. Determinacién del rendimiento

Para obtener el porcentaje del rendimiento %R del aceite esencial de Cifrus x [monia se
relaciona el volumen del aceite esencial obtenido en cada desfilacion, con el peso del material vegetal

a destilar, ufilizando la siguiente ecuacion:

Vi{mL) .,
R = ——x 100 Ecuacion 1
Pigr

-_I
Donde:
%oR: e= el porcentaje de rendimiento

V: volumien del aceite esencial exiraido en ml.

P: peso de la materia vegetal utilizada en la desfilacion expresada en gr.
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Apéndice B. Determinacion de la densidad relativa a 20°C.

Segun lanorma AFNOR NF T 75-111 1982

Propuesta:

La presente nomma esta basada en 3 norma IS0 279-1981 por la Organizacidn
Intemacional de Normalizacin.

Ohbjetive de la aplicacion:

La presente norma especifica el método referido a la determinacidn de la densidad
redativa a 20°C de los aceiles esenciales.

Referencias:

NF T 75-003 Aceites esenciales- Reglas generales para su preparacion.

MF T 75-110 Aceistes esenciales- Preparacion de la muestra previo a su analisis.
Principio:

La densidad relativa a 20°C de un aceite esencial se defing como la masa de un
determinado volumen de aceite esencial a 20°C sobre la masa de un volumen igual de agua
fdectilada a 20170
Mota: si es necesano operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza del aceite
para indicar la norma referente al aceite esencial. La comeccion para 20°c es de 0.0007 a
0 0008 por grado centigrado. La masa volumétnica a 2000 de un acsite esencial se reporta
comad la masa de un clero volumen del aceile esencial a 20°C
Aparatos:

Picnometro vacio.

Bafio termostatico, manteniendo a una temperatura de 200C +- 0.2°C.

Termometro de precision graduado de 10 a 30°C, con una vanacion de 0.2°C a 0.1°C.
Balanza analitica.

Procedimiento:

Preparacion del picnametro: limpiar ngurosamente e picndmetro vy luego enpuagar el
picnometro, kavar con efanol y luego acetona, pasarko por una comente de aire seco. Sies
necesarno secar &l exterior del picmometro con um frapo seco o con paps! filtrn, Cuando se

equilibre |a temperatura en el cuaro de la balanza, pesar el picndmetro, con el tapén en su



it con 1mg de precisidn,

Peso del agua destilada: Lienar el picndmetro con agua recién destilada, que este a una
temperatura de 20°C. Cologque | picndmelro en bano lermostatico. Duranle 30 minubos
ajustar &l nivel del agua hasta la marca, poner el tapdn del picndmetro en su sitio, secar e
exterior del picndmetro con un trapo seco o papel filro. Cuando se equilibre la temperatura
oon el cuarto de balanza, pesar el picndmetro leno con el tapdn en su sitio con un mg de
precisson lleno igueal que en el caso antenor.

Peso del aceite esencial: Vacar el picndmetro, luego enjuagarn ¥ Secar comao en ehe inicio.

Efectuar las mismas cperaciones solo que en esta vez serd con aceite esencial en lugar de

agua
Expresién de resultados:
20 my — my .
dm_ﬂ'h—mn (Ecuacion 2)
Donde:

aw _ . . )

d - = Densidad relativa a 20°C, refendo al agua a 20°C.
me: masa en gramaos del picnémetro vacio

M- masa en gramas del picndmetro con agua

Mz masa en gramos del picndmetro con aceite esendcial,

Se expresan los resultados con cualro decamales.
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Apéndice C. Determinacion del indice de refraccion

Segln la AFNOR NF T 75-112/1988

Sequn el po de aparato que ublice, la medida drecla del anguilo de refractidn o la
obsenvacidn del limite de refraccidn total. El aceite se mantendra dentro de las condiciones
de iso-tropismo y de fransparencia
Definicidn:

El indice d refraccidn de un acede esenceal es el producto entre el seno ded angulo de
incidencia | &l seno del angulo de refraccin de un rayo luminoso de longited de onda
delerminada, que pasa desde e aire a fravés del Aceite Esencial, manieniendo la temperatura
constante |

La longeied de onda espechca es (6803 + 0.3), comespondients a la radiacsin 01 y
D2 ded especiro de sodio

La temperatura de referencia es de 20°C, salvo para lo aceile esencales gque no son
liquido a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25 v 30 °C
sequn el punio de fusiin del aceile considerado
Aparatos:

Refractémetro: utilice un refractometro clasico que permita |a lectura de los indices
de refraccidn entre 1.300 v 1,700 0 con una precision de + 00002
Ajuste el aparato de manera que, a una temperatura de 20°C, se tengan los siguientes indices
der refraccein segin:

- 1.3330 para agua destilada.
- 1.48906 para el p-cimeno.

1.5685 para el benzoato de bencilo

1.6585 para el 1-bromo naftaleno

Los producios patrn deben ser pures, de calidad para refractometria, deben también
ajustarse con una laména de indice de refraccidn conocidas segin las indicaciones de
labricaciin del equipa.

Modo de operacion:

Determinacion:
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Fasar una comenls de agua en e refractometro, a i de maniener el aparalo a la
temperatura de referencia de 20°C salvo para s aceites esenciales que no son liguidos a
esa lemperatura. En esle caso deben adoptarse as lemperaluras de 20°C y 30°C, segin &
punto de fusidn del aceile esencial considerado. Esta temperatura no debe difenir de la
temperaiura de referencia mas de & 0. 2°C y debe mantenerse a + 0.2

Antes de poner la muestra en el mstrumento, Bevarla a una temperatura gual a la que
s& realizara la medida. Para efecluar la lectura esperar que |a iemperatura sea estable.
Resultados:

Calculos. El indice de refraccidn a la temperatura de referencia esta dado por la
Ecuacion

D — n'D 4 0.004 (t"— t) {Ecuacién 3)]

Donde:
nD: valor de |2 lectura, oblenida a la temperatura t, o aquella a la que se ha efecluado |a
determinackon.
F: factor de correccian (0.0004).
t': temperatura a la que se efectud la lectura
i lemperaiura a 20°C.
Mota:

Expresar los resultado con cuatro cifras decimales. La precisian de la determinacion

ez de & 00002
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Apéndice D. Determinacion de la actividad 6ptica

Segln lanorma ISO 592-1998
Principio:

Sempre que se trabaje con aceiles solidos o parcialmente sdlidos, aceites de alta
viscosidad en un rango de temperatura, o aceites de colores fuertes, la determinacikon
franscuere en una solucidn de aceite
Definicicnes:

Rotacion optica de un aceite esencial: a'D

Angule expresado en mall radanes wWo grados del angulo descnto por i3 polanzacein
plana de una radiacidn luminosa cuya longitud de onda e 5809 3nm £ 0 3nm, cormespondients
a las lineas de sodio, cuando &l trayecto de la luz atraviesa 100nm del espesor de un aceile
esencial, a ciertas temperaturas

Mota: cuando la determinacion occurre con diferentes espesores e valor de la rotacion
dplica deberd ser computado con relacidn al espesor de 100nm. Tambidén ka medida acordada

por o Faraday magneto-aptico en principio es posible. El espesor de la muesira en este caso
es de 10nm.

Rotacién de un aceite esencial en solucidn [rotacién especifica a),
La rofacitn dptica de una solucidn de aceite esencial dividida para la masa del acsite

esencial por unidad de volumen.

Reactivos:

Los reactivos deben ser de grado analitico. Use agua destilada o de equivalente
punaza
Solvente:

(Solo para aceites esenciales que necesilen ensayarse en solucdn). Se ublizara
preferiblements etanol al 95% en volumen, s necesano considerar la motaciin optica del
MiSmo,

Aparatos:

Polarimetro: con una precision no menor de 0.5 mrad (+0.03%) y ajustado de 0° a

180" con agua. El podarimetro constara de un plato de cuarzo de rotacion dplica conocida, si

esto es inacoesible, oon una solucidn acuosa oon un contendo de 350 de sacarosa anhidnida
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pura por 100mL de soducidn. La rofacidn éptica de una solucidn es de 504 mrad en 200mm
de pasta a una temperatura de 20°C. El instrumenio deberd ser usado en la oscundad

La fuente de luz: comprende un dispositivo a una longitud de onda de 539 3nm £
0 Snim con una lampara de vapor de oo,

Tubos polarimetros: ususalmente de 100mm & 0.5mnm de longitud. Fara muestras
ligeramente coloreadas o de baja rotacon dptica se deben usar tubos de mas o menos
200emm + 0 Smm, fubos de B0mm + 0.05mm o 10mm £ 0.05Smm O Menos Sies Necasanc para
muestras fueremente coloreadas. En la determinacidn se deben trabajar a 20°C o anotar la
temperatura especilca, utilce un b de ensayo de pared gruesa, equipado con un
termdmetro, asegurar la circulacion del agua a la temperatura requerida. Para la
determinacion de la temperatura ambiente ver el tipo de tubo de ensayo gue =e debe ubilizar,
5i bien es aconsejable ublizar los descritos en la pare antenor

Termadmetro: graduado de 02°C o 01°C permitendo la  deferminacion  de
temperaturas entre 10 y 30°C,

Procedimiento:

Es necesano maniener la temperatura de la muestra a 200C £ 0.2°C o especificar la
temperatura para la muestra que va en &l ubo polarimetro apropiado, Mantener el agua que
esta circulando con un controd termostatico, mantener la temperatura especifica durante la
determinacion. Lienar el tubo con la muestra y asegurarse de la ausencia de burbujas,
Coloque &l lubo en &l polarimetro y lea la dextro rotacion (+) o |a levo rotacion (-) del aceite
gue en la escala muestra el instrumento.

Resultados:
Calculos y formulas.
La rotacion Gptica expresada en mili radianes o en grados del angulo esia dada por la

SiguUISnbe SCacin

A
a'Dwm Triﬂﬂ {Ecuacion 4)]

Donde:

A: e5 el valor del anguio de rofacion en mrad o grados del angulo
I es la longited del tubo wsado en mm.
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Marque como (+) la rotacion hacia la derecha en &l senfido de las manedllas del relaj

y coma (=), en el sentido contrano a las manecillas del reloj, Cuando par s tubos de la pared

gruesa la circulacidn de agua no es comecta, &5 necesano aplicar faclores de comeccidn

apropiadas o de acuerdo con el aceile ensayado (para aceiles esenciales de cilncos y para

otros s& conocen laciones de comreccidn especificos.

Mota: los [aclones de cormecceon deberian ser dadas en [as espechcaciones para cada

Rotacion éptica de un aceite en solucion “Rotacion especifica™.
La rofacidn especifica expresada en mili radianes o grados del angulo esta dada por

la siguiente ecuaciin
[a] =a

Donde:

{ Ecuacion 5).

a'D: es la rolacion dplica del aceite en solucion “Rotacitn especifica”

C: concentracidn de ka solucidn del aceite, en gramos de aceite por mL de soluciin
Con el valor de la aclividad dptica leida en el equipe se obtiene la actwvidad dplica

calculada aplicando |a sigusente loomula:

()=

Donde:

s adinidad dplica calculada

ol actividad aptica leida

I: dimensitn del tubo {dm)=1

ee5: acthadad dplica ded sobvente = 0000 2

c: concentracion muesira (g/mL).

(Eeuwacitn 6.
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Apéndice E. Determinacién del indice de retencidon con la ecuacion de Van den Dool

and Kratz

FPara calcular los indsces de relencin se hizo la comparacion de los bempos de
retencion, de los drocarburos tomados como referenca, con el bempo de retencian de los

picos gue eluyeron en el andlisis ded aceite esencial, utilizando la siguiente formula.

fgxr— ¢
Al = 100n + 100x =2 { Ecuacién 7).
Ly — Lgn

Diende:

Al indice de retencién obtenido con ka ecuacion de Van den Dool and Kratz

n: nimero de atomos de carbono en n-alcano

tax tiempo de retencién del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos
tan: tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado

Tren: tiemipo de retencidn de n-alcano que eluye después del compuesta analizado.
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Apéndice F. Determinacion del exceso enantiomérico

Para la determinacion del exceso enantioménco es necesano relacionar la distribucion
enantioménca, resultado de la formula que se mueestra a continuacién
ea(%%) = [R — 5]+ 100 [R + 5] Ecuacidon 8.
e (%) Exceso enanlionménos
R: Enantidmero (+)

&: Enantidemero |-



