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RESUMEN

En el departamento del Cauca existen mas de 14000 hectareas de bosques de
pino, cultivados con fines madereros. En época de la tala, esta deja volimenes de
residuos muy grandes entre los que se encuentran el follaje, la corteza y arboles
de no muy buena calidad. La disposicion de estos residuos, se ha convertido en
un problema ambiental en las areas de cultivo por que los residuos son propensos
a generar incendios forestales.

La especie Pinus oocarpa entre otros es una de las coniferas mas cultivadas en
nuestra region, de su follaje se puede extraer cierta cantidad de aceites
esenciales®, los cuales son usados en la industria cosmética y farmacéutica
principalmente. La extraccion de estos aceites se realiza por arrastre con vapor de
agua con el fin de obtener los compuestos mas livianos. Para lo cual se disefié un
equipo de extraccion de aceites esenciales construido en acero inoxidable,
optimizando las condiciones de trabajo como las presiones en la caldera y el
recipiente de muestra, tamafio de particula del follaje, tiempo de extraccion,
también se evalu6 el rendimiento del aceite recolectado con respecto al tiempo de
secado.

Para la caracterizacion del aceite, se realizaron pruebas fisicoquimicas tales como
densidad, indice de refraccion, solubilidad, punto de ebullicion con el fin de
determinar las caracteristicas del aceite esencial obtenido. Se establecieron las
condiciones instrumentales del cromatografo de gases como el tiempo de
retencidon del a-pineno, temperatura del inyector, temperatura del detector, rampas
de temperatura en el horno, flujo 6ptimo del gas de arrastre y finalmente la
cuantificacion del analito, a su vez se implemento una metodologia que permitio
analizar otros aceites esenciales naturales.

Los resultados que se obtuvieron de la investigacion seran de gran utilidad para
una posible industrializacién de los aceites esenciales de Pino y otras especies
cultivadas en la region. También derivaran otros proyectos de investigacion
relacionados con la profundizacién de esta investigacion.
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INTRODUCCION.

Tal vez no existe un campo de investigacion de mayor importancia en los paises
subdesarrollados, como el estudio de sus recursos naturales, que nos permitira
centrarnos en la realidad que nos rodea.

La utilidad de los procesos técnicos de aislar constituyentes quimicos de las
plantas, como los estudios de sus formulas, estructuras y propiedades quimicas,
farmacolégicas entre otras permite la inter-relacion con disciplinas como
bioquimica de plantas, biogénesis de los compuestos naturales, taxonomia
quimica, farmacologia, quimica estructural, uso y aplicacion de los compuestos en
procesos industriales®. Los aceites esenciales (A.E.) hacen parte de estos
constituyentes quimicos, que se encuentran muy difundidos en el reino vegetal,
principalmente en las faner6gamas, repartidas en unas 60 familias, de estas las
mas importantes son: Compositae, Labiatae, Myrtaceae, Rosaceae, Rutaceae y
Umbeliferae ©.

Los A.E. se encuentran en un determinado 6rgano vegetal, ya sea en flores, hojas,
frutas, semillas, raices o en toda la planta. Estos los encontramos como mezclas
complejas volatiles cuya composicion es de terpenos, sesquiterpenos, alcoholes,
aldehidos cetonas, &cidos y esteres; junto con otros restos no volatiles
constituidos por alcanfores y materiales céreos. Su utilidad se limita a la
perfumeria, a la fabricacién de licores, barnices, pinturas, cremas y productos
farmacéuticos®.

El Pinus oocarpa es un arbol de hasta 25 metros, presenta hojas (aciculas)
alargadas como agujas en grupos de 5 y pocas veces de 3 a 4 de color verde
claro. Su principal producto no maderable es la resina, pero también se extraen
aceites esenciales (esencia de trementina) de la resina y de sus hojas.

12



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El término biomasa se refiere a toda la vegetacion de la tierra y a muchos
productos y coproductos que provienen de ella. La biomasa es la fuente de
energia renovable mas antigua, los humanos la utilizan desde que se descubrio el
fuego. Los recursos locales de biomasas comprenden desechos agricolas,
forestales, una parte de los desperdicios soélidos municipales y desechos
industriales.

En Colombia existen varias empresas productoras de papel, algunas de ellas lo
fabrican a partir de material reciclado, otras como Smurfit Carton de Colombia, lo
fabrican a partir de madera que proviene de bosques cultivados por si mismas.

El follaje es obtenido en grandes cantidades considerando que las podas a los
arboles se realizan dos veces antes de la operacion de tumbe y que después de
esta operacion las hojas son retiradas de los arboles y dejadas en el suelo como
desecho, ya en el proceso de tala de los bosques, los volimenes que se producen
diariamente de residuos son muy grandes, tanto de follaje y corteza. Estos
residuos forestales que comprenden la madera subutilizada y los residuos de tala,
arboles imperfectos y arboles no comerciales, ya no tienen aplicacion alguna. En
la mayoria de los casos estos residuos son abandonados en los mismos terrenos
de produccion, donde se pueden generar incendios, afectando el medio ambiente,
0 estan siendo acumulados en lugares no apropiados y por su elevada humedad
son labiles a diversos procesos de fermentacidén y descomposicién, ocasionando
problemas graves de contaminacion.

Tan solo en el departamento del Cauca existen mas de 14000 hectareas de
bosques cultivados ubicadas en los municipios de Cajibio, Popayan, Timbio y
Sotara entre otros, de los cuales es conveniente pensar en obtener mayores
beneficios a partir de la actividad forestal, optando por un aprovechamiento
integral de sus principales residuos.
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2. OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Obtener aceites esenciales del follaje de la especie Pinus oocarpa mediante el
proceso de arrastre con vapor a escala piloto e identificar de uno sus principales
componentes (a- pineno) por Cromatografia de Gases como técnica analitica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.2.1 Optimizar las condiciones experimentales de extraccion de los aceites
esenciales.

2.2.2 Determinar los porcentajes de rendimiento en la extraccion del aceite
esencial.

2.2.3 Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite obtenido.

2.2.4 Implementar una metodologia analitica que permita la determinacion de a-
pineno por Cromatografia de Gases.

14



3. JUSTIFICACION.

De la actividad forestal realizada por las empresas del sector agroforestal se
obtienen, ademas de materias primas destinadas a la obtencion de pulpas para la
fabricacion de papeles, cartones, y materias primas utilizadas en construcciones,
material de desecho como cortezas de &rboles, y hojas de pino, y eucalipto,
siendo este follaje un residuo del cual se pueden obtener aceites esenciales que
poseen un alto valor comercial, por las diferentes aplicaciones, que tienen en la
industria farmacéutica, cosmética y de productos de limpieza.

Una alternativa para el aprovechamiento del follaje de las diversas variedades
cultivadas en el sector agroforestal es someter dicho material a un proceso de
extraccion de aceites esenciales que le dé valor agregado, con lo cual se
optimizan los recursos forestales con los cuales cuentan las empresas.

Lo anterior puede producir efectos econdémicos favorables, ya que los recursos
que antes eran considerados como desecho en el sector forestal, como es el caso
del follaje, pueden dar paso a una nueva actividad econémica que generaria no
solo mayores ingresos al sector forestal, sino empleo constante que garantizaria
el incremento en el nivel de vida de las comunidades en donde se encuentran las
plantaciones®),

Es por esta razon que se hace necesaria la optimizacion de la destilacion de los
aceites esenciales de Pinus oocarpa, por parte del nuestro grupo de investigacion
en Quimica analitica Ambiental, para la caracterizacion de los componentes del
mismo, empleando la cromatografia de gases. Esto permitirA establecer los
parametros necesarios con el fin de evaluar la factibilidad de explotacion vy
comercializacion.

15



4. ASPECTOS TEORICOS Y ANTECEDENTES.

La actividad principal del sector agroforestal es la produccion de pulpa para la
elaboracion de papel. Esta deja como residuo gran cantidad de biomasa (follaje,
corteza y aserrin) que queda concentrada en el sitio de la tala. Estos residuos
provienen de los cultivos de Pinus oocarpa, Pinus patula y de Eucalyptus grandis
gue son las principales especies que se cultivan en la region del Cauca.

El Pinus oocarpa es un arbol endémico de América central, principalmente de
México, Guatemala, Honduras y El Salvador, llega a medir de 18 a 25 metros de
altura por 40 a 75 cm. de diametro en el tronco. Con la copa por lo comun
redondeada y frecuentemente compacta; ramas fuertes y extendidas; corteza
agrietada, obscura o grisacea, con placas delgadas, largas y casi rectangulares de
color amarillento interiormente. Ramillas morenas, asperas al principio y después
escamosas, desapareciendo la aspereza debido a la caducidad de la base de las
bracteas. Hojas en grupos de 5, pocas veces de 3-4 en algunos fasciculos, de 17-
30 cm., aglomeradas, anchamente triangulares de color verde claro, brillantes,
tiesas y asperas, rara vez suaves Y flexibles, bordes finamente aserrados. Vainas
persistentes de color castafio oscuro, de 20-30 mm y con escamas acuminadas.
Semillas pequefas, alargadas y obscuras de 7 mm, con alas de 10-15 mm,
obscuras también, engrosada en su base. Madera suave y algo ligera de textura
uniforme y de color claro con tinte amarillento®. La figura 1 muestra el bosque de
Pinus oocarpa.

Un estudio realizado al contenido del aceite esencial de Chenopodium
ambrosioides (paico) en la Universidad Nacional del Nordeste (Argentina) muestra
que la extraccion de los aceites esenciales del paico se realiza con arrastre por
vapor de agua y su analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas utilizando dos columnas capilares simultaneas en paralelo una con fase
estacionaria de poilietilenglicol y la otra de metil silicona, el gas de arrastre
utilizado para las determinaciones es nitrégeno, encontrandose entre otros el a
pineno (13 %), B pineno (5 %), limoneno (4 %), a-terpineno (3.5 %) y ascaridol (8.6
%) este ultimo actlia como antihelmintico y antibacterial®.

El estudio del aceite esencial de Eupatorium patens en la Universidad de San
Luis (Argentina) por cromatografia de gases acoplada espectrometria de masas
determind que los principales componentes son cariofileno (14.15 %), y-muuroleno
(13.47 %), o pineno (11.11 %). Para lo cual se utilizé6 una columna capilar DB-1
con fase estacionaria de metil silicona y nitrégeno como gas portador®.
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Figura 1. Fotografia, bosque Pinus oocarpa finca “San Benito” municipio de
Cajibio. (C).

UGA3943045

El instituto de farmacia y alimentos de la Universidad de la Habana (cuba) realizo
un estudio sobre el rendimiento del aceite esencial en Pinus caribea morElet.
Segun el secado al sol y a la sombra. Encontrandose que el follaje expuesto a la
sombra contiene un mayor porcentaje de aceite esencial que el follaje expuesto al
sol, y que el tiempo de exposicion al sol, influye significativamente sobre el
rendimiento a partir del tercer dia, mientras que en el follaje expuesto a la sombra,
las diferencias se hacen significativas a partir del sexto dia®.

En Chile la produccién de aceites esenciales extraidos del pino y eucalipto, se ha
convertido en la principal fuente de ingresos para las cooperativas formadas por
los habitantes de las regiones donde se cultivan estas especies, ya que poseen
planta propia a nivel industrial para la produccién de aceites®9.

En la Universidad del Valle, el estudio del aceite esencial de Eucalyptus grandis,
se llevd a cabo, extrayéndolo del follaje del arbol, utilizando la extraccién con
arrastre por vapor, el rendimiento obtenido fue del 1.3 % en peso. El analisis del
aceite esencial se realizo por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas utilizando una columna HP-5 y helio como gas de arrastre. Se identifico
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a-pineno (22 %), 1.8-cineol (14 %) y y-terpineno (14 %) como sus principales
componentes (19,

4.1 Definicion y localizacion de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales son sustancias que se encuentran naturalmente en
organos Yy tejidos de diversas plantas. Se conocen también con el nombre de
aceites etéreos, aceites volatiles o esencias. Constituyen los principios sapidos y
olorosos de las plantas en las que existen y se hallan preformados en los tejidos o
se forman como resultado de la reaccion de ciertos componentes cuando dichos
componentes se ponen en contacto con agua‘*?,

La definicion de aceites esenciales es restrictiva ya que excluye, tanto los
productos obtenidos por extraccion con ayuda de disolventes, como los obtenidos
por cualquier otro procedimiento, Algunas definiciones que se citan a continuacion
son usuales en este campo:

- Esencias concretas: se obtienen por extraccion de vegetales frescos, con
ayuda de un disolvente.

- Resinoides: se obtienen por extraccion, con ayuda de disolventes, de las
sustancias vegetales desecadas, resinas, gomo-resinas y balsamos.

- Esencias deterpenadas: se obtienen por destilacion a presion reducida de
una mezcla de aceite esencial y disolvente, lo que permite eliminar las
fracciones mas volatiles, terpenicas, irritantes y de mala conservacion.

Los aceites esenciales se encuentran, casi exclusivamente, en el gran grupo de
las Espermatofitas. Ademas, los géneros capaces de elaborar estos principios
volatiles, se reagrupan en una primera aproximacion, en un numero bastante
restringido de familias de las Angiospermas, pertenecientes a los érdenes de las
Magnoliales, Laurales, Rutales, Labiales y Asterales.

Los aceites esenciales se pueden encontrar en todos los 6rganos vegetales: como
es logico, en las flores (bergamota, nardo), también en hojas (toronjil, laurel) y
aungue menos corrientemente, en raices (vetiver), rizomas (jengibre), lefios
(Sandalo), cortezas (canela), frutos (anis) o semillas (nuez moscada). Aunque
todos los oOrganos de una misma especie vegetal, pueden contener aceite
esencial, la composicién de este puede variar segun su localizacién: asi en el
naranjo amargo, la esencia de azahar (obtenida de flores) es diferente de la
esencia de petit grain (obtenida de las hojas) y de la esencia de Curacao (obtenida
de las cascaras).

Cuantitativamente, los contenidos en aceite esencial son muy bajos, normalmente

inferiores al 1%; algunos porcentajes son excepcionales como los que se
encuentran en los botones florales de clavo (15%).

18



Los aceites esenciales son generalmente esteres de acidos -carboxilicos,
aldehidos y cetonas, hidrocarburos aliciclicos del grupo de los terpenos
encontrados en plantas aromaticas cuya caracteristica principal es su agradable
aroma y que muestran propiedades odorizantes, saborizantes y de uso
farmacolégico®?) (14),

4.2 Funciones de los aceites esenciales.

La volatilidad y el marcado olor de los aceites esenciales, constituyen los
elementos de la comunicacion quimica de las plantas, puesto que atraen animales
los cuales ayudan en la polinizacion y la dispersion de las didsporas. A menudo,
constituyen un medio de defensa frente a depredadores (microorganismos,
hongos, insectos, herbivoros); estas acciones se facilitan por la focalizacion
periférica de los elementos secretores. La complejidad de la composicién quimica
permite también los mensajes complejos y selectivos.

4.3 Propiedades fisicas de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales son liquidos a temperatura ambiente, muy raramente
tienen color y en general su densidad es inferior a la del agua. Casi siempre
dotados de rotacién Optica, tienen un elevado indice de refraccion. Solubles en
alcoholes y en disolventes organicos habituales, son liposolubles y muy poco
solubles en agua, son arrastrables por el vapor de agua®®.

4.4 Composicion quimica de los aceites esenciales®9),

Los aceites esenciales son mezclas complejas y muy variables de constituyentes,
gue pertecen de forma casi exclusiva a dos series, caracterizadas por origenes
biosinteticos distintos: la serie terpénica y la serie, mucho menos frecuente, de los
compuestos arenicos derivados del fenilpropano.

4.4.1 Serie terpénica.

En el caso e los aceites esenciales, Unicamente se encuentran los terpenos mas
volatiles, es decir cuyo peso molecular no sea demasiado elevado: monoterpenos
y sesquiterpenos. La diversidad de las estructuras, se explica por la gran
reactividad de los carbocationes implicados en los procesos biosinteticos.

Todos los terpenos, tienen algo en comun, se puede considerar que se forman por
el acoplamiento de un nimero entero de unidades pentacarbonadas ramificadas,
derivadas del 2-metil butadieno.

El propio isopreno no interviene en la biosintesis, y esta regla isoprenica es por
tanto teodrica sin embargo tiene la ventaja de mostrar perfectamente la unidad
biosintetica de este grupo, y de dar cuenta de la existencia, segun el numero de
unidades que intervengan, monoterpenos (de Cio), sesquiterpenos (de Cis),
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diterpenos (de Czo), sesterpenos (de Czs), triterpenos (de Caso), carotenos (de Cao),
y poliisoprenos (de (Cs)n).

4.4.2 Monoterpenos.

Los principales constituyentes de esta serie son los hidrocarburos aciclicos,
monociclitos, biciclicos o policiclicos. Van acompafiados de sus derivados
oxigenados: alcoholes aldehidos, cetonas, esteres, éteres. La figura 2 muestra
algunas de las estructuras monoterpernicas.

Figura 2. Algunas estructuras monoterpenicas.
OH

HO

= =
mircen 8-ol  p-cimeno terpineol isopulegol 3-careno
O
O
a-pineno tuyona isofencona crisatemona

4.4.3 Sesquiterpenos.

La cadena, al aumentar el nimero de ciclaciones y de modificaciones posteriores
posibles, crece de manera espectacular, lo que explica que estén descritos mas
de un millar de compuestos, relacionados con una centena de esqueletos (figura
3).
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Figura 3. Algunas estructuras de sesquiterpenos.
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4.5 Factores de variabilidad de los aceites esenciales.
4.5.1 Origen botéanico.

La composicion de un aceite esta en funcidn de la especie productora y con ella,
un mayor porcentaje de un compuesto en particular. Asi por ejemplo, una esencia
de tomillo puede provenir de Thymus vulgaris L, especie con timol, en la esencia
de Thymus capitatus Hoff se encuentra el carvacol, que es el tomillo de Creta,
también en la esencia de Thymus zygis o tomillo de Espafia con borneol.

4.5.2 Quimiotipo.

Una misma planta puede secretar esencias muy diferentes desde el punto de vista
bioquimico. De estas variaciones de composicién de los aceites esenciales surge
la nocion de quimiotipo. En el tomillo se pueden distinguir el de los carrascales del
sur de Francia (T. vulgaris), especie vegetal botanicamente homogénea y
cariologicamente estable, siete quimiotipos con timol, carvacol, geraniol, linalol, a-
terpineol, a - trans - tuyanol, y 8-cis- mircenol; teniendo en cuenta que esta
variacion depende tanto de las condiciones ambientales y como del suelo.
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4.5.3 El ciclo vegetativo.

Para una especie dada, la proporcion de los diferentes constituyentes del aceite
esencial, puede variar de manera importante a lo largo de su desarrollo. Asi, en la
Menta piperita L, el neomentol y la mentona que predominan al comienzo del
periodo de floracién, disminuyen posteriormente, el catabolismo de estos
derivados da lugar a la acumulacién de mentol y de un compuesto no volatil, el
glucésido de neomentilo.

45.4 Factores del entorno.

Las condiciones climaticas y la naturaleza del suelo, influyen directamente en la
produccion del aceite esencial, lo mismo ocurre con las practicas de cultivo:

densidad de plantacion, intensidad y modalidades de riego, utilizacién de abonos
(),

4 5.5 Procedimientos de obtencion.

El producto obtenido en una hidrodestilacion, raramente serd idéntico al que
resulte de la extraccién con solventes volatiles: esto depende de la labilidad y
reactividad importante de las moléculas constituyentes de estas mezclas naturales
que facilmente se isomerizan, recombinan y oxidan. El cariofileno presente en el
aceite esencial hidrodestilado del clavo, no se encuentra en el obtenido por
extraccion con enflorado 7).

4.6 Biosintesis.

Los monoterpenos y en general todos los compuestos terpenoides naturales se
biosintetizan por la ruta de la acetilcoenzima a través de un intermedio comun que
es el acido mevaldnico. Sin embargo, recientemente se ha propuesto que algunos
terpenoides no se originan por esta ruta, sino por una ruta alterna que puede
involucrar piruvato, gliceraldehido-3-fosfato y un intermedio de 5 atomos de
carbono: 1-desoxi-xilulosa-5-fosfato (8),

4.6.1 Condensacion cabeza-cola de IPP y DMAPP.

El &cido melavonico es el precursor de dos unidades basicas que dan origen a los
terpenoides: el isopentil pirofosfato (IPP) y y, y-dimetilalilpirofosfato (DMAPP) con
la participacion de moléculas de ATP

Una unidad de IPP puede condensarse con muchas unidades DMAPP mediante
un proceso de condensacion comunmente denominado condensacion “"cabeza-
cola", siendo la cabeza la funcién pirofosfato y la cola el extremo donde estan
ubicados los metilos. La figura 4 esquematiza el proceso de condensacion de dos
moléculas de 5 atomos de carbono (IPP y DMAPP) para dar origen a una
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molécula de 10 a&tomos de carbono: Geranilpirofosfato. Esta sustancia es el
precursor inmediato de todos los monoterpenos naturales. La condensacion de
geranilpirofosfato con una nueva unidad IPP da origen al farnesilpirofosfato, el cual
es el precursor de todos los sesquiterpenos naturales (9. (20). (21),

4.7 Métodos de extraccion.

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante
diferentes métodos como: expresion, destilaciébn con vapor de agua, extraccion
con solventes volatiles, enflorado y con fluidos supercriticos.

4.7.1 Expresion.

El material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el aceite y este es
recolectado y filtrado. Este método es utilizado para el caso de las esencia de
citricos (22(23),

4.7.2 Destilacion por arrastre con vapor de agua.

La muestra vegetal generalmente fresca y cortada en trozos pequefios, se coloca
en un recipiente cerrado y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccibn acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especialmente las utilizadas para perfumeria,
por la pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada 4.

4.7.3 Extraccion con solventes volatiles.

La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes tales como alcohol,
cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia, pero también consigo
extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al final una
esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta
costoso por el valor comercial de los solventes, porque se obtienen esencias
impurificadas con otras sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio
caracteristicos de muchos solventes organicos volatiles ).

4.7.4 Enflorado o enfleurage.

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con una grasa. La
esencia es solubilizada en la grasa que actia como vehiculo extractor. Se obtiene
inicialmente una mezcla de aceite esencial y grasa la cual es separada
posteriormente por otros medios fisico-quimicos. En general se recurre al
agregado de alcohol caliente a la mezcla y su posterior enfriamiento para separar
la grasa (insoluble) y el extracto aromatico (absoluto). Esta técnica es empleada
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para la obtencion de esencias florales (rosa, jazmin, azahar, etc.), pero su bajo
rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la hacen costosa.

Figura 4. Reacciones de condensacion para la formacion de Geranilpirofosfato y
farnesilpirofosfato.
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4.7.5 Extraccion con fluidos supercriticos.

Es de desarrollo mas reciente. El material vegetal cortado en trozos pequefios,
licuado o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular
a través de la muestra un fluido en estado supercritico (por ejemplo COz2), las
esencias son asi solubilizadas y arrastradas y el fluido supercritico, que actla
como solvente extractor, se elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar
la presién y temperatura ambiente, y finalmente se obtiene una esencia cuyo
grado de pureza depende de las condiciones de extraccién. Aunque presenta
varias ventajas como rendimiento alto, es ecolégicamente compatible, el solvente
se elimina facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas temperaturas
utilizadas para la extraccibn no cambian quimicamente los componentes de la
esencia, sin embargo el equipo requerido es relativamente costoso, ya que se
requieren bombas de alta presion y sistemas de extraccion también resistentes a
las altas presiones @6). (27),

4.8 Conceptos analiticos.

La cromatografia de gases (CG) se basa en la distribucion de la muestra entre dos
fases; una estacionaria de extensa superficie empacada dentro de una columna 'y
puede ser un solido o una pelicula que recubre el sélido, la otra fase es la movil y
consiste en un gas que percola sobre la fase estacionaria y alrededor de la misma.
En la figura 5 se observa el diagrama de un cromatégrafo de gases, destacando
Sus partes mas importantes.

En CG. La muestra se volatiliza en el inyector sobre la cabeza de una columna
cromatografica. La elusion se produce por el flujo de una fase mévil que consiste
en un gas inerte, y a diferencia de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase
movil no interacciona con las moléculas del analito, su Unica funcion es la de
transportarlo a través de la columna @9,
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Figura 5. Diagrama esquematico del cromatografo de gases.
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4.8.1 El gas portador o gas de arrastre.

Debe tener caracteristicas como:

¢ |nerte para evitar toda interaccién con la muestra o el disolvente.
e Capaz de minimizar la difusion gaseosa.

e Disponible en forma pura.

e Deseable para el detector.

4.8.2 Sistemas de inyeccion.

Con el objeto de introducir una muestra liquida se requiere un puerto para la
muestra (figura 6), el cual contiene un tubo de vidrio dentro de un horno metélico
caliente. La muestra es llevada al puerto de inyeccion en una jeringa a través de
un sello de goma (septum), y se vaporiza en el tubo de vidrio (alineador). El gas
portador lleva la muestra vaporizada hacia la columna.
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Para mejorar la calidad en los andlisis cromatograficos, se utilizan sistemas de
inyeccion mas elaborados. La inyeccion dividida o split, consiste en un sistema
neumatico en el que la muestra con concentracion considerable, es dividida,
dirigiéndose parte hacia la columna y la otra es desechada. La inyeccidén sin
division “split less”, es utilizada para analizar trazas o bajas concentraciones del
analito, la mayor parte de la muestra se aplica a la columna. Se utiliza la inyeccién
sobre la columna “on column” para muestras que pueden descomponerse al ser
calentadas por encima de su punto de ebullicion, para esto la solucion del analito
es insertada directamente sobre la columna cromatografica la cual debe estar a
una temperatura menor que la descomposicion del analito.

Figura 6. Sistema neumatico de inyeccion.

—® Salida de purga

Entrada gas de E Mo
arrastre —_—
% L——h Salida de split

Bloque de
calentamiento
Vaporizacion de la
Alineador muestra

. Columna

%rj

4.8.3 Columnas.

En cromatografia de gases existen dos clases de columnas, las empacadas y las
capilares. Estas ultimas, tienen un didmetro interno menor a 1 mm y generalmente
se construyen con silice fundida. Ademas, dentro de esta clase de columnas,
existen dos tipos, las micro empaquetadas y las tubulares abiertas con pared
recubierta (WCOT), tubulares abiertas con capa porosa (PLOT) y tubulares
abiertas con soporte impregnado (SCOT). En general las columnas tubulares,
abiertas o capilares son las mas utilizadas. La temperatura de la columna es una
variable importante. Para un trabajo preciso se debe regular la temperatura en
décimas de grado. La temperatura Optima de la columna depende del punto de
ebullicion del analito y del grado de separacidén que se necesita.
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La temperatura de la columna devela ser lo suficientemente alta para que el
andlisis se efectué en un plazo razonable y lo suficiente baja para lograr la
separacion deseada.

4.8.4 Horno.

Es el encargado de calentar o enfriar la columna por medio de un sistema de flujo
de aire, el cual, en la mayoria de los disefios, el cual consta de un chorro de aire
que pasa a través de una resistencia de calentamiento y posteriormente por la
columna, retornando después para calentarse, y asi, mantener o variar la
temperatura. Usualmente los hornos son construidos de acero inoxidable y poseen
un amplio intervalo de velocidades para la programacién de la temperatura, que a
su vez, debe mantenerse constante alrededor de la temperatura deseada con una
precision de = 1 °C en el caso isotérmico y de * 2 °C durante programaciéon de
temperatura.

4.8.5 Detector.

Los sistemas de deteccion en un cromatdgrafos son dispositivos que miden la
concentracion de cada uno de los solutos de la muestra y generan una sefal
eléctrica proporcional a dicha concentracion. Estos sistemas deben tener un
tiempo de respuesta corto que lo haga independiente de las concentraciones de
los solutos enviados por la columna. En este trabajo se uso un detector de
ionizacion de llama (FID) el cual se observa en la figura 7. Esta basado en la
relacion directa que existe entre la conductividad electriza de un gas y la
concentracion de particulas cargadas (iones positivos, negativos y electrones)
existentes en el mismo. Se utiliza una llama de hidrégeno como fuente de
ionizacion de las moléculas organicas que fluyen a su través. La corriente gaseosa
gue sale de la columna se mezcla con una corriente de hidrégeno (combustible) y
entra en el detector donde se produce la combustién.

Para soportar la llama se introduce aire por la base del detector. Durante la
combustiéon producida al llegar un compuesto organico a la llama, se forman
particulas cargadas, las cuales originan un flujo de corriente. Esta corriente es
amplificada debidamente por los circuitos electronicos y posteriormente se dirige al
registrador 9.
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Figura 7. Detector de ionizacion de llama.

Salida
Colector
PA
Encendedor -
o = —ﬁ—_— 200-300 V
(N :
goneng J 1800808=<—— Difusor de aire
:| —<—— Entrada de Aire
—<— Entrada de Hidrogeno
—«—— Makeup de gas

Columna capilar

4.8.6 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

El cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas (CG/MS)
proporciona una mayor confiabilidad en la identificacion de compuestos que los
sistemas de deteccion tradicionales obteniéndose asi informacion estructural en
forma de un espectro de masas adicionalmente a la abundancia de los
componentes y a los tiempos de retencion de los mismos. El espectro de masas
permite obtener mayor informacién estructural, lo que le hace ser un sistema muy
versétil, ya que a excepcién de algunos isomeros, un espectro de masas es unico
para cada compuesto.

El acople CG/MS proporciona deteccion universal, ya que virtualmente cualquier
compuesto que sea volatil por debajo de los 400 °C puede ser detectado por el
equipo. Responde a todos los tipos de compuestos: hidrocarburos, hidrocarburos
halogenados, compuestos nitrogenados, pesticidas y gases. Naturalmente, la
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deteccion de los compuestos antes mencionados depende en gran medida del tipo
de columna empleada durante el analisis.

Para los aceites esenciales se prefieren columnas capilares abiertas como la HP-
INOwax (Polyetylene Glycol entrecruzado), la cual se caracteriza por presentar
bajo sangrado a temperaturas altas, permite un rango de temperatura de 40-260
°C, ademas es aplicable para alcoholes, acidos grasos entre otros.
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5. METODOLOGIA.

5.1 Materiales y Equipos.

Balanza analitica Mettler PJ 4000 (0.19/4000g)

Balanza analitica Mettler AE 200 (205g/0.1mg)

Ultrasonido Branson 1510

Columna capilar HP-INOwax (Polyetylene Glycol) 19091N-102

Cromatografo de gases Hewlett Packard serie 6890 con detector de ionizacion
de llama.

Filtros de nitrocelulosa para jeringa Acrodisc 0.45um.

Jeringa para Cromatografia de Gases, Hamilton de 10.0 uL (£ 0.1)

Septa de PTFE/goma Supelco.

Equipo de extraccion de aceites esenciales a escala piloto de arrastre con
vapor.

Estufa ACEB de 1000 w una resistencia.

Refractometro Karl Seiz

Equipo de Ultravioleta —visible Intralab 2000.

Espectrometro de masas Hewlett Packard serie 5973.

Equipo de infrarrojo Thermo IR 200.

5.2 Reactivos.

Hexano grado analitico, Merck

Metanol 99% grado HPLC, Merck
Etanol 99% grado HPLC, Merck
Tetracloruro de carbono, grado analitico

Sulfato de sodio anhidro 98% grado analitico, Merck
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e Eter etilico 99% grado analitico, Merck.

e a-Pineno, 97.1% grado analitico, d 20°C = 0.858, Merck.
e Geraniol, 98% grado analitico, d 20°C = 0.889, Merck.

e Helio AP Aga

e Hidrogeno AP Aga

5.3 Procedimiento para la obtencion del aceite esencial de Pinus oocarpa.

53.1

Recoleccién y clasificacién del material vegetal.

La investigacion se realizd6 con follaje recolectado en la Finca “San Benito”
municipio de Cajibio al norte del Cauca. Plantacién experimental con una edad de
19 afios, perteneciente a la empresa Smurfit Carton de Colombia y manejadas por
la Cooperativa Agroforestal del Cauca (Cootraforc).

Clasificacion general de los bosques en estudio

Factores fisicos.

v

v

Bosque humedo mesofitico, (semihumedo de la zona sub-andina).
Altitud: 1.840 msnm.

Latitud: 2° 31" (norte).

Longitud: 76° 35" (occidente).

Temperatura: 15 a 25 °C. Libre de heladas (oscilaciones maximas).
Vientos: Ligeros o tormentas.

La humedad de condensacion atmosférica produce pluviosidad vy
nubosidad. El porcentaje de humedad es alto (60%).

Precipitacion: mas de 2 000 milimetros.
Régimen de lluvias: un maximo de 4 meses sin lluvia.

Luz: 12 horas de luz diurna.

Segun la division operativa de la Cooperativa Agroforestal del Cauca Cootraforc.
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La muestra de follaje fue recolectada de forma aleatoria en sacos de polipropileno.
Teniendo en cuenta que el follaje de Pinus oocarpa presentara caracteristicas
fisicas similares. La cantidad de muestra recolectada fue de 20 kg
aproximadamente por cada muestreo. Esta se guardo en un lugar fresco y seco,
para evitar el crecimiento de hongos y deterioro del follaje.

Figura 8. Follaje de Pinus oocarpa.

5.3.2 Obtencioén del aceite esencial.

El método de extraccion utilizado en este estudio fue el de destilacion por arrastre
con vapor de agua. El equipo de destilacion se preparo con antelacion para cada
extraccion. Primero se debe calentar el calderin hasta que alcance una presion de
25 psi, luego la muestra de follaje de Pinus oocarpa previamente pesada se
introduce en el recipiente para muestras y se abre la valvula manual hasta que la
presion en dicho recipiente sea de no mas de 1 psi, trabajando a una temperatura
promedio de 90 °C y controlando el goteo del destilado.

Para todas las extracciones se utilizd de 700 g a 900 g de follaje.
5.3.2.1 Tiempo de extraccion.

Inicialmente se realizaron destilaciones a diferentes tiempos de extraccion. 1.5, 2.0
y 3.0 horas, cada una por triplicado.
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Figura 9. Esquema del equipo de destilacion por arrastre con vapor de agua
proyectado para la extraccién de aceites esenciales a partir del follaje de Pinus
oocarpa.
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5.3.2.2 Tamafo de particula.

Se evalud el porcentaje de rendimiento de aceite esencial contenido en el follaje
de la especie Pinus oocarpa haciendo extracciones con la muestra molida, picada
y entera, cada una realizada por triplicado.

5.3.2.3 Dias de recoleccion y secado.

Se evalu6 porcentaje de rendimiento de aceite esencial contenido en el follaje de
la especie Pinus oocarpa haciendo extracciones a 1, 3, 5, 7, 10 y 20 dias de
recolectada la muestra, manteniendo el follaje protegido de los rayos directos del
sol. Cada extraccion se realizé por triplicado.

5.3.3 Propiedades fisicoquimicas.

Todas las muestras de A.E. obtenidas se separaron del agua por decantacion,
luego el A.E. se diluyo en éter etilico, se seco con sulfato de sodio y se filtro. En
campana de extraccion se evaporo el solvente a temperatura ambiente por 24
horas o hasta que no se percibiese olor a éter etilico.

Todas las muestras de A.E. se mantuvieron a 5 °C en refrigerador.

5.3.3.1 Densidad

Se midié tres veces en un picnédmetro con capacidad para 1.0 mL de agua y se

procedié a calcular de forma matematica el valor presentado por el aceite,
arrojando un valor de 0.8939 g/mL.
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5.3.3.2 indice de refraccién.

Con una gota de A.E. se midié una vez en un refractometro Karl seiz a 25 °C.
Obteniendo una lectura de nD?>=1.4968

5.3.3.3 Solubilidad.

Se probo la solubilidad de 0.1 mL de aceite esencial en etanol al 95 % y 50 %, n-
Hexano, cloroformo, éter etilico, agregando la misma cantidad de cada uno de los
solventes hasta que aparezca turbidez. Siendo el hexano y el éter etilico los que
presentan mayor solubilidad del aceite G G1), 50 mL de aceite en 100 mL de éter
etilico y 25 mL de aceite en 100 mL de Hexano.

3.3.3.4 Punto de ebullicion.

Se utilizo el método micro donde un tubo de ensayo con 1.0 mL de aceite
esencial es calentado en un bafio de glicerina, mientras dentro del tubo se pone
un termoémetro y un capilar atado a él 2, El valor promedio de tres medidas fue de
160 °C.

5.4 Descripcion de instrumentos.

5.4.1 Analisis espectroscoépico y cromatografico.

5.4.1.1 Analisis espectroscopico.

Los equipos utilizados para el estudio del aceite esencial fueron los siguientes:

e UV-VIS: Intralab 2000, utilizando hexano grado analitica.
e |R: Thermo IR 200, utilizando pastillas de KBr.

5.4.1.2 Analisis por cromatografia de gases.
Se utilizo un cromatografo de gases Hewlett Packard 6890 series con detector
F.I.D. y acoplado a un espectrometro de masas Hewlett Packard 5973, este altimo

operado a 70 eV.

La columna utilizada fue una Hewlett Packard HP-INOwax 19091N-102 de 25m,
0.21mm de DI.

5.4.1.3 Estandarizacién de la metodologia analitica.
Se preparé una solucién estandar de referencia de 1000 ppm a partir de 11.32 yL

de a-pineno y se diluyé con n-hexano en un balén aforado de 10.0 mL. También
se prepar6 una solucién estandar de referencia para el patron interno de 1000
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ppm, midiendo 11.39 pyL de Geraniol y diluyéndolos con n-hexano hasta 10.0 mL
en un balén aforado.

Se fijaron las condiciones Optimas de trabajo para la columna HP-INOwax, tales
como flujo del gas de arrastre y temperatura del horno con base en la curva de
Van Deemter, la temperatura del detector vy la temperatura del inyector se
determinaron a partir de las propiedades del aceite esencial de Pinus oocarpa .

5.4.1.3.1 Preparacion de las soluciones patron.

Se prepararon las soluciones por dilucion del estdndar de referencia, con el fin de
obtener un rango de concentraciones de 1 a 10 ppm y de 10 a 100 ppm del
compuesto objeto de estudio (a-Pineno). La concentracion de patrén interno en el
curva de 1-10 ppm fue de 20 ppm y en la curva de 10-100 ppm fue de 100 ppm.
Estas soluciones se inyectaron tres veces, por cada concentracion y a partir de los
datos obtenidos de las areas y sus respectivas concentraciones, se trazan las
curvas correspondientes. Los datos obtenidos de esta manera, se utilizan para
hallar el rango de linealidad del método y la sensibilidad del mismo por medio del
limite de deteccion y cuantificacion.

5.4.1.3.2 Modelo de cuantificacion.

La cuantificacién, en el método analitico para determinacion de a-Pineno, se
realiz6 mediante el método del estandar interno, siendo escogido el geraniol como
tal. El factor de respuesta del pineno respecto al estandar interno, se determino
mediante la inyeccion, por triplicado, de una mezcla de los dos compuestos
durante tres dias diferentes.

Concentracion del soluto . Area del soluto
= Fr
Concentracion del patron Area del patron

Se analizé la variabilidad de la concentracion de a-Pineno durante 1, 3, 4, 5, 7, 10
y 20 dias de recolectada la muestra.

5.4.1.4 Analisis por CG-MS.

Una vez se ha estandarizado el método cromatografico se procedio a realizar la
confirmacion de los resultados del muestreo por medio de la CG acoplada a un
detector selectivo de masas (MSD). Para ello se fijaron las condiciones de trabajo
como temperatura del horno, temperatura del inyector, modo de analisis y
temperatura del detector.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

El equipo de destilacion por arrastre con vapor fue construido, en acero inoxidable,
este equipo cuenta con una fuente de calor que opera con energia eléctrica para
generar vapor en la caldera. La caldera es una autoclave provista de un
manometro y una valvula reguladora de vapor que se opera manualmente y una
valvula de seguridad calibrada a 30 psi. El recipiente de la muestra esta construido
en acero inoxidable, totalmente hermético, este tiene un mandmetro con el cual se
vigila la presion de vapor que circula por la muestra y una véalvula de seguridad
calibrada a 10 psi, esta disefiado de tal forma que se puede desmontar facilmente
del intercambiador de calor y la caldera. El intercambiador de calor va conectado
por uno de sus extremos al recipiente de muestras, el otro extremo llega hasta el
decantador.

Se determino que el equipo debe operar con las siguientes condiciones: La
presion de vapor de agua en la caldera debe estar a una presién de 25 psi, y la
presion de vapor en el recipiente para muestras debe ser 1 psi, con el fin de
estabilizar el conjunto caldera - recipiente de muestras y evitar arrastre de
sustancias indeseables.

6.1 Rendimiento del aceite esencial destilado.

6.1.1 Tiempo de extraccion.

Se evaluaron los tiempos extraccion de 1.5, 2.0 y 3.0 horas con la tecnica de
arrastre de vapor de agua, encontrandose que el tiempo adecuado para la
destilacion es de 2 horas, ya que hay un rendimiento de aceite esencial de 0.179

% en peso.

Tabla 1. Resultado de la extraccion de acuerdo al tiempo.

TIE‘(Ln)pO w m(t;sstra VOl('n?E)e'te Promedio % rendimiento

770.30 1,38

1.5 886.86 1,52 1,45 0,157
828.80 1,45
739,87 1,45

2.0 779,16 1,56 1,46 0,179
818,46 1,67
825,48 1,7

3.0 822,13 1,68 1,67 0,180
833,28 1,62
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Algunos estudios muestran que la duracion de la extraccion de aceites esenciales
emplean entre 2 y 3 horas para la destilaciébn. Para un tiempo de 3 horas de
extraccion el porcentaje de rendimiento es similar a la extraccion de 2 horas y el
gasto de agua y energia es mayor a este ultimo, presentando una desventaja. Por
otra parte para 1.5 horas de extraccién el rendimiento es bajo comparado con los
otros dos porcentajes obtenidos. Para la extraccion de aceite de Eucalyptus
grandis se emplearon tiempos desde media hora hasta nueve horas y media
encontrandose que de las 2 horas en adelante el porcentaje en peso obtenido de
aceite esencial se mantiene casi constante33, teniendo un comportamiento similar
al que presento la destilacién del follaje de Pinus oocarpa en este estudio, ademas
dos horas son favorables desde el punto de vista econémico y ecologico.

6.1.2 Tamarfo de particula.

Los rendimientos obtenidos variando el tamafio de particula se muestran en la
tabla 2.

Tabla 2. Resultado de la extraccion de acuerdo al tamafio de particula.

Tamano W muestra vol. Rendimiento
de aceite Promedio Observaciones
; (9) %
particula (mL)
824,28 1,62 Aceite turbio
Molida 751,77 1,48 1.55 0.176 con solidos
788,03 1,55 suspendidos
739,87 1,45 Aceite claro
Picada 779,16 1,56 1.56 0.179 bajo en sélidos
818,46 1,67 suspendidos
805,50
Entera 805,50 0 0 0 Ninguna
805,50

Podemos apreciar que para la muestra de follaje molida el rendimiento es del
0.176 % vy el aceite obtenido presenta una alta turbidez, debido a que el vapor de
agua arrastra las particulas mas finas de follaje, lo contrario sucede con una
muestra picada donde el rendimiento es de 0.179 % y el aceite obtenido es mas
claro, en este ultimo caso las aciculas son divididas en fracciones de 1-2 cm de
longitud, particulas que no son facilmente arrastrables por la presion de vapor de
agua.

Las muestras de follaje enteras no destilaron aceite durante las 2 horas de
extraccion, esto se debe a que el vapor de agua no interacciona eficientemente
con los tejidos de las aciculas de pino, requiriéndose mas tiempo para poder
obtener las esencias.
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6.1.3 Dias de recoleccion y secado.

El follaje recolectado fue expuesto, protegido de los rayos directos del sol,
evaluandose el rendimiento de aceite esencial de Pinus oocarpa de acuerdo con
los dias de secado.

Podemos ver entonces una tendencia descendente en la produccion de aceite
esencial como lo muestra la figura 10.

Figura 10. tendencia del rendimiento del aceite esencial segun el tiempo de
secado.
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Al tercer dia, el rendimiento ha disminuido en un 11.5 % respecto al volumen
obtenido el primer dia, para el séptimo dia la perdida llega a un 16.7 % vy a los
veinte dias las perdidas de aceite esencial son del 39%. La diferencia entre el
primer y el quinto dia son significativas; de igual forma podemos decir que para los
otros dias, la diferencia aumenta drasticamente respecto al primer dia, por lo que
productivamente es mas aconsejable hacer las extracciones antes de los cinco
dias posteriores a la recoleccion de la muestra de follaje.

Este efecto puede deberse a la accidon del calor ya que los aceites esenciales son
compuestos volatiles, Resultados similares son discutidos por Yagodin, referido al
Pinus silvestrys L. de Liberia, quien plantea que una vez talados los arboles, el
rendimiento del aceite esencial varid significativamente a partir de los tres dias de
exposicion en las condiciones naturales de la regién @4,
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6. 2 Constantes fisicas.

El examen organoléptico del aceite esencial de Pinus oocarpa corresponde a un
liquido transparente, de color amarillo palido, viscoso y de olor agradable similar a
la menta.

Los valores obtenidos de densidad e indice de refraccion dan un prondstico sobre
posibles compuestos en la mezcla, en relacién con las siguientes afirmaciones:

l. 0 < 0.9 e iR < 1.47 brindan informacion de un alto porcentaje
de hidrocarburos terpenicos o compuestos alifaticos.

. 0 >0.9 e IR < 1.47 es posible la presencia de compuestos
oxigenados alifaticos.

[l. 0 < 0.9 e iR > 1.47 sugiere la presencia de hidrocarburos
aromaticos 9,

El aceite destilado presento las caracteristicas fisicas que se relacionan en la tabla
3.

Tabla 3. Constantes fisicas del aceite esencial de Pinus oocarpa.

Densidad indice de gbuur}ltioci%en Color
(g/mL) refraccion o
Q)
0.8939 1.4968 160 Amarillo claro

El color y olor es similar al de el Pinus montana, el cual presenta color amarillo
leve y aroma penetrante %, también al de la misma especie Pinus oocarpa
reportado por Moreno @7,

La densidad, como el indice de refraccion fueron tomados a 25 °C
aproximadamente, estos datos, mostrados en la tabla 4, nos dan un indicio de la
presencia de algunos hidrocarburos aromaticos e hidrocarburos terpenicos en el
aceite esencial de Pinus oocarpa.

El punto de ebullicion es de 160 °C, valores de 153 °C se han reportado en la
literatura para el aceite esencial de Pinus oocarpa obtenido del follaje por
hidrodestilacion®”). La diferencia en ambos casos se puede deber a la
metodologia de extraccion, puesto que con el arrastre con vapor talvez se pueden
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obtener un numero mayor de compuestos. También hay que tener en cuenta que
las muestras son recolectadas en sitios diferentes, con clima y suelo de
composicién variable entre ambos.

La composicion de un aceite esencial no es la misma si se extrae con arrastre por
vapor o por hidrodestilacion ©8),

6.3 Solubilidad del aceite esencial de Pinus oocarpa.

La solubilidad del aceite esencial se prob6 en solventes de un rango de polaridad
que va desde solventes apolares como el hexano, hasta solventes muy polares
como el agua. Se tomd6 0.1 mL de aceite esencial y se agregaron porciones de 0.1
mL de cada uno de los solventes, obteniéndose los resultados de solubilidad que
se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Solubilidad del aceite esencial de Pinus oocarpa.

Volur_nen Volume'n 'de solvente Solubilidad
Solvente Azﬁ]ell_t)e Ad'i:ﬁf?do' (mL aceite en 100 mL solvente)
Agua 0.1 ) 00
Cloroformo 0.1 0.2 S0
Etanol 95 % 0.1 3.0 2.2
Etanol 50 % 0.1 45 3.3
Eter etilico 0.1 0.2 50
Hexano 0.1 0.4 25

De acuerdo con los resultados presentados en la tabla 5. EI aceite esencial es
apolar. Su solubilidad en solventes apolares como el hexano y eter etilico lo
confirman, se presume entonces que la estructura quimica de los compuestos que
componen el aceite esencial de Pinus oocarpa carece de grupos lo
suficientemente polares para ejercer fuerzas electrostaticas que formen enlaces
con el solvente. Prueba de ello es la poca solubilidad en etanol al 95 %, que es
moderadamente polar y no es lo suficientemente apolar para disolver totalmente
el aceite esencial, el etanol al 50 % disminuye aun mas la solubilidad del aceite
debido a que el agua aumenta la polaridad del disolvente formado.
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6.4 Andlisis espectroscépico y cromatografico.
6.4.1 Andlisis Ultravioleta Vis.

Para transiciones n—» "y n—n" las absorciones se encuentran dentro de una
region espectral experimentalmente accesible (200 a 700 nm), transiciones que
requieren la presencia de grupos funcionales no saturados que aporten electrones
n. El espectro ultravioleta (anexo B), presenta una banda de absorcién a 292.8
nm, que se puede atribuir a transiciones 1 —» n' y n — n" debidas a la presencia
de cromoéforos organicos tales como dobles enlaces conjugados y/o carbonilos
alifaticos.

6.4.2 Andlisis de Infrarrojo.

El espectro de vibracion molecular IR (anexo C), brinda una informacién muy
general de los principales grupos funcionales que se encuentran presentes en el
aceite esencial; a continuacion se relacionan las principales absorciones.

Existen dos bandas de tension de C-H, a 2944,38 cm™ que se atribuyen a
vibracién asimétrica y otra a 2870.80 cm™ correspondiente a tension simétrica de
metilos.

Una pequefia banda a 2724.11 cm?® representa absorcion molecular de
cicloalcanos.

Las bandas de 1643.48 cm? vy 1376.57 cm® corresponden al movimiento
asimétrico de flexion de metilos y flexion simétrica respectivamente. Siendo la
ultima la mas valiosa para confirmar grupos metilos 9,

La flexion simétrica en el plano de metilenos (C-H) o tijereteo, se observa a
1455.86 cm?, esta sefial puede a su vez corresponder a estiramiento C=C.
También el balanceo C - H de metilenos o de flexion fuera del plano de C=C-H,
se observa con una sefial a 1018.28 cm™.

Una banda ancha a 3442.90 cm™ nos indica la tensiéon de O-H asociado, en la
region de 1259.48 cm™ aparece otra banda de tension de C-O de alcoholes y
éteres y a 551.68 cm™ una vibracién fuera del plano de O-H se hace evidente.

Por ultimo a 1708.98 una banda solapada con la sefial de tension de metilos, se
debe a el estiramiento de enlace C=0.
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6.4.3 Analisis cromatografico (CG).
6.4.3.1 Estandarizaciéon de la metodologia analitica.

Uno de los criterios mas importantes es la seleccion de la columna capilar, pues
se debe elegir la adecuada, en CG las mas utilizadas actualmente son las
capilares o abiertas, de silice fundida en las que la fase estacionaria esta retenida
sobre la pared interna de la columna. La eleccién tanto de fase estacionaria como
de fase movil, depende de la composicidén de la muestra a separar, por lo que se
debe tener la méxima informacion posible del compuesto, como puntos de
ebullicion, estructura, entre otros, generalmente en la separacion de aceites
esenciales se utilizan columnas de polietilen glicol entrecruzado “Y.

La columna HP-INOwax (Polyetylene Glycol) fue disefiada para el analisis de
aceites esenciales entre otros compuestos, esta retiene y separa de manera
eficiente a aceites esenciales complejos “2).

6.4.3.2 Determinacion del flujo 6ptimo.

Se realizo la curva de Van Deemter para determinar el flujo optimo del gas de

arrastre para la columna HP-INOwax usando a-pineno en hexano como
referencia.

De acuerdo con los datos obtenidos y observando la figura 11 , se encuentra que
el flujo optimo abarca un rango de 0.2 a 0.6 mL/min, la curva se realiz6 con una
rampa de temperatura de 50 °C a 150 °C, teniendo en cuenta que la temperatura
de inicio no sobrepasara los 50 °C, debido a que sefal generada por el solvente
es un pico ancho y se solapa con la sefial del a-pineno. Se determina entonces
utilizar 0.4 mL/min como flujo del gas de arrastre, por su rapidez y eficiencia.

Teniendo en cuenta la informacién obtenida de la curva de Van Deemter, se
procedié a escoger los parametros de trabajo mas adecuados.
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Figura 11. Curva de Van Deemter con a- pineno para determinar el flujo 6ptimo
(columna HP-INOwax 25m x 0.25mm x 0.25um film).
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6.4.3.3 Condiciones optimas de trabajo.

Tabla 5. Condiciones optimas de trabajo en el Cromatografo de Gases.

Parametro Condicion
Volumen de inyeccion 0.2 uL
Fase movil Helio
Temperatura del inyector 220 °C
Flujo 0.4 mL/min
Temperatura del detector 230°C
Columna HP-INOwax
Split 3:1

Para elegir la temperatura del inyector y el detector se tuvo en cuenta el punto de
ebullicion del a-pineno, para que este no se condense en el momento de
inyectarse o en el caso del detector, una sobresaturacion. El valor del flujo éptimo
se obtiene de la curva de Van Deemter; como ya se mencion0, se determino el
valor que presente buena eficiencia y rapidez, al mismo tiempo.

Se consiguié una buena resolucion de los picos de interés, trabajando con
temperaturas programadas. Como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Rampa de temperaturas para la cuantificacion de aceites esenciales.
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Bajo estas condiciones se obtiene un cromatograma en el cual se pueden apreciar
completamente resueltos los picos del a-pineno y el estandar interno (Geraniol)
tal cual se observa en la figura 13, a su vez con estas condiciones, se logra una
buena separacién de los componentes del aceite esencial.

Figura 13. Cromatograma de la mezcla de los patrones a-pineno y geraniol como
estandar interno.
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Dichos picos se encuentran muy separados, pero se hace necesaria tal diferencia
con el fin de lograr cuantificar el aceite esencial a-pineno, sin que el estandar

interno se sobreponga a otras sefiales.

Figura 14. Cromatograma del estandar interno en la muestra de aceite esencial.
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6.4.3.4 Desarrollo del método analitico.

La validacion del método analitico permite establecer los limites practicos de la
técnica y la metodologia empleada, ademéas de asegurar la precision y exactitud
de los datos obtenidos. Para tal efecto, se emplean los enunciados y definiciones
en el anexo A.

6.4.3.4.1 Linealidad.

Esta se determino para un rango de concentraciones de 1.00 ppm hasta 100 ppm,
dividiendo este rango en dos curvas, la primera de 1.0 ppm hasta 10 ppm y la otra
de 10.0 ppm hasta 100 ppm, se grafico la relacién de concentraciones con relacion
de areas, con un coeficiente de correlaciéon al cuadrado (R?) de 0.9932, y 0.9941
respectivamente. Como se muestra en las figuras 15y 16.
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Figura 15. Curva de calibracién de a-pineno de 1-10 ppm.
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Figura 16. Curva de calibracién de a-pineno de 10-100 ppm.
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De acuerdo con lo anterior se demuestra la respuesta lineal del patron en
cuestion, dentro del rango de concentraciones trabajadas.
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6.4.3.4.2 Sensibilidad.

6.4.3.4.2.1 Limite de Deteccion.

Para calcular el limite de deteccion (LOD) se utilizaron los datos dela curva de 1.0
-10 ppm y las ecuaciones del anexo A, obteniéndose los valores que se presentan

en la tabla 6.

Tabla 6. Limite de deteccion para a-pineno.

Desviacion Valor corte Limite de
Compuesto |estandar de la|ordenada (yb) Valor Y deteccion (ppm)
pendiente (Sp)
o-pineno 29287 -310831 -222970 0.14

En la tabla 7 se pueden ver el limite deteccién para el a-pineno el cual fue de 0.14
ppm , este valor es bajo y por lo tanto permite una buena determinacion del aceite
esencial en cuestion.

6.4.3.4.2.2 Limite de Cuantificacion.

A partir de la misma curva y de las ecuaciones en el anexo, se procede a calcular
el LOQ, obteniéndose los datos que se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Limite de Cuantificacion para el a-pineno.

Desviacién Valor corte Limite de
Compuesto estandar de la|ordenada (yb) Valor Y deteccién (ppm)
pendiente (Su)
o-pineno 29.287 -310831 -603702 0.48

En la tabla 7 se puede ver el valor minimo cuantificable de 0.48 ppm. Lo cual
indica que el detector FID tiene una buena sensibilidad para detectar el aceites
esencial de interés. A concentraciones inferiores, los valores de desviacion
estandar son superiores y no se da un coeficiente de correlacion aceptable,
afectando asi la linealidad de la curva.
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6.4.3.4.3 Precision.

6.4.3.4.3.1 Repetitividad.

Para su determinacién, se utilizaron las soluciones de a-pineno de la curva que
fueron inyectadas cada una por triplicado. De esta manera se obtuvieron los datos

gue se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Datos de las relacion de areas y desviaciones estandar del a-pineno y
geraniol para el rango de concentraciones de 1.0 -10 ppm

. Relacién areas L Desviacion

Concentracion Promedio DeS\{laC|on estandar
(ppm) Al A2 A3 estandar relativa

1.0 0,035| 0,033 | 0,035 0,034 |0,00076625 2,244

2.0 0,136| 0,136 | 0,134 0,135 ]0,00103878 0,770

4.0 0,357| 0,338 | 0,322 0,339 |0,01452527 4,287

6.0 0,508 0,529 | 0,503 0,513 |0,01150659 2,242

8.0 0,707| 0,667 | 0,724 0,700 ]0,02387394 3,412

10 1,009| 0,973 | 0,987 0,990 ]0,01508039 1,524

Se observa en los datos la tabla 8 que la desviacion estandar relativa o
coeficiente de variacién no sobrepasa el 4.3 %, se puede decir que el método es
repetitivo dentro del rango de concentraciones de 1.0 -10 ppm.

Tabla 9. Datos de las relacién de areas y desviaciones estandar del a-pineno para
el rango de concentraciones de 10.0 -100 ppm.

Concentracioén Relacién areas Promedio Desviacion Desviacién_estén
(ppm) Al A2 A3 estandar relativa
10.0 0,154 | 0,156 | 0,162 0,157 0,00349851 2,224
20.0 0,244 | 0,242 | 0,246 0,244 10,00142168 0,582
40.0 0,618 | 0,626 | 0,617 0,620 0,00395667 0,638
60.0 0,819 | 0,863 | 0,834 0,839 0,01834329 2,187
80.0 1,191 | 1,191 | 1,230 1,204 10,01818868 1,511

100 1,400 | 1,395 | 1,387 | 1,394 |0,0051886 0,372

La tabla 9 muestra que la desviacion estandar relativa para concentraciones de
10.0 ppm a 100 ppm no supera el 2.3 %; se puede decir entonces que dentro de
este rango de concentraciones, el método es repetitivo para compuestos similares
al a-pineno en propiedades fisicas y quimicas.
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6.4.3.4.3.2 Reproducibilidad.

Para tal fin, se llevo a cabo la determinacion del factor de respuesta (Fr) durante
tres dias diferentes (cada dia por triplicado), obteniéndose los datos que se
muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Datos para la obtencién del factor de respuesta curva 1.0 a 10 ppm.

Concentracién Conce_ntracic’m Area de Areac_le RelaciénPromeolio Relacic’m_de Promedio
a-pineno (ppm) |Geraniol(ppm)| a-pineno | Geraniol |de areas Concentraciones
1.526.0744.273.581| 0,357 0,20
4.0 20 1.519.20414.498.545| 0,338 | 0,339 0,20 0,200
1.364.2154.242.429| 0,322 0,20
1.357.9944.774.747| 0,284 0,20
4.0 20 1.508.62114.991.596| 0,302 | 0,295 0,20 0,200
1.506.3845.040.151| 0,299 0,20
1.562.2845.005.579 0,312 0,20
4.0 20 1.519.2425.032.232| 0,302 | 0,307 0,20 0,200
1.540.7635.018.906| 0,307 0,20

Tabla 11. Datos de la desviacion estdndar para el factor de respuesta (Fr) curva 1

a 10 ppm.
Fr Fr promedio Dgsviaci()n Fa Desviacion estandar I?esviacic')n_
estandar del Fr del Fr estandar relativa
0,560
0,592 0,591 0,031
0,622
0,703
0,662 0,678 0,022 0,640 0,044 6,932
0,669
0,641
0,662 0,652 0,011
0,651

Como se aprecia en la tabla 11 la desviacion estandar relativa no sobrepasa el 7%
para concentraciones entre 1.0 y 10 ppm, de manera que se puede afirmar que el
método es poco reproducible, esto se debe a que con inyecciones manuales los
valores obtenidos son muy variables, mas aun cuando las concentraciones del
analito son pequefas. Se tiene entonces que el valor del factor de respuesta para
la curva de menor concentracion es de 0.640 .
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Tabla 12. Datos para la obtencion del factor de respuesta curva 10.0 a 100 ppm.

Conce_ntraci()n Concentr_acic')n Area de Areade |Relacion . Relacion _
a-pineno Geraniol . : . Promedio de Promedio
(bpm) (opm) a-pineno | Geraniol |de areas Concentraciones
21.019.426| 25.669.065| 0,819 0,60
60 100 22.295.266| 25.830.757| 0,863 | 0,839 0,60 0,600
22.873.204] 27.415.241] 0,834 0,60
21.664.414) 23.639.250, 0,916 0,60
60 100 23.361.545 27.975.547| 0,835 | 0,867 0,60 0,600
22.900.648 26.952.766| 0,850 0,60
25.402.249 27.464.157| 0,925 0,60
60 100 22.817.412| 26.006.964| 0,877 | 0,887 0,60 0,600
24.720.287| 28.747.750, 0,860 0,60

Tabla 13. Datos de la desviacion estandar para el factor de respuesta (Fr) curva 1

a 10 ppm.
Desviacion Desviacién Desviacién
Fr | Frpromedio . Fr estandar Estandar
estandar del Fr .
del Fr relativa
0,733
0.695 0,716 0,019
0,719
0,655
0,719 0,693 0,034 0,695 0,020 2,809
0,706
0,649
0,684 0,677 0,025
0,698
Para la curva de mayor concentracion, la desviacion estandar relativa es de

2.81%, por lo que el método en este rango de concentraciones tiene una mayor
reproducibilidad respecto al de la curva de 1.0 a 10 ppm. El factor de respuesta

en este caso tiene un valor de 0.695.

6.4.3.4.4 Exactitud.

Con el fin de establecer la exactitud del método analitico, se realizo el t de student,
con base en los datos obtenidos para el estandar interno.
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Tabla 14. Datos para realizar el t de student.

. . - ... _|RecuperaciénDesviacion
ConcentracionRelacionConcentracion % Desviacion . t.
(ppm) de areas| obtenida |recuperacién| estandar porcentL_laI estandar obtenido
promedio relativa.
0,284 3,358 83,95
4.0 0,302 3,568 89,21
0,299 3,529 88,22
0,149 9,478 94,78
10 0,152 9,692 96,92 7,660 95,55 8,018 1,670
0,152 9,672 96,72
0,916 65,557 109,26
60 0,835 59,735 99,56
0,850 60,779 101,30

La recuperacion porcentual (R) promedio se da como resultado del promedio de R
de cada concentracion, teniendo en cuenta que cada concentracion fue inyectada
por triplicado obteniéndose tres concentraciones que son promediadas para dar la
concentracion obtenida por curva. De esta manera el numero de datos (n) es 9y
los grados de libertad son 8 . Ademas, cabe aclarar que R corresponde a la
relacion de la concentracion de la sefal respecto del estandar preparado. El valor
de tobtenido Se deduce de la ecuacion.

( 100-R) Vn

tobtenido =
Desviacion estandar relativa

Para que la exactitud exista es necesario que t obtenido Sea menor a t tabla, y este
ultimo tiene un valor de 2.306 para 8 grados de libertad y un intervalo de confianza
de 95% ©“0. De acuerdo a los datos obtenidos se verifica la exactitud del sistema,
ya que se cumple con el parametro establecido.

6.4.3.5 Cuantificacion de las muestras de Aceite Esencial.

La cuantificacion de las muestras de aceite esencial se llevo acabo, teniendo en
cuenta que las extracciones de aceite esencial se realizaron en los dias 1, 3, 5, 7,
10 y 20 posteriores a la recoleccion de la muestra, eso con el fin de evaluar la
variacion de la concentracion de a-pineno durante esos dias.

Las muestras de aceite esencial fueron diluidas en hexano hasta obtener una
concentracion de 100 ppm a la cual se le agrego el estandar interno (geraniol) en
una concentracion constante de 20 ppm, debido a que en andlisis preliminares se
logro establecer que para una concentracion de 100 ppm de muestra, el area que
presenta la sefial de a-pineno esta dentro de la curva de 1 a 10 ppm.
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Para el calculo de la concentracion de a-pineno se utilizo la siguiente formula “2):

Concentracion del soluto . Area del soluto
r

Concentracion del patron Area del patron

Se aplico el factor de dilucion para calcular el peso del analito en la muestra de
aceite esencial original, ya que 11.2 uL de aceite esencial extraido, se diluyeron a
10mL, luego 1mL de la solucion preparada se diluyo a 10 mL para obtener una
concentracion final de 100 ppm de aceite esencial.

Se inyectaron entonces 0.2 uL de soluciéon de 100 ppm, se observa en la tabla 15,
gue la variacion de la concentracion en la muestra inyectada es poca, de la misma
forma el porcentaje de a-pineno en la muestra original disminuye levemente con el
pasar de los dias.

Tabla 15. Concentracion de a-pineno en la muestra de acuerdo con los dias de
secado.

., Concentracién .
Concentracion C . % pineno en
. < . < . . Relacion de| pineno en
Dia Area pinenolAreainterno| estandar . la muestra
. areas muestra .
interno . original
inyectada
1 953834 4845732 20 0,197 2,52 0,252
3 819511 4725878 20 0,173 2,22 0,222
5 813495 4748738 20 0,171 2,19 0,219
7 825735 4858181 20 0,170 2,18 0,218
10 810954 4860459 20 0,167 2,14 0,214
20 817289 4873850 20 0,168 2,15 0,215

En el figura 17 se aprecia que la disminucién de la concentracién de a-pineno en
el follaje de Pinus oocarpa es mas pronunciada dentro de los primeros tres dias de
recolectada la muestra, luego la disminucion es lenta y poco significativa.
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Figura 17. Variacidén de la concentracion de a-pineno con el paso de los

dias.
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6.4.3.6 Andlisis de la muestra de aceite esencial por espectrometria de

masas.

Debido a que la composicion del aceite esencial de Pinus oocarpa no varia
considerablemente, se utilizo una muestra de aceite esencial para el analisis por
cromatografia de gases acoplada espectrometria de masas.

Las condiciones utilizadas para el andlisis se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Condiciones experimentales para el andlisis por CG/MS.

Parametro Condicion

Volumen de inyeccion 0.2 pL

Fase movil Helio

Temperatura del inyector 220 °C

Flujo 0.5 mL/min

Temperatura del detector 230°C

Columna HP-INOwax

Split 3:1

Temperatura auxiliar 230 °C

Temperatura del horno 50 °C x 4 min
220 (10°C/min)
220 x 2 min

En el cromatograma se observa que el analisis tiene una duracién aproximada de
2 minutos menos respecto al que se realizd con un flujo de 0.4 mL/min (Figura 18),
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en él la sefal del pineno aparece ahora a 3.26 min (pico 1), se puede apreciar a
su vez que los picos estan bien resueltos y separados.

El analisis de las muestras se realizo en modo Scan y luego se llevo acabo la
bldsqueda de los iones representativos.

El espectro de masas de la sefial a 3.26 min y del a-pineno, fueron comparado
entre si y con el espectro de masas del provee la biblioteca que tiene el software
del equipo CG/MS, arrojando una aproximacion del 99 %, como se observa en
anexo D.

Figura 18. Cromatograma del aceite esencial de Pinus oocarpa con detector
selectivo de masas.
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Los principales iones y abundancias relativas del a-pineno son : 93 (100), 91 (48),
92 (39), 77 (36).

Con referencia a las demas sefiales, se identificaron, de la misma manera que
para el a-pineno, pero se carecio de los patrones para comparar. Es asi como solo
se tiene una aproximacion del tipo de compuestos que forman el aceite esencial
de Pinus oocarpa, a continuacion se relacionan en su totalidad.
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El anexo E muestra el espectro de masas correspondiente al pico 2 ubicado 12.79
min (figura 18). De acuerdo con la biblioteca del software del CG/MS, el espectro
de masas corresponde al cariofileno con una aproximacion del 99%.

El espectro de masas del 1,1,4,8-tetrametil-cis-4,7,10-Cicloundecatrieno, un
sesquiterpeno, se asemeja al espectro de masas del pico 3 presentado en el
anexo F(parte a) en un 98 %, de acuerdo con la base de datos del CG/MS. De
igual manera, el espectro de masas del sesquiterpeno, 7-metil-1,2,3,4,4a,5,6,8a-
octahidro-Naftaleno (anexo G, parte b), de acuerdo con la biblioteca del CG/MS,
es similar al de la sefial 4 a 13.912 min en un 98% . La sefal 5 a 14.171 min
genero un espectro de masas (anexo H, parte a) que se asemeja en 98% al del
1H-ciclopenta-1,3-ciclopropa-1,2-benceno, clasificado como sesquitepeno de
acuerdo con el numero de carbonos que posee. El anexo | (parte b) corresponde
al espectro de masas del sesquiterpeno 1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-
naftaleno, el cual se parece en un 99% al espectro de masas de la sefial 6 ubicada
a 14.725 min.

La seflal 7 a 17.171 min tiene un espectro de masas que es similar al del oxido de
cariofileno (anexo J) en un 99%. En su orden, se puede afirmar que existe la
probabilidad de que los espectros de masas obtenidos experimentalmente para
cada pico del cromatograma del aceite esencial de Pinus oocarpa (figura 18),
correspondan a los compuestos emitidos en el cotejo realizado por la base de
datos del equipo de CG/MS.

Tabla 17.Composicion del aceite esencial de Pinus oocarpa.

Pico No Compuesto Tiempo de_retencic')n 0% areas
(min)
1 |o-pineno 3.26 3,49
2 [cariofileno 12.79 12,6
3 |sesquiterpeno 13.69 2,46
4  sesquiterpeno 13.91 1,70
5 [sesquiterpeno 14.17 74,1
6 [sesquiterpeno 14.73 4,29
7  |sesquiterpeno 17.17 1,29

Final mente en el aceite de Pinus oocarpa se identificaron 7 compuestos de los
cuales solo del pico 1 se tiene la certeza de que corresponde a a-pineno, los
demas compuestos son probablemente sesquiterpenos de mediano peso
molecular.

De acuerdo con la tabla 17 las sefales representativas en el aceite esencial de
Pinus oocarpa son: el pico 5, correspondiente al sesquiterpeno 1H-ciclopenta-1,3-
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ciclopropa-1,2-benceno (74.11 %), el pico 2 del sesquiterpeno cariofileno (12.46
%) y el a-pineno (3.49 %). Compuestos de caracter apolar, que le dan las
caracteristicas fisicas propias del aceite.

El compuesto de mayor abundancia en el aceite presenta en su estructura un
anillo de caracter aromatico el cual probablemente le puede proporcionar el olor
caracteristico de la esencia, junto con el pineno que también posee cierto grado de
fragancia.
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7. CONCLUSIONES.

El hexano y el éter etilico son los mejores disolventes para el aceite
esencial de Pinus oocarpa, debido al caracter a polar del aceite esencial
extraido.

Los resultados obtenidos demostraron que con la muestra picada y dos
horas de extraccion, se logra un rendimiento promedio de 0.179 %
reduciendo asi, los gastos de agua y energia eléctrica, que no se
conseguian con otros métodos.

Se encontrd que el rendimiento del aceite esencial disminuye en un 11.5 %
al tercer dia de recolectada la muestra, respecto al aceite esencial
recolectado el primer dia y que las perdidas se hacen mas notorias entre el
dia siete y el dia veinte. Siendo aconsejable realizar las extracciones antes
de los cinco dias posteriores a la recoleccion del follaje.

Se concluye que el método utilizado para la cuantificacién de a-pineno, es
valido puesto que es lineal dentro del rango de concentraciones evaluadas,
sensible con limite de deteccion de 0.14 ppm Yy limite de cuantificacion de
0.48 ppm, repetitivo y poco reproducible. Teniendo en cuenta que la
desviacion estandar relativa esta cerca del 7% para la curva de baja
concentracion y que la inyeccién de la muestra se realizo de forma manual.

La cuantificacion del a-pineno dio como resultado que su concentracion en
la muestra de aceite esencial de Pinus oocarpa fue de 0.252 % y que esta
varia muy poco con el paso de los dias posteriores a la recoleccion del
follaje.

Se encontrd que el componente mayoritario del aceite esencial del follaje de
Pinus oocarpa es el sesquiterpeno 1H-ciclopenta-1,3-ciclopropa-1,2-
benceno octahidro con un 74.0 % de abundancia, seguido de cariofileno
(12,7%) y el a-pineno (3.50%).
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8. RECOMENDACIONES.

Se recomienda, profundizar en el andlisis detallado de los compuestos del
aceite esencial de Pinus oocarpa por medio de la resonancia magnética
nuclear como técnica complementaria, y utilizar patrones de los demas
aceites encontrados con espectrometria de masas para tener una mayor
certeza del resultado.

La cromatografia de columna es una técnica Util para aislar los
componentes del aceite esencial de Pinus oocarpa con fines académicos y
comerciales.
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ANEXO A.
DESARROLLO DEL METODO.

Una vez se ha implementado la técnica y el método de andlisis, se requiere la
confirmacion y validacion de los resultados obtenidos para observar que cumplan
con las especificaciones requeridas.

LINEALIDAD.

para poder determinar la linealidad (dentro de un rango especifico), se realizaron
una serie de cinco diluciones del estandar de referencia, con el fin de inyectar
cada una por triplicado, y asi, obtener la curva por regresion lineal, la cual tiene la
siguiente forma matematica:

S =mc + Sy Q)

Donde m es la pendiente y Su es el intercepto con el eje Y. De esta manera se
obtiene un coeficiente de correlacién (r?), el cual determina la linealidad de dicha
curva.

PRECISION.

La precision describe la reproducibilidad y repetitibidad de las mediciones, es decir
gue tan cercanos estan los resultados que se han obtenido exactamente de la
misma manera.

Para describir la preescision de una serie de datos pueden utilizarse términos tales
como la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacion (CV), los cuales son
una funcion de la desviacion de los datos.

s=\ /- @

Donde xi es el valor medido, X la medida y n el numero de medidas.

[SE
x

1
-
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X=__ 3)

CV =(sx100)/ x (4)
EXACTITUD.

La palabra exactitud indica que tan cerca esta una medicion de su valor verdadero
0 aceptado y para determinarla se utiliza el t de Student.

Para lo anterior se tomaron tres concentraciones que correspondan al rango de
linealidad de las curvas y se inyectan tres veces cada una, de manera que s
obtiene un valor texp ( valor de t experimental ), el cual es comparado con el valor
de twb (valor de t tabulado para n — 1 grados de libertad).

|1oo - R| \n
texp = (5)
CcVv
CrL
R= x 100 (6)
Creal

Don de R es la recuperacion porcentual, Cr. es la concentracion obtenida por
regresion lineal y Creal la concentracion real o conocida.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, se evalla la exactitud para el R promedio de
todas las concentraciones, de lo cual debe esperarse que texp Sea menor a twap para
gue no exista diferencia significativa con el 100 % de recuperacion, y de esta
forma , la exactitud es aprobada.

SENSIBILIDAD.
La sensibilidad de un instrumento o de un método, mide su capacidad de
discriminar entre pequefias diferencias en la concentracion del analito, para lo cual

se tiene que los pardmetros para evaluar la sensibilidad del método son los limites
de deteccién y cuantificacion.

Limite de Deteccion (LOD).
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Es la concentraciébn o peso minimos de analito que pueden detectarse para un
nivel de confianza dado, proporcionando una sefal significativamente diferente de
la “sefal de fondo”, lo cual se expresa matematicamente como:

Sm = Sl + ksbi (7

Donde k suele tener un valor de tres (3), Sm es la sefial analitica, Su la sefial
media del blanco ( abscisa igual a cero ) y sui la desviacion estandar del mismo.

Sustituyendo Sm por S en la ecuacion (2), y reordenado, se obtiene finalmente la

expresion adecuada para calcular el limite de deteccion (LOD), representado en la
ecuacion (8) como Cm.

Sm- Soi

Con=—"" (8)
m

Limite de cuantificaciéon (LOQ).
Es la concentracion o peso del analito mas pequefios con la que pueden
analizarse medidas cuantitativas, en donde estas, se toman generalmente cuando
el (LOQ) es igual a diez veces las desviacién estandar del blanco. Analogamente
al LOD se tiene:
Sm = Sbi + 10sbl (9)

Sm- Soi

Cm=—" (10)
m

en donde k es igual a diez (10) y C'm equivale al LOQ.

ANEXO B. ESPECTRO DE UV-VIS DEL ACEITE ESENCIAL DE Pinus oocarpa.
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ANEXO C. ESPECTRO DE IR DEL ACEITE ESENCIAL DE Pinus oocarpa.
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ANEXO D. a) ESPECTRO DE MASAS DE a-PINENO (SENAL A 3.26 min.) y a)
ESPECTRO QUE PROVEE EL SOFTWARE DEL EQUIPO PARA A-PINENO.
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ANEXO H. a) ESPECTRO DE MASAS DE LA SENAL A 14.171 min.

ESPECTRO QUE PROVEE EL SOFTWARE DEL EQUIPO PARA

ciclopenta-1,3-ciclopropa-1,2-benceno.

72



Abund

mfsz—-=
Abhund

miz—-=

Ance

9000
2000
7000
5000
5000
4000
2000
2000
1000

SnNce

9000
8000
7000
5000
5000
4000
2000
2000
1000

O

Scan 1921 {(14.171 min}: ACOOCZ2. D
161

105

a1

133
55

L

204

_ ul L, _ ) 7_ 22725628 B03 341366 409 445 480 523

41 105

a
50

T T T T | T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

FOLO882: 1TH-Cyclopentall1,3]lcyclopropall  Z2lbenzene, octahydro
161

1

33

100 150 200 250 200 350 400 A50 500 550

~

ANEXO I. a) ESPECTRO DE MASAS DE LA SENAL A 14.725 min. y b)

ESPECTRO QUE PROVEE EL SOFTWARE DEL EQUIPO PARA 1,2,3,5,6,8a-
hexahidro-4,7-dimetil-naftaleno.

73



Abhundance

So000 4

S000

FTOoOoo ]

sSO00 ]

SOoO0o

A000 ]

2000 ]

=000

1000

=5

Ecan 2017 (14 .7Z5 min). ACOOCE D

10s
11

=1

1==

151

_____ 1—#1_______

14

f

=204

159

JQm _
| |

FfE——=
Alaundance

So000 ]

S0O00 ]

FOooo

sSO00 ]

SOoO00o ]

A000

000 4

=000 ]

1000 ]

40 mD mD qD

FHEOoD A4

S5

WD mD JQD 4+D JWD JWD JPD JWD JWD 4*0 JWD JWD N&D NLD_

Naphthalens=, 1,2,3,5,.58, f3a-hexahydro-4, 7F-dlimetihyl-1-

119
105

a4

1=4

147

14

|

=204

1S9

MiE—=

[=}=]
;_r
T
=)

40 E=la a0

WD mD 4&0 4+D JWD JWD JPD JWD

746 735 735 75 286 216

~

ANEXO J. a) ESPECTRO DE MASAS DE LA SENAL A 17.171 min. y b)
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